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„The ultimate aim of the modern movement in biology is to explain all 

biology in terms of physics and chemistry." 

 

Francis Crick (1966) 
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Zkratky 
 

ABC    ATP-binding cassette 

ABCB1    ATP-BINDING CASSETTE SUBFAMILY B MEMBER 1 

ABCB19   ATP-BINDING CASSETTE SUBFAMILY B MEMBER 19 

ACC    1-aminocyklopropan-1-karboxylová kyselina 

Ac₂O    anhydrid kyseliny octové 

AFCS    Alexa Fluor 647–castasteron 

ATP    Adenosin trifosfát 

BAK1    BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1 

BES1    BRI1-EMS-SUPPRESSOR 1 

BIN2    BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 2 

BKI1    BRI1 KINASE INHIBITOR 1 

BKK1    BAK1-LIKE KINASE 1 

BL    brassinolid 

BR    brassinosteroid 

BRI1    BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 

BRL1    BRI1-LIKE 1 

BRL2    BRI1-LIKE 2 

BRL3    BRI1-LIKE 3 

BSK1    BR-SIGNALING KINASE 1 

BSU1    BRI1 SUPPRESSOR 1 

BZR1    BRASSINAZOLE RESISTANT 1 

CDG1    CONSTITUTIVE DIFFERENTIAL GROWTH 1 

CSA    alkynylovaný derivát castasteronu (castasterone-alkyne) 

CS    castasteron 

DHQD-CLB   dihydrochinidin p-chlorbenzoát 

DMF    N,N-dimethylformamid 

DMSO    dimethylsulfoxid 

EDC    1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid 

ETD-300   Ethylene Detector 300 

EtOH    ethanol 
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GC-FID    plynová chromatografie s plamenoionizační detekcí 

GCI    Grating-Coupled Interferometry 

GFP    Green Fluorescent Protein 

HG2    Hoveydův–Grubbsův katalyzátor 2. generace 

HOBt    1-hydroxybenzotriazol 

HWE    Hornerova–Wadsworthova–Emmonsova (reakce) 

KIB1    KINK SUPPRESSED IN BZR1-1D 

LRR    Leucine-Rich Repeat 

LRR-RLK   Leucine-Rich Repeat Receptor-Like Kinase 

MCPBA    kyselina meta-chlorperbenzoová 

MeOH    methanol 

NMO    N-methylmorfolin-N-oxid 

n-BuLi    n-butyllithium 

PP2A    PROTEIN PHOSPHATASE 2A 

SERK    SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE 

SERK1    SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE 1 

SERK3    SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE 3 

SERK4    SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE 4 

TBAF    tetra-n-butylamonium fluorid 

t-BuOH   2-methylpropan-2-ol (t-butanol) 

TFPAA    kyselina trifluorperoxyoctová 

THF    tetrahydrofuran 

TsOH    kyselina p-toluensulfonová 

VH1    VASCULAR HIGHWAY 1 
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1 Úvod 
 

Rostlinná říše zahrnuje široké spektrum strukturně rozmanitých sloučenin, které 

působí jako hormony a významně ovlivňují téměř všechny životní funkce rostlin. Mezi tyto 

látky patří brassinosteroidy, polyhydroxylované steroidní sloučeniny. Přestože první práce o 

brassinech, látkách obsažených v pylu řepky, byla publikována již v roce 1970 [1], jejich 

intenzivní výzkum započal až koncem 70. let 20. století, kdy se podařilo z téhož zdroje izolovat 

a následně charakterizovat základní brassinosteroidní hormon – brassinolid [2]. Jak bývá u 

objevů nových sloučenin obvyklé, této problematiky se ujali jak analyticky orientovaní chemici, 

kteří začali vyhledávat příbuzné sloučeniny, tak i organičtí chemici usilující o nalezení 

syntetických přístupů k brassinosteroidům. v počáteční fázi výzkumu tak bylo publikováno 

značné množství prací popisujících nové přírodní brassinosteroidy, syntetické postupy jejich 

přípravy i syntézy nepřírodních analogů. 

Postupem času začala ve výzkumu převládat biologicky orientovaná část. Pozornost se 

soustředila na studium fyziologických účinků brassinosteroidů u rostlin, identifikaci a 

charakterizaci brassinosteroidních receptorů a s nimi souvisejících signálních, transportních a 

biosyntetických drah, stejně jako na vliv brassinosteroidů na genovou expresi [3,4,5]. 

Významnou oblastí výzkumu se rovněž stal tzv. cross-talk brassinosteroidů s dalšími 

rostlinnými hormony [6]. Veškeré tyto chemicky i biologicky orientované studie přitom 

směřovaly k zodpovězení klíčové otázky, zda je možné brassinosteroidy prakticky využít 

v zemědělství. Zatímco chemici se tuto problematiku snažili řešit prostřednictvím syntézy 

levnějších a biologicky účinnějších analogů, biologicky orientovaný výzkum se zaměřoval na 

možnosti úpravy signálních a biosyntetických drah vedoucí ke zvýšení odolnosti rostlin a ke 

zlepšení výnosu [7,8]. 

Přestože je naprostá většina výzkumu brassinosteroidů tradičně zaměřena na 

rostlinnou říši, od počátku 21. století se začíná rozvíjet také studium jejich účinků na živočišné, 

resp. lidské buňky [9]. Tento směr výzkumu vychází mimo jiné z určité strukturní podobnosti 

brassinosteroidů s lidskými steroidními hormony. Předpokládalo se, že by tato podobnost 

mohla vést k interakcím s vybranými buněčnými procesy u živočichů, zejména v oblasti 

regulace buněčného cyklu, proliferace a buněčné smrti. v počátečních fázích výzkumu byla 

proto pozornost zaměřena především na hodnocení cytotoxicity a antiproliferačních účinků 

[10,11]. Výzkum byl následně dále rozšířen například o studium antiangiogenních [12], 

antivirových [13] či neuroprotektivních účinků [14]. v řadě případů brassinosteroidy sloužily 

jako strukturní předloha pro syntézu biologicky aktivnějších analogů. 

Souhrn dosavadních poznatků dokládá, že brassinosteroidy představují významnou 

skupinu biologicky aktivních sloučenin s potenciálem jak pro základní výzkum, tak pro 

praktické aplikace [15]. Zájem o jejich studium přitom dlouhodobě nepolevuje; jen v letech 

2024–2025 bylo podle databáze Web of Science publikováno více než 700 vědeckých prací.   

Tato habilitační práce si klade za cíl ukázat, že chemie zůstává i přes výrazný rozvoj 

biologického výzkumu brassinosteroidů důležitým nástrojem jejich studia. 
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2 Struktura přírodních brassinosteroidů 
 

Jak již bylo zmíněno, brassinosteroidy jsou polyhydroxylované steroidy. Jejich 

základem je tetracyklický 5α-cholestanový skelet substituovaný zejména na kruzích A a B a 

dále na postranním řetězci. Strukturní variabilita přírodních brassinosteroidů je dána 

především počtem, polohou a konfigurací kyslíkatých funkčních skupin, stejně jako typem 

alkylového substituentu v pozici C-24, výjimečně také v pozici C-25. Biologická aktivita 

brassinosteroidů je přitom významně ovlivněna jak typem substituce steroidního skeletu, tak 

konfigurací jednotlivých funkčních skupin [16].  

V závislosti na přítomnosti a typu alkylového substituentu lze brassinosteroidy rozdělit 

do tří skupin podle celkového počtu uhlíků na C27, C28 a C29 brassinosteroidy. První skupina 

zahrnuje 28-norbrassinosteroidy, které nemají v poloze C-24 žádný alkylový substituent. 

Druhá, nejpočetnější skupina, obsahující methylový substituent v poloze C-24, zahrnuje 

biologicky nejaktivnější brassinosteroidy – castasteron a brassinolid (základní řada), dále jejich 

izomery, 24-epibrassinosteroidy a také brassinosteroidy obsahující methylidenovou skupinu 

v poloze C-24, tedy dolichosteron a dolicholid. Poslední skupinu tvoří brassinosteroidy 

s ethylovým substituentem v poloze C-24, označované jako 28-homobrassinosteroidy. 

Základní rozdělení přírodních brassinosteroidů je uvedeno na obrázku 1.  

  

 

 

 

 

 

Obrázek 1: Struktury základních přírodních brassinosteroidů s číslováním skeletu. 
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Kromě skupiny dvanácti aktivních derivátů však existuje rozsáhlá skupina jejich 

biosyntetických prekurzorů [17,18]. Za brassinosteroidy jsou v tomto případě považovány až 

deriváty obsahující minimálně dvě hydroxylové skupiny v pozicích C-3 a C-22. Některé 

prekurzory castasteronu a brassinolidu jsou zobrazeny na obrázku 2. v neposlední řadě byla 

izolována a charakterizována také celá řada biologicky neaktivních metabolitů 

brassinosteroidů, včetně jejich konjugátů, jejichž význam dosud není zcela objasněn (obrázek 

3) [18-21]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V případě metabolitů dochází nejčastěji k hydroxylacím a epimerizacím hydroxylových 

skupin, v menší míře pak také ke štěpení C–C vazeb vedoucímu ke zkracování postranního 

řetězce. Mezi izolovanými konjugáty byly identifikovány jak polární glykosidy, tak nepolární 

estery mastných kyselin. Je však nutné zdůraznit, že tyto metabolity byly převážně izolovány 

v rámci metabolických studií po aplikaci aktivních brassinosteroidů v koncentracích 

převyšujících jejich přirozený obsah v rostlinách. Přítomnost příslušného enzymatického 

aparátu a experimentální důkazy jejich metabolismu nicméně umožňují předpokládat 

existenci také endogenních metabolitů. Jejich detekce však bude pravděpodobně vyžadovat 

vyšší citlivost analytických metod. 

Obrázek 2: Příklady brassinosteroidních prekurzorů. 
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3 Hodnocení biologické aktivity brassinosteroidů 
 

Brassinosteroidy podporují růst a vývojové procesy ve všech rostlinných pletivech a 

orgánech, ovlivňují také klíčení semen a reprodukci rostlin. Na buněčné úrovni regulují 

prodlužování buněk, buněčné dělení a diferenciaci. [22-24]. Brassinosteroidy koordinují a 

integrují různé procesy nezbytné pro růst částečně prostřednictvím interakcí s dalšími 

hormony [6]. Kromě své klíčové role v růstu a vývoji rostlin se také podílejí na mechanismech 

zajišťujících toleranci vůči různým environmentálním stresům, včetně vysokých a nízkých 

teplot, sucha, salinity, poškození herbicidy a napadení patogeny [25-27]. Některé důležité 

aktivity brassinosteroidů jsou uvedeny na obrázku 4.  

Pro studium biologické aktivity brassinosteroidů se využívá zejména jejich vliv na 

buněčné dělení a prodlužování, vliv na růst kořene a také vliv na produkci rostlinného 

hormonu  ethylenu. v následujících podkapitolách jsou popsány čtyři základní biotesty pro 

studium brassinosteroidů a jejich syntetických derivátů, které v naší laboratoři využíváme.   

 

3.1 Rýžový inklinační biotest 
 

Rýžový inklinační test (rice lamina inclination assay) představuje jeden z nejčastěji 

využívaných biotestů pro hodnocení biologické aktivity brassinosteroidů [28]. Princip testu 

vychází ze schopnosti brassinosteroidů stimulovat prodlužovací růst buněk v lamina joint 

oblasti mezi čepelí a pochvou listu mladých rostlin rýže (Oryza sativa). v důsledku tohoto růstu 

Obrázek 3: Příklady struktur brassinosteroidních metabolitů. 
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dochází ke zvětšování úhlu mezi listovou čepelí a stonkem, přičemž velikost vzniklého úhlu 

koreluje s biologickou aktivitou testované látky. Tento test, původně vyvinutý pro hodnocení 

přirozených brassinosteroidů, se stal standardní metodou pro studium biologické aktivity 

syntetických analogů a vztahu mezi strukturou a aktivitou [28,29]. Výhodou rýžového 

inklinačního testu je zejména jeho relativní jednoduchost, citlivost a dobrá 

reprodukovatelnost výsledků. Současně umožňuje porovnávat biologickou aktivitu různých 

derivátů vůči standardům, nejčastěji 24-epibrassinolidu, 24-epicastasteron nebo 

brassinosteroidy 28-homo řady. Test nicméně neposkytuje informace o mechanismu účinku 

sledovaných derivátů a hodnotí především výsledný fyziologický účinek spojený s buněčnou 

elongací. Určité omezení představuje také skutečnost, že biologická aktivita stanovená pomocí 

rýžového inklinačního testu nemusí vždy přímo korelovat s účinky pozorovanými u jiných 

biotestů. I přes tato negativa zůstává rýžový inklinační test důležitým nástrojem pro primární 

hodnocení fytohormonální aktivity brassinosteroidů. 

Standardní protokol dříve používaný v naší laboratoři pro měření rýžového 

inklinačního testu může vypadat následovně [30]. Semena kultivaru rýže Bahia jsou namočena 

do vody a inkubována v růstové komoře při fotoperiodě 8 hodin světla : 16 hodin tmy při 30 °C 

po dobu 2 dnů. Naklíčená semena jsou poté vysazena na povrch 0,5% vodného agarového 

média a inkubována za výše uvedených podmínek po dobu 4 dnů. Vybraným semenáčkům je 

pomocí mikrostříkačky aplikován roztok brassinosteroidu (v 95% ethanolu) na lamina joint 

druhého listu. Ošetřené i neošetřené (kontrolní) semenáčky jsou poté vráceny do růstové 

Obrázek 4: Schéma základních fytohormonálních účinků brassinosteroidů. 
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komory při 30 °C ve tmě na další 2 dny. Následně je měřen vnitřní úhel mezi čepelí druhého 

listu a jeho listovou pochvou za účelem stanovení aktivity testovaných brassinosteroidů 

(obrázek 5). Příslušný laboratorní postup je možné v literatuře nalézt v různých modifikacích a 

s různými kultivary rýže.  

  

 

3.2 Biotest růstu druhého internodia fazolu 
 

Fazolový biotest založený na prodlužování druhého internodia semenáčků (bean 

second internode assay) představuje další často využívanou metodu pro hodnocení biologické 

aktivity brassinosteroidů [31]. Mechanismus tohoto testu je obdobný rýžovému inklinačnímu 

testu, protože biologická odpověď je rovněž založena na schopnosti brassinosteroidů 

ovlivňovat růst rostlinných buněk. v případě fazolového testu je však výsledná reakce výrazně 

závislá na koncentraci aplikovaného brassinosteroidu. Při nízkých koncentracích (cca 10⁻⁹ - 

10⁻¹3 M) převládá stimulace prodlužovacího růstu buněk ve druhém internodiu rostlin fazolu 

obecného (Phaseolus vulgaris) [32], přičemž míra elongace slouží jako ukazatel biologické 

aktivity testovaných látek. Se zvyšující se koncentrací brassinosteroidů se však charakter 

odpovědi mění. Dochází ke stimulaci biosyntézy ethylenu, jehož účinek postupně převládne 

nad přímým růstovým působením brassinosteroidů. Výsledkem je komplexní morfologická 

odpověď připomínající klasickou triple response vyvolanou ethylenem, charakterizovaná 

inhibicí prodlužovacího růstu, radiálním ztloustnutím internodia, jeho zakřivením a 

v některých případech i podélným roztržením pletiva (obrázek 6).  

Jeden z protokolů modifikovaných a využívaných v naší laboratoři je následující [33]. 

Semena fazolu (např. kultivar Pinto) jsou nechána klíčit po dobu 2 dnů. Vybraná naklíčená 

semena se zasadí do květináčů obsahujících perlit a modifikovaný Hoaglandův roztok. 

Květináče jsou následně umístěny do kultivační prostoru s kontrolovanými podmínkami. 

Skupiny 7denních semenáčků s druhými internodii o délce 1-2 mm jsou ošetřeny testovanými 

brassinosteroidy aplikovanými v lanolinu. Kontrolní skupina rostlin se ošetří pouze lanolinem. 

Obrázek 5: Ukázka výsledků rýžového inklinačního testu, A - negativní kontrola B - brassinolid 
(10 nM). Převzato z Ferrer K., 2021 [30]. 
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Délka druhého internodia je stanovena po 5 dnech kultivace a rozdíl mezi ošetřenými a 

kontrolními rostlinami představuje míru biologické aktivity testovaných látek. 

 

 

3.3 Inhibiční test růstu kořene Arabidopsis 
 

Tento test, někdy nazývány jako test citlivosti růstu kořenů, vychází z fyziologického 

účinku brassinosteroidů na růst kořene Arabidopsis thaliana [34,35]. Podobně jako u 

předchozích testů se i v tomto případě biologická aktivita projevuje ovlivněním procesů 

buněčného dělení a prodlužovacího růstu buněk v kořenových pletivech. Zatímco nižší 

koncentrace brassinosteroidů mohou růst kořene stimulovat, při vyšších koncentracích 

dochází k opačnému efektu, tedy k inhibici kořenového růstu. Obdobný koncentračně závislý 

účinek lze pozorovat také u auxinů. Tento jev představuje charakteristickou fyziologickou 

odpověď a tvoří základ využití kořenového testu při hodnocení biologické aktivity těchto 

rostlinných hormonů. Významnou výhodou tohoto testu je jeho vysoká citlivost, která 

umožňuje sledovat účinky brassinosteroidů již při velmi nízkých koncentracích. Test je proto 

často využíván nejen pro hodnocení biologické aktivity nových analogů, ale také při studiu 

mutantů se změněnou citlivostí k brassinosteroidům a při objasňování mechanismů jejich 

signalizace [36]. Na modelu Arabidopsis lze také stanovovat délku hypokotylu či epikotylu. 

v obou případech dochází při vyšší koncentraci brassinosteroidů k inhibici jejich růstu. 

Analogicky je možno provádět tyto experimenty i na jiných rostlinách, např. hrachu (Pisum). 

 

Obrázek 6: Výsledek testu na druhém internodu fazolu po aplikací různých 
koncentrací 24-epibrassinolidu. 



  

15 
 

 

Obrázek 7: Výsledek kořenového biotestu s 24-epibrassinolidem, kořeny nenataženy. 

 

Stručně lze experimentální uspořádání popsat následovně [37]. Semena Arabidopsis 

thaliana L. (ekotyp Columbia, Col-0) jsou po dobu 2 dnů stratifikována při 4 °C a následně 

klíčena na vertikálně orientovaném agarovém médiu obsahujícím poloviční koncentraci 

Murashigeho–Skoogova média doplněného o 1 % (w/v) sacharózy. Rostliny jsou kultivovány 

při konstantní teplotě a za jasně daných podmínek střídání světla a tmy. Kultivační média 

obsahují 24-epibrassinolid jako pozitivní kontrolu (obrázek 7) a testované deriváty 

brassinosteroidů. Po 7 dnech kultivace jsou kořeny narovnány na povrchu pevného média, 

naskenovány pomocí vysokorozlišovacího skeneru a následně je stanovena jejich celková 

délka.  

 

3.4 Stanovení produkce ethylenu 
 

Je již známo, že brassinosteroidy ovlivňují produkci ethylenu v různých rostlinných 

pletivech. Jedním z hlavních mechanismů je stabilizace ACC syntázy, klíčového enzymu 

biosyntézy ethylenu [38]. Účinek brassinosteroidů na tvorbu ethylenu však závisí na jejich 

koncentraci – nízké koncentrace mohou produkci ethylenu potlačovat, zatímco vyšší 

koncentrace ji výrazně zvyšují. Tento proces souvisí s působením transkripčních faktorů BES1 

a BZR1, které regulují expresi genů pro ACC syntázu [39]. Za fyziologických podmínek BR 

biosyntézu ethylenu tlumí, zatímco při vyšších koncentracích společně s auxiny podporují jeho 

tvorbu. z tohoto důvodu představuje měření produkce ethylenu vhodnou metodu pro 

hodnocení biologické aktivity nových brassinosteroidů a jejich analogů. Ve srovnání 

s klasickými BR bioesejemi, jako je test druhého internodia fazole, rýžový inklinační test nebo 

inhibiční test na kořenech Arabidopsis, poskytuje tato metoda nejen informaci o fenotypové 

odpovědi rostliny, ale také umožňuje propojit pozorovaný účinek s molekulárními 

mechanismy BR signalizace [40]. 

 Běžný protokol pro stanovení produkce ethylenu v naší laboratoři [40] spočívá v tom, 

že semenáčky hrachu ošetřené testovanými brassinosteroidy (BR) jsou umístěny na 24 hodin 

ve tmě do uzavřené skleněné nádoby. Následně je odebrán vzorek plynu z prostoru nad 

rostlinami a analyzován pomocí plynové chromatografie s plamenoionizační detekcí (GC-FID). 

Alternativně lze obsah ethylenu stanovit také pomocí fotoakustického detektoru ethylenu, 

například přístrojem ETD-300.  
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4 Chemické přístupy ke studiu brassinosteroidů 
 

Zatímco struktura přírodních brassinosteroidů podléhá poměrně přesně definovaným 

pravidlům vycházejícím z dosud izolovaných sloučenin [15], u syntetických derivátů je 

zpravidla nutné zachovat pouze určitou strukturní podobnost s přírodními brassinosteroidy. 

Vždy však záleží na účelu, pro který jsou dané deriváty připravovány. v případě vývoje nových 

analogů a testování jejich biologické aktivity může být strukturní podobnost s přírodními 

brassinosteroidy výrazně menší než v případech, kdy jsou syntetické deriváty využívány 

k získávání nových poznatků o přírodních brassinosteroidech. Mezi syntetické deriváty lze 

zařadit také izotopicky značené sloučeniny, např. deuterované brassinosteroidy pro analytické 

experimenty [41].  

 

4.1 Syntetické analogy brassinosteroidů a jejich fytohormonální aktivita 
 

Hledání nových analogů s cílem získat vyšší fytohormonální aktivitu provází výzkum 

brassinosteroidů již od určení jejich struktury na konci 70. let minulého století. Vzhledem 

k jejich chemické struktuře byly modifikace směřovány především na postranní řetězec a 

v menší míře také na kruhy A a B. Takto připravené analogy byly následně testovány pomocí 

rostlinných biotestů, zejména z hlediska jejich prorůstových účinků a uplatnění v zemědělství. 

v menší míře byly připravovány také deriváty určené k inhibici brassinosteroidních receptorů. 

s ohledem na rozsah těchto strukturních modifikací budou v této kapitole představeny pouze 

vybrané sloučeniny připravené v Laboratoři růstových regulátorů, na jejichž syntéze jsem se 

podílel já nebo moji studenti. 

 

4.1.1 Modifikace na postranním řetězci 
 

Modifikace postranního řetězce představují nejrozsáhlejší oblast strukturních úprav 

brassinosteroidů, jelikož právě tato část molekuly významně ovlivňuje jejich biologickou 

aktivitu a současně poskytuje široké možnosti chemických modifikací. Pozornost byla 

věnována zejména konfiguraci chirálních center postranního řetězce, přítomnosti různých 

kyslíkatých funkčních skupin v pozicích C-22 a C-23 a také inkorporaci dalších funkčních skupin 

či heteroatomů [42-49]. Vedle jednodušších modifikací byly připravovány také deriváty se 

zkráceným, prodlouženým, zcela odstraněným či nově vystavěným postranním řetězcem 

s cílem objasnit vztah mezi strukturou a fytohormonální aktivitou [50-54]. Bylo prokázáno, že 

i relativně malé změny v uspořádání postranního řetězce mohou vést k výrazným změnám 

biologické aktivity.  
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Z chemického hlediska lze při přípravě derivátů s modifikovaným postranním řetězcem 

uplatnit dva přístupy. První, relativně jednodušší, přístup spočívá ve využití již existujícího 

postranního řetězce výchozího steroidu a chemických úpravách omezených pouze na kruhy A 

a B. Výhodou tohoto postupu je především snadná dostupnost řady přírodních steroidních 

prekurzorů a menší syntetická náročnost. Tímto způsobem byla připravena brassinosteroidní 

analoga odvozená od různých steroidních skeletů, například androstanového [50,52,53], 

pregnanového [51], cholestanového [55] či spirostanového [56]. Druhý přístup zahrnuje 

vybudování nového postranního řetězce, což je vhodné zejména pro přípravu steroidů 

s atypickými postranními řetězci, například obsahujícími aromatický kruh, heterocyklus nebo 

inkorporovaný heteroatom (obrázek 8) [47,57-59]. Tento přístup umožňuje cíleně měnit 

strukturní vlastnosti molekuly a současně poskytuje širší možnosti studia vztahu mezi 

strukturou a biologickou aktivitou. 

 

Na uvedený koncept navazovaly i naše práce zaměřené na přípravu nových 

brassinosteroidních analogů s aromaticky modifikovaným postranním řetězcem [58,59]. 

Hlavním cílem bylo ověřit, jak zavedení fenylové skupiny a jejích substituentů ovlivní 

prostorové uspořádání molekuly, její interakci s receptorem BRI1 a následně biologickou 

aktivitu připravených látek. Návrh těchto sloučenin vycházel ze znalostí krystalových struktur 

receptoru BRI1 a předpokladu, že hydrofobní aromatická skupina může vhodně interagovat 

s nepolární oblastí vazebného místa receptoru. Tyto práce tak představují racionální přístup 

k návrhu nových brassinosteroidních analogů založený na propojení strukturních poznatků, 

molekulárního modelování a experimentálního ověření biologické aktivity. 

V první sérii našich prací byla připravena nová skupina analogů obsahujících para-

substituovanou fenylovou skupinu v postranním řetězci. Pro syntézu těchto derivátů byla 

Obrázek 8: Příklady syntetických brassinosteroidů s různými postranními řetězci. 
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využita Hornerova–Wadsworthova–Emmonsova (HWE) reakce, která umožnila cílené 

vybudování nového postranního řetězce a zavedení různých aromatických substituentů [58]. 

Následné transformační kroky zahrnovaly Sharplessovu asymetrickou dihydroxylaci a 

Baeyerovu–Villigerovu oxidaci vedoucí k přípravě dvou typů derivátů – 6-keto sloučenin 

a odpovídajících B-laktonů (schéma 1). Tento přístup umožnil sledovat vliv i obou modifikací 

B-kruhu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na tuto studii následně navázala další práce, která rozšířila rozsah připravovaných 

aromatických derivátů a současně využila odlišnou syntetickou strategii založenou na 

alkenové zkřížené metatezi neboli cross-metatezi (schéma 2) [59]. Tato metoda představovala 

efektivní alternativu k předchozímu přístupu a umožnila konstrukci nových postranních 

řetězců reakcí steroidního dienového prekurzoru s komerčně dostupnými substituovanými 

styreny (tabulka 1). Výhodou této metodiky byla zejména syntetická flexibilita a možnost 

připravit širší spektrum derivátů lišících se nejen povahou substituentu, ale také jeho polohou 

Schéma 1: Syntéza fenyl analogů pomocí HWE reakce: (a) benzyltrifenylfosfonium bromid nebo diethyl 
arylphosphonát, n-BuLi/THF; (b) 5% HCl/THF; (c) OsO4, CH3SO2NH2, K3[Fe(CN)6], K3CO2, DHQD CLB/t-BuOH, 
H2O; (d) Ac2O/pyridin; (e) trifluorperoxyoctová kyselina/CH2Cl2; (f) NaOH/THF, H2O. Převzato a upraveno dle 
Kvasnica M., 2016 [58]. 
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na aromatickém jádře. Tím se podařilo významně rozšířit soubor studovaných sloučenin a 

podrobněji analyzovat vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou. v rámci této práce byly 

připraveny jen 6-keto deriváty.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 2: Syntéza fenylových analogů pomocí cross-metateze. 

Tabulka 1: Seznam fenyl derivátů připravených metatezí podle 
schématu 2 s uvedením výtěžků. (na – sloučenina neizolována) 
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Biologické hodnocení připravených látek společně s molekulárním modelováním 

ukázalo, že charakter a prostorové uspořádání substituentů v aromatickém postranním řetězci 

významně ovlivňují interakce s receptorem BRI1 a následnou biologickou odpověď. Primární 

biologická aktivita byla provedena pomocí standardních rostlinných bioesejí, zejména 

inhibičního testu na etiolovaných hrachových rostlinách a testů citlivosti kořenů a hypokotylů 

modelové rostliny Arabidopsis thaliana. Měřena byla také produkce ethylenu (obrázek 9). Tyto 

experimenty umožnily porovnat účinky jednotlivých derivátů s přirozenými brassinosteroidy a 

identifikovat nejaktivnější sloučeniny. Některé z připravených analogů vykazovaly biologickou 

aktivitu srovnatelnou nebo dokonce vyšší než přirozený brassinolid. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 9: Grafy znázorňující účinek fenylových analogů připravených pomocí HWE reakce na délku 
epikotylu Arabidopsis thaliana (A) a produkci ethylenu (B). Převzato z Kvasnica M., 2016 [58]. 
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U nejaktivnějších derivátů však hodnocení nebylo omezeno pouze na fenotypové 

projevy pozorované v základních bioesejích. Za účelem ověření, zda připravené sloučeniny 

skutečně ovlivňují brassinosteroidní signální dráhu na molekulární úrovni, byly provedeny také 

experimenty sledující aktivaci intracelulární signalizace. k tomu byla využita Western blot 

analýza transkripčního faktoru BES1, který představuje jeden z klíčových regulačních prvků 

brassinosteroidní signalizační dráhy [60]. Bylo sledováno relativní zastoupení fosforylované a 

defosforylované formy proteinu BES1, přičemž aktivace signalizační dráhy vede k akumulaci 

jeho aktivní defosforylované formy (obrázek 10). U nejaktivnějších látek, tj. čistý fenyl analog 

brassinolidu a castasteronu a p-fluorfenyl analog castasteronu, bylo prokázáno zvýšení podílu 

defosforylovaného BES1, což poskytlo přímý důkaz, že pozorované fenotypové změny nejsou 

pouze sekundárním účinkem, ale souvisejí s aktivací vlastní brassinosteroidní signalizační 

kaskády. Toto zjištění významně rozšířilo interpretaci biologických výsledků a umožnilo hlubší 

mechanistické pochopení účinku připravených analogů.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V další části výzkumu byla pozornost zaměřena na analogy brassinosteroidů obsahující 

dusík v postranním řetězci [37]. Na rozdíl od dříve studovaných fenylových derivátů byly 

připraveny série látek nesoucí amidové, aminové a amoniové funkční skupiny, a to jak 

v krátkém, tak dlouhém postranním řetězci. Syntéza vycházela z běžných steroidních 

Obrázek 10: (A) Imunoblotová analýza proteinu BES1 u semenáčků Arabidopsis thaliana znázorňující 
defosforylaci BES1 po ošetření brassinosteroidy. (B) Graf podílu defosforylovaného BES1 z celkového 
množství BES1 v Arabidopsis (2 biologické replikáty, S.E.M.). Převzato z Kvasnica M., 2016 [58]. 
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prekurzorů a zahrnovala vícestupňové transformace vedoucí k dusíkatým derivátům (schéma 

3). Součástí studie bylo také molekulární modelování pomocí dockingu, které umožnilo 

odhadnout možné uspořádání připravených derivátů ve vazebné kapse receptoru BRI1 a jejich 

předpokládanou vazebnou energii. 

 Biologická aktivita byla následně hodnocena pomocí testu citlivosti růstu kořenů u 

Arabidopsis thaliana. Přestože některé deriváty vykazovaly v in silico srovnatelné vazebné 

energie jako brassinolid, experimentální výsledky tuto predikci nepotvrdily a dusíkaté analogy 

vykazovaly pouze slabou nebo žádnou inhibiční aktivitu. U několika látek byl při nízkých 

koncentracích pozorován mírný stimulační účinek na prodlužování kořenů, avšak celkově byla 

jejich aktivita výrazně nižší než u přirozených brassinosteroidů. Výsledky tak ukázaly, že 

samotný docking není pro odhad biologické aktivity brassinosteroidních analogů dostačující, 

protože výsledný účinek nezávisí pouze na předpokládané afinitě k receptoru, ale také na 

schopnosti látky pronikat a transportovat se v rostlinných pletivech až k místu působení. 

Současně se ukázalo, že zatímco přítomnost nepolárních aromatických substituentů může 

biologickou aktivitu podporovat, zavedení polárnějších funkčních skupin, jako jsou aminy, 

amidy nebo amoniové soli, je z hlediska biologického účinku méně příznivé. 

 

Jako významný příspěvek k pochopení vztahů mezi strukturou a biologickou aktivitou 

postranního řetězce lze uvést také práci Wendeborna a kol. [47], kteří provedli systematické 

srovnání široké série známých i nových analogů brassinosteroidů s různě modifikovaným C-17 

postranním řetězcem. Na základě krystalografických dat receptorového komplexu BRI1–

Schéma 3: Syntéza dusíkatých analogů s delším postranním řetězcem: (i) KOH, MeOH, H2O, reflux, pak HCl; 
(ii) amin, HOBt, EDC, DMF, 40 °C; (iii) HCl, THF, H2O, 45 °C, pak NaHCO3; (iv) LiAlH4, dioxan, reflux; (v) HCl, 
THF, H2O, 45 °C.  
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SERK1 autoři předpokládali, že tato část molekuly poskytuje větší prostor pro strukturní 

variace než samotné steroidní jádro. Experimentálně bylo potvrzeno, že malé substituenty, 

jako například cyklopropylová skupina, vedou ke ztrátě biologické aktivity, pravděpodobně 

v důsledku nedostatečných hydrofobních interakcí s vazebnou kapsou receptoru. Naproti 

tomu některé heteroaromatické deriváty, zejména thiofenové analogy, vykazovaly 

významnou biologickou aktivitu, zatímco polárnější oxazolové deriváty byly prakticky 

neaktivní.  

Nejzajímavější výsledky byly získány opět u aromaticky substituovaných derivátů. 

Fenylové analogy a jejich para-halogenované deriváty si zachovaly vysokou biologickou 

aktivitu, která byla v některých případech srovnatelná s přirozenými brassinosteroidy. Naopak 

zavedení polárních karboxylových skupin do aromatického jádra vedlo k výraznému poklesu 

nebo úplné ztrátě aktivity. Obdobně se negativně projevil také příliš velký objem substituentu, 

jak ukázaly naftylové deriváty. Tyto výsledky potvrdily, že biologická aktivita je v této části 

molekuly úzce spojena se zachováním vhodných hydrofobních interakcí a optimálních 

sterických parametrů.  

Výsledky publikované Wendebornem a kol. [47] dále podporují závěry vyplývající 

z našich studií aromaticky modifikovaných brassinosteroidů, zejména pokud jde o schopnost 

aromatických substituentů zachovat vysokou biologickou aktivitu při modifikaci postranního 

řetězce. v obou případech se ukázalo, že receptor BRI1 toleruje nahrazení přirozeného 

alkylového zakončení postranního řetězce aromatickými substituenty, což je v souladu 

s existencí volného prostoru v hydrofobní části vazebné kapsy receptoru. Současně však obě 

studie naznačily existenci sterických limitů, protože příliš objemné substituenty vedly ke 

snížení biologické aktivity. Přestože ve Wendebornově práci vykazoval p-chlorfenylový derivát 

mírně vyšší aktivitu než odpovídající p-fluorfenylový analog, zatímco v našem souboru látek 

byl trend opačný, nelze tento rozdíl považovat za obecný strukturně-aktivitní vztah. v obou 

studiích totiž mezi nejaktivnější deriváty patřil nesubstituovaný fenylový analog, což 

naznačuje, že rozhodující je především přítomnost aromatického systému schopného vhodně 

vyplnit hydrofobní oblast vazebné kapsy receptoru. Pozorované rozdíly mohou navíc souviset 

s odlišnou strukturou hodnocených analogů i použitými biologickými testy, které sledovaly 

různé aspekty brassinosteroidní odpovědi – od elongačního účinku až po aktivaci vlastní 

signalizační dráhy prostřednictvím BES1. Současně je však třeba zdůraznit, že aromatická 

modifikace postranního řetězce nevedla k jednoznačnému překonání biologické aktivity 

přirozených brassinosteroidů, zejména brassinolidu a castasteronu.  

 

4.1.2 Modifikace na steroidních kruzích  
 

Vedle rozsáhlých studií zaměřených na modifikace postranního řetězce byla pozornost 

věnována také změnám ve steroidním jádře [61-68]. Modifikace A a B kruhu představují další 

významný nástroj pro studium vztahu mezi chemickou strukturou brassinosteroidů a jejich 

biologickou aktivitou. v již zmiňované práci Wendeborna a kol. [47] byly kromě změn 

v postranním řetězci systematicky hodnoceny také změny v oblasti A- a B-kruhu steroidního 
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skeletu. Získané výsledky poskytly podrobnější pohled na význam jednotlivých funkčních 

skupin steroidního jádra pro biologickou aktivitu brassinosteroidů a jejich interakce 

s receptorovým komplexem BRI1–SERK1. Největší pozornost byla věnována hydroxylovým 

skupinám v polohách C-2 a C-3, které patří mezi charakteristické strukturní prvky biologicky 

aktivních brassinosteroidů. Systematické srovnání připravených analogů ukázalo, že 

odstranění obou hydroxylových skupin vedlo prakticky k úplné ztrátě biologické aktivity, což 

potvrdilo jejich zásadní význam pro rozpoznání ligandu receptorem. Zajímavé výsledky však 

přineslo hodnocení derivátů obsahujících pouze jednu z těchto hydroxylových skupin. Zatímco 

analog nesoucí pouze hydroxyl v poloze C-3 vykazoval pouze střední biologickou aktivitu, 

derivát obsahující výhradně hydroxylovou skupinu v poloze C-2 si zachoval překvapivě 

vysokou účinnost [47]. Tento výsledek byl v souladu s krystalovou strukturou receptorového 

komplexu, která ukázala, že hydroxylová skupina v poloze C-2 vytváří přímé interakce 

s koreceptorem SERK1 a významně přispívá ke stabilizaci aktivního receptorového komplexu. 

Naopak methylace hydroxylových skupin nebo jejich náhrada objemnějšími substituenty vedly 

k výraznému snížení biologické aktivity. Významnou část studie představovaly také modifikace 

B-kruhu. Autoři zkoumali zejména vliv fluorace v poloze C-5 a methylace v poloze C-7, tedy 

změn, které zachovávají základní uspořádání steroidního skeletu, avšak mění jeho elektronové 

a sterické vlastnosti. Fluorované deriváty vykazovaly ve srovnání s odpovídajícími 

nefluorovanými analogy nižší biologickou aktivitu. Podobně byla aktivita snížena také u 

derivátů nesoucích methylovou skupinu v poloze C-7, přičemž rozsah tohoto poklesu závisel 

na struktuře konkrétního analogu. 

Výsledky tak ukázaly, že i relativně malé změny v oblasti B-kruhu mohou významně 

ovlivnit biologické vlastnosti brassinosteroidů. Soubor získaných dat dále rozšířil poznatky o 

vztazích mezi strukturou a biologickou aktivitou brassinosteroidů. Zatímco výsledky 

diskutované v předchozí kapitole ukázaly, že vysokou biologickou aktivitu lze v některých 

případech zachovat i po rozsáhlejších modifikacích postranního řetězce, studie změn v oblasti 

A- a B-kruhu potvrdila mimořádný význam správného uspořádání funkčních skupin 

steroidního jádra pro biologické působení těchto rostlinných hormonů. 

Na poznatky získané studiem modifikací hydroxylových skupin na A-kruhu navázala 

naše práce zaměřená na přípravu 2,3-seco analogů brassinosteroidů [69]. Základní myšlenkou 

bylo ověřit, zda je pro biologickou aktivitu rozhodující samotná přítomnost hydroxylových 

skupin v polohách C-2 a C-3, nebo zda je nezbytné také jejich přesné prostorové uspořádání 

dané rigidní strukturou A-kruhu. Rozštěpením vazby mezi atomy C-2 a C-3 měl vzniknout 

flexibilnější systém, ve kterém by se obě hydroxylové skupiny mohly orientovat nezávisleji než 

u přirozených brassinosteroidů. v průběhu syntetických studií se však ukázalo, že otevření A-

kruhu významně ovlivňuje chemické vlastnosti připravovaných sloučenin. Pokusy o přípravu 

odpovídajících 2,3-seco-2,3-dihydroxy-6-ketonů opakovaně vedly k intramolekulárním 

cyklizačním reakcím a vzniku termodynamicky stabilnějších produktů. U cholestanové řady 

byly pozorovány přeměny vedoucí nejprve ke vzniku cyklického enoletheru 5a a následně 

intramolekulárního ketalu obsahujícího nově vytvořené pěti- a šestičlenné kruhy 5b (schéma 

4). Obdobné chování bylo zaznamenáno také u stigmastanových analogů, přičemž pouze 
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v případě 2,3-seco-28-homocastasteronu se podařilo izolovat odpovídající dihydroxyketon, a 

to pouze v omezeném výtěžku a čistotě. Ani příprava B-laktonových analogů nevedla 

k úplnému odstranění těchto komplikací. U některých derivátů byly pozorovány další 

intramolekulární přeměny vedoucí ke vzniku strukturálně odlišných laktonů, které byly zřejmě 

termodynamicky stabilnější než původně očekávané produkty, viz derivát 6 (schéma 4). Tyto 

výsledky ukázaly, že rozštěpení A-kruhu vytváří předpoklady pro vznik nových 

intramolekulárních interakcí a výrazně ovlivňuje stabilitu vznikajících struktur.  

 Biologické hodnocení připravených seco derivátů neprokázalo očekávané zachování 

biologické aktivity vyplývající z větší konformační volnosti hydroxylových skupin. Interpretace 

těchto výsledků však není jednoznačná, protože syntetické studie současně odhalily výraznou 

tendenci otevřených 2,3-seco struktur k intramolekulární cyklizaci. Nelze proto vyloučit, že 

k obdobným přeměnám docházelo alespoň částečně i během biologických experimentů a že 

pozorovaná aktivita nebo její absence byla ovlivněna přítomností cyklických produktů 

vznikajících z původně zamýšlených seco derivátů. Získané výsledky tak neumožňují 

jednoznačně posoudit vliv samotné flexibility hydroxylových skupin na biologickou aktivitu 

brassinosteroidů. Současně však ukázaly, že zachování integrity A-kruhu je důležité nejen 

z hlediska biologické funkce, ale také z pohledu chemické stability molekuly.  

Schéma 4: Syntéza 2,3-secocholestanových derivátů: (i) (CH2OH)2, TsOH, PhMe, reflux; (ii) OsO4, NMO, THF, 
aceton; (iii) NaIO4, silikagel, CH2Cl2; (iv) LiAlH4, THF, reflux; (v) HCl, THF, H2O, 40 °C; (vi) Ac2O, pyridin; (vii) 
CF3CO3H, CH2Cl2; (viii) MeONa, MeOH, THF.  
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Studium biologické aktivity syntetických analogů významně rozšířilo poznatky o 

vztazích mezi strukturou a účinkem brassinosteroidů. Získané výsledky současně ukázaly, že 

samotné hodnocení fytohormonální aktivity neumožňuje vždy jednoznačně vysvětlit 

molekulární podstatu pozorovaných rozdílů mezi jednotlivými deriváty. Pro hlubší pochopení 

těchto vztahů je proto nezbytné zohlednit také jejich interakce s brassinosteroidními 

receptory. 

 

4.2 Chemická biologie brassinosteroidních receptorů 
 

4.2.1 Brassinosteroidní receptorové kinázy 
 

Brassinosteroidní receptor BRI1 (BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1) představuje 

důležitý prvek brassinosteroidní signalizace a jeden z nejlépe charakterizovaných receptorů 

rostlinných hormonů [70,71]. Jeho identifikace poskytla první důkaz, že percepce steroidních 

hormonů u rostlin probíhá prostřednictvím membránově lokalizovaných receptorových kináz 

[72-74]. BRI1 náleží do rozsáhlé rodiny leucinem bohatých receptor-like kináz (LRR-RLK) a je 

tvořen extracelulární doménou obsahující na leucin bohaté repetice, jednou 

transmembránovou oblastí a intracelulární serin/threoninovou kinázovou doménou. 

Charakteristickým strukturním prvkem receptoru je přítomnost tzv. ostrovní (island) domény 

vložené mezi repetice extracelulární části, která společně s LRR doménou vytváří vazebnou 

kapsu pro brassinosteroidní ligandy. 

Pozdější studie odhalily existenci dalších členů receptorové rodiny BRI1, označovaných 

jako BRL1, BRL2 a BRL3 (BRI1-LIKE 1–3) [75]. Receptory BRL1 a BRL3 vykazují vysokou 

sekvenční i strukturní podobnost s BRI1 a jsou exprimovány převážně ve vaskulárních 

pletivech. Strukturální analýzy ukázaly, že jejich vazebné kapsy jsou téměř identické 

s receptorem BRI1, což se odráží také v podobném spektru vázaných brassinosteroidních 

ligandů [75,76]. Funkční studie navíc prokázaly, že oba receptory jsou za určitých podmínek 

schopny částečně komplementovat defekty vznikající při narušení funkce BRI1, což svědčí o 

značné míře funkční redundance v rámci této receptorové rodiny [75,76]. 

Odlišné postavení zaujímá receptor BRL2, známý rovněž pod označením VASCULAR 

HIGHWAY 1 (VH1) [75]. Přestože byl dlouhou dobu považován za receptor bez přímé účasti na 

percepci brassinosteroidů, recentní strukturní a biochemické studie prokázaly přítomnost 

zachovalé steroid-vazebné kapsy schopné interagovat s vybranými brassinosteroidy [77]. Ve 

srovnání s BRI1, BRL1 a BRL3 však vykazuje nižší afinitu k testovaným ligandům a jeho 

fyziologická funkce zůstává předmětem dalšího výzkumu. Současné poznatky naznačují, že 

evoluční diverzifikace receptorové rodiny není spojena pouze se změnami ligandové 

specificity, ale také s odlišnou tkáňovou expresí a regulací následných signalizačních procesů. 

Klíčovým krokem aktivace brassinosteroidní signalizace je vytvoření receptorového 

komplexu zahrnujícího kromě receptoru také koreceptor ze skupiny SOMATIC 

EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE (SERK), zejména SERK1 a SERK3/BAK1 [78-80]. Vazba 

brassinosteroidu do extracelulární kapsy receptoru umožňuje asociaci obou proteinů a vznik 
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aktivního komplexu receptor–ligand–koreceptor. Brassinosteroid zde funguje jako tzv. 

„molekulární lepidlo“ stabilizující interakci mezi oběma receptory (obrázek 11). Následná 

trans-fosforylace intracelulárních kinázových domén vede k aktivaci signalizační kaskády 

zakončené transkripčními faktory BES1 a BZR1, které představují hlavní prvky 

brassinosteroidní odpovědi. 

 

 

4.2.2 Brassinosteroidní signální dráha 
 

Vazba brassinosteroidu na receptorový komplex představuje pouze počáteční krok 

rozsáhlé signální kaskády, která převádí extracelulární signál na změny genové exprese 

v buněčném jádře. Bez přítomnosti brassinosteroidů je receptor BRI1 udržován v neaktivním 

stavu prostřednictvím proteinu BKI1 (BRI1 KINASE INHIBITOR 1), který se váže na jeho 

cytoplazmatickou doménu a omezuje aktivaci receptorového komplexu [81]. Po navázání 

brassinosteroidu dochází k fosforylaci BKI1 receptorem BRI1 a jeho disociaci od plazmatické 

membrány a samotného receptoru. Fosforylovaný BKI1 následně interaguje s proteiny rodiny 

14-3-3, čímž přispívá k efektivní aktivaci brassinosteroidní signalizační dráhy. Aktivovaný 

receptorový komplex současně fosforyluje časné cytoplazmatické komponenty signalizace, 

mezi které patří především receptor-like cytoplazmatické kinázy BSK1 (BR-SIGNALING 

KINASE 1) [82] a CDG1 (CONSTITUTIVE DIFFERENTIAL GROWTH 1) [83]. Zatímco BSK1 

interaguje s fosfatázou BSU1 (BRI1 SUPPRESSOR 1), CDG1 ji přímo fosforyluje a podporuje její 

aktivaci [84].  

Klíčovým regulačním uzlem celé signalizační dráhy je serin/threoninová kináza BIN2 

(BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 2), která v nepřítomnosti brassinosteroidů funguje jako 

hlavní negativní regulátor odpovědi na tyto fytohormony [85]. Aktivní BIN2 fosforyluje 

transkripční regulátory BES1 (BRI1-EMS-SUPPRESSOR 1) [60,86] a BZR1 (BRASSINAZOLE 

Obrázek 11: Receptor BRI1 (modrozelená) s navázaným brassinolidem a následná tvorba receptorového 
komplexu BRI1–SERK1 (oranžová). Vytvořeno dle Santiago J. et al., 2013 [78]. 
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RESISTANT 1) [87,88], čímž omezuje jejich schopnost regulovat expresi cílových genů. 

Fosforylované formy BES1 a BZR1 navíc interagují s proteiny rodiny 14-3-3, které podporují 

jejich retenci v cytoplazmě nebo export z jádra [89]. Tím je zabráněno aktivaci 

brassinosteroidy regulovaných genů a signalizační dráha zůstává utlumená. 

Aktivace receptorového komplexu postupně vede k odstranění represivního vlivu 

BIN2. Podle klasického modelu brassinosteroidní signalizace se na tomto procesu podílí 

fosfatáza BSU1, která defosforyluje tyrosinový zbytek Tyr200 v molekule BIN2 [90]. Tento krok 

je spojován se snížením aktivity kinázy a současně umožňuje interakci BIN2 s E3 ubikvitin 

ligázou KIB1 (KINK SUPPRESSED IN BZR1-1D). KIB1 následně zprostředkovává polyubikvitinaci 

BIN2 a její degradaci prostřednictvím 26S proteazomu, což vede k dalšímu omezení 

represivního působení této kinázy [91]. Přestože je role KIB1 v degradaci BIN2 dobře 

experimentálně podložena, přesný význam defosforylace Tyr200 pro regulaci aktivity BIN2 

zůstává předmětem výzkumu. 

Potlačení aktivity BIN2 posouvá rovnováhu ve prospěch defosforylovaných forem 

transkripčních regulátorů BES1 a BZR1. Na jejich aktivaci se podílí protein fosfatáza PP2A 

(PROTEIN PHOSPHATASE 2A), která oba proteiny přímo defosforyluje [92]. Defosforylované 

formy BES1 a BZR1 ztrácejí schopnost vázat proteiny 14-3-3, akumulují se v buněčném jádře a 

regulují expresi velkého počtu brassinosteroidy responzivních genů. Výsledkem je aktivace 

fyziologických procesů spojených s elongací buněk, diferenciací pletiv, vývojem cévních 

svazků, reprodukčním vývojem a dalšími růstovými odpověďmi rostlin na brassinosteroidy. 

Přestože základní uspořádání brassinosteroidní signalizační dráhy je dnes dobře 

popsáno, některé její části zůstávají předmětem intenzivního výzkumu. Zejména není dosud 

zcela objasněn přesný mechanismus, kterým fosfatáza BSU1 reguluje aktivitu BIN2, ani 

význam jednotlivých kroků navrženého modelu zahrnujícího defosforylaci Tyr200 a následnou 

degradaci BIN2 zprostředkovanou ligázou KIB1. Určité nejasnosti přetrvávají rovněž v případě 

proteinu BSK1, jehož přesná molekulární funkce v přenosu signálu od receptorového 

komplexu k downstream komponentám nebyla dosud plně objasněna. Naproti tomu role 

CDG1 jako kinázy fosforylující BSU1, stejně jako funkce BIN2, PP2A a transkripčních regulátorů 

BES1/BZR1 patří mezi nejlépe experimentálně podložené části celé brassinosteroidní 

signalizační dráhy. Zjednodušené schéma celé dráhy je na obrázku 12.  
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Obrázek 12: Zjednodušené schéma brassinosteroidní signální dráhy (popis viz text). Schéma navrženo ChatGPT a upraveno autorem. 
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4.2.3 Vliv struktury brassinosteroidů na afinitu k receptoru BRI1 
 

Přestože je brassinolid tradičně považován za hlavní ligand receptoru BRI1, rostliny 

obsahují celou řadu dalších brassinosteroidů, které se od sebe liší strukturou steroidního jádra 

i postranního řetězce. Teprve systematická studie zaměřená na vazbu jednotlivých 

brassinosteroidů k receptoru BRI1 umožnila podrobněji určit, které strukturní prvky molekuly 

jsou pro vysokou afinitu k receptoru skutečně důležité [77]. v rámci této studii jsme ve 

spolupráci s týmem profesora Michaela Hothorna z Univerzity v Ženevě zjistili, že receptor 

BRI1 je schopen vázat poměrně široké spektrum přirozených brassinosteroidů a že jeho 

ligandová specificita je méně striktní, než se původně předpokládalo. Pomocí metody GCI 

(Grating-Coupled Interferometry) [93-94] jsme stanovili rovnovážné disociační konstanty (Kd) 

komplexů receptoru BRI1 s jednotlivými ligandy (obrázek 13). Hodnota této konstanty 

vyjadřuje afinitu ligandu k receptoru, přičemž nižší hodnota Kd odpovídá vyšší afinitě. 

z naměřených hodnot vyplynulo, že ze všech testovaných brassinosteroidů vykazoval nejvyšší 

afinitu k BRI1 receptoru 2-deoxybrassinolid, jehož rovnovážná disociační konstanta byla 

přibližně dvakrát nižší než v případě přirozeného ligandu brassinolidu. Příprava mnou 

připravených testovaných analogů je znázorněna ve schématech 5 a 6.  

 
Obrázek 13: Struktura brassinosteroidů a jejich rovnovážná disociační konstanta s receptorem BRI1. Seřazeno 
od nejnižší afinity (červená) k nejvyšší (modrá). Ve struktuře znázorněny rozdíly proti struktuře brassinolidu, 
červená – změna snižuje afinitu, modrá – změna má malý vliv. Kinetika vazby ligandů byla analyzována 
metodou GCI. Převzato z Caregato A. et al., 2026 [77].  

 

Nejvýznamnější vliv na afinitu k receptoru má struktura postranního řetězce. Klíčovou 

roli hraje především hydroxylová skupina na uhlíku C23, jejíž odstranění vede k výraznému 
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poklesu afinity. Strukturní analýzy ukázaly, že právě tato hydroxylová skupina vytváří silnou 

vodíkovou vazbu s island doménou receptoru a podílí se na stabilizaci receptor–ligandového 

komplexu. Naproti tomu hydroxylová skupina na uhlíku C22 se jeví jako méně důležitá, protože 

její absence snižuje afinitu pouze částečně (obrázek 14). Významná je rovněž stereochemie na 

uhlíku C24. Epimery brassinolidu a castasteronu nesoucí opačnou konfiguraci v této pozici se 

vážou podstatně hůře než přirozené ligandy. Podobný účinek byl pozorován také u C29 

brassinosteroidů s prodlouženým postranním řetězcem, což naznačuje, že receptor citlivě 

reaguje nejen na konfiguraci, ale i na velikost této části molekuly. 

 
Obrázek 14: Interakce brassinolidu s receptorem BRI1. Převzato z Caregato A. et al., 2026 [77]. 

 

Naopak změny ve steroidním jádře ovlivňují vazbu k receptoru výrazně méně. Bylo 

například zjištěno, že přítomnost sedmičlenného laktonu v B-kruhu není pro vazbu nezbytná, 

protože brassinolid a castasteron vykazují srovnatelnou afinitu. Podobně je receptorem dobře 

tolerována absence ketoskupiny na uhlíku C6 i některých hydroxylových skupin na A-kruhu. 

Vysokou afinitu si tak zachovávají i některé biosyntetické intermediáty, například typhasterol 

nebo 6-deoxycastasteron. Tyto výsledky naznačují, že z hlediska samotného rozpoznání 

ligandu hraje steroidní skelet spíše podpůrnou úlohu.  

Souhrnně lze říci, že afinitu brassinosteroidů k receptoru BRI1 určují především 

strukturní vlastnosti postranního řetězce, zejména přítomnost hydroxylové skupiny na C23 a 

správná konfigurace substituentu na uhlíku C24. Naproti tomu receptor vykazuje poměrně 

vysokou toleranci vůči modifikacím steroidního jádra. Tato kombinace selektivity a současně 

určité flexibility pravděpodobně umožňuje BRI1 rozpoznávat více přirozeně se vyskytujících 

brassinosteroidů, které se mohou podílet na regulaci signalizace v různých pletivech a 

vývojových stadiích rostlin. 
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Schéma 5: Syntéza 3-deoxycastasteronu (7), typhasterolu (8) a 2-deoxybrassinolidu (11). a: (S)-2-(3-methylbutan-2-yl)-1,3-dithian/n-BuLi/THF, r.t. pak -78 °C, 1h;  

b: NaH2PO4/2-methyl-2-buten/ NaClO2/H2O/ethanol, 0 °C, 10 min; c: TBSOTf/2,6-lutidin/CH2Cl2, 0 °C, 1 h; d: DIBAL-H/toluen, -78 °C, 1h; e: TBAF/THF, r.t., 1h;  

f: 1, BH3/THF, r.t., 6h; 2, NaOH/H2O2/H2O/THF, r.t., 12h; g: MCPBA/EtOAc, r.t., 4h; h: LiAlH4/THF/Et2O, 40 °C, 3h; i: HCl/H2O/THF, 40 °C, 4h; j: TFPAA/CH2Cl2, r.t., 4h.  
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Schéma 6: Syntéza 23-deoxycastasteronu (15) a 22-deoxycastateronu (20). a: Ra-Ni/EtOH, r.t., 6h; b: HCl/H2O/THF, 40 °C, 4h; c: OsO4/K2CO3/K2[Fe(CN)6]/CH3SO2NH2/ 

HQ-4-ClBz/t-BuOH/H2O, r.t., 10 h; d: p-TsCl/pyridin, r.t., 3 dny; e: LiAlH4/THF/Et2O, r.t., 3h; f: HCl/H2O/THF, 40 °C, 2h; g: OsO4/K2CO3/K2[Fe(CN)6]/CH3SO2NH2/HQ-4-ClBz/ 

t-BuOH/H2O, r.t., 10 h.  



 

34 
 

4.2.4 Vliv struktury brassinosteroidů na afinitu ke koreceptorům SERK 
 

Schopnost brassinosteroidu navázat se na receptor BRI1 však sama o sobě nezaručuje 

aktivaci signalizace. Po navázání ligandu dochází ke konformačním změnám extracelulární 

části receptoru, které umožňují vytvoření aktivního receptorového komplexu s členy rodiny 

SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE (SERK) [78,79]. U modelové rostliny Arabidopsis 

thaliana bylo pro signalizaci brassinosteroidů popsáno několik členů této rodiny, především 

SERK1, SERK3/BAK1 (BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1) a SERK4/BKK1 (BAK1-LIKE 1), 

které fungují jako koreceptory a po vytvoření komplexu s BRI1 iniciují fosforylační kaskádu 

vedoucí k aktivaci BR signalizace. z tohoto důvodu je vedle samotné afinity k BRI1 nezbytné 

zohlednit také schopnost ligandu podporovat vznik receptor–koreceptorového komplexu. 

 
Obrázek 15: Interakce brassinolidu s koreceptorem SERK1. Převzato z Caregato A. et al., 2026 [77]. 

 

Ve spolupráci se skupinou profesora Michaela Hothorna z Univerzity v Ženevě jsme se 

z tohoto důvodu zabývali také otázkou, které strukturní prvky brassinosteroidů jsou nezbytné 

pro vytvoření aktivního receptorového komplexu [77]. Zatímco naše předchozí výsledky 

ukázaly, že receptor BRI1 je schopen vázat poměrně široké spektrum přirozených 

brassinosteroidů, ukázalo se, že požadavky na následnou interakci s koreceptorem jsou 

podstatně specifičtější.  

Podrobnější strukturní a biochemické studie ukázaly, že požadavky na vazbu 

koreceptoru jsou v některých ohledech odlišné od požadavků na samotnou vazbu k BRI1. 

Zatímco vysokou afinitu k receptoru určují především vlastnosti postranního řetězce, pro 

efektivní interakci se SERK proteiny jsou důležité některé strukturní prvky steroidního jádra. 

Klíčovou roli zde hraje hydroxylová skupina na uhlíku C2, která vytváří přímý kontakt 

s histidinem His62 v extracelulární doméně SERK proteinů. Ligandy postrádající tuto 

hydroxylovou skupinu si mohou zachovávat vysokou afinitu k BRI1, avšak jejich schopnost 

podporovat tvorbu aktivního receptorového komplexu je výrazně snížena (obrázek 15). 
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Typickým příkladem je typhasterol nebo 2-deoxybrassinolid. Obě sloučeniny se vážou 

na BRI1 s relativně vysokou afinitou, avšak ve srovnání s brassinolidem nebo castasteronem 

podstatně hůře podporují vazbu SERK koreceptorů. Tyto výsledky ukázaly, že vazbu ligandu 

k receptoru a následnou aktivaci signalizace nelze považovat za totožné procesy. Některé 

brassinosteroidy jsou schopny obsadit vazebnou kapsu BRI1, aniž by současně zajistily správné 

prostorové uspořádání nezbytné pro asociaci se SERK proteiny. 

Význam správné orientace ligandu v receptorové kapse dále potvrzují naše výsledky 

získané pro secasteron a 6-deoxycastasteron. Přestože se oba ligandy vážou k BRI1 poměrně 

účinně, změny ve struktuře steroidního jádra vedou ke zhoršené tvorbě receptor–

koreceptorového komplexu. Ukazuje se tedy, že některé funkční skupiny, které nejsou 

nezbytné pro samotnou vazbu k receptoru, mohou být důležité pro přesné uspořádání ligandu 

na rozhraní mezi BRI1 a SERK proteiny. Právě toto rozhraní vytváří aktivní signální jednotku 

schopnou přenášet informaci do cytoplazmy. Funkční skupiny důležité pro receptor či 

koreceptor jsou znázorněny na obrázku 16. 

 

 
Obrázek 16: Schéma receptorového komplexu BRI1 (šedá) – SERK1 (modrá) a klíčových interakcí brassinolidu 
ve vazebné kapse. Klíčové funkční skupiny brassinolidu znázorněny červeně. Převzato z Caregato A. et al., 2026 
[77]. 

 

Tyto poznatky významně rozšířily současné chápání mechanismu percepce 

brassinosteroidů. Ukázalo se totiž, že biologická aktivita jednotlivých brassinosteroidů není 

dána pouze jejich afinitou k receptoru BRI1, ale také schopností stabilizovat komplex 

s koreceptory rodiny SERK (obrázek 17). Některé přirozeně se vyskytující biosyntetické 

intermediáty tak mohou působit jako slabí agonisté nebo dokonce antagonisté signalizace, 

protože obsazují vazebné místo receptoru, avšak neumožňují efektivní nábor koreceptorů. 

Tvorba aktivního komplexu BRI1–SERK se tak jeví jako druhý stupeň molekulární selekce, který 
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společně s afinitou ligandu k receptoru určuje výslednou intenzitu brassinosteroidní 

odpovědi. 

 

 
Obrázek 17: GCI senzorgramy znázorňující stabilitu komplexu BRI1-SERK1 a několika brassinosteroidů jako 
ligandů. v tabulce rovnovážné disociační konstanty komplexů. Převzato z Caregato A. et al., 2026 [77]. 

 

4.2.5 Vliv struktury brassinosteroidů na afinitu k receptorům BRL1-3  
 

Přestože jsou receptory BRL1 a BRL3 exprimovány v odlišných pletivech než BRI1, jejich 

extracelulární domény vykazují vysoký stupeň sekvenční i strukturní podobnosti. Tomu 

odpovídají také výsledky našich vazebných studií [77], které ukázaly, že oba receptory 

rozpoznávají prakticky stejné spektrum brassinosteroidů jako BRI1. BRL1 i BRL3 vážou 

brassinolid s vysokou afinitou a obdobné hodnoty byly pozorovány také pro castasteron, 

typhasterol, secasteron, 6-deoxycastasteron nebo 28-norbrassinolid. Naopak 

brassinosteroidy s modifikovanou konfigurací postranního řetězce, například 24-

epibrassinolid, 24-epicastasteron nebo C29 deriváty nesoucí dodatečnou ethylovou skupinu 
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v poloze C24, vykazují výrazně nižší afinitu. Stejně jako u BRI1 se tedy ukazuje, že rozhodující 

roli při rozpoznání ligandu hrají především vlastnosti postranního řetězce, zatímco změny ve 

steroidním jádře jsou receptorem tolerovány podstatně lépe. 

Tato podobnost byla následně potvrzena i krystalografickými studiemi receptoru BRL3. 

Struktury komplexů s brassinolidem, castasteronem a typhasterolem ukázaly prakticky 

totožné uspořádání vazebné kapsy jako v případě BRI1. Zachovány zůstávají i klíčové interakce 

mezi ligandem a island doménou receptoru, zejména konzervovaná vazba zahrnující 

hydroxylovou skupinu na uhlíku C23. z dostupných dat proto vyplývá, že BRL1 a BRL3 

představují funkčně velmi blízké homologické receptory BRI1, které se od něj liší především 

svým expresním profilem, nikoliv mechanismem rozpoznání brassinosteroidů. Tento závěr je 

navíc v souladu s dřívějšími genetickými studiemi, které ukázaly, že při vhodné expresi jsou 

BRL1 a BRL3 schopny alespoň částečně nahradit funkci BRI1. 

Odlišnou pozici v rámci této receptorové rodiny zaujímá receptor BRL2. Na rozdíl od 

BRL1 a BRL3 nebyl dlouhou dobu považován za receptor brassinosteroidů a byl spojován 

především s regulací vývoje cévních svazků. Přestože jeho extracelulární doména vykazuje 

značnou podobnost s ostatními členy rodiny BRI1, naše vazebné experimenty odhalily výrazně 

odlišný profil ligandové specificity. BRL2 je schopen vázat některé brassinosteroidy, avšak 

s podstatně nižší afinitou. Brassinolid a castasteron se vážou přibližně o jeden řád slaběji než 

k receptoru BRI1 a ještě výraznější rozdíly byly pozorovány u dalších ligandů. Například 

typhasterol nebo 28-norbrassinolid, které patří mezi silné ligandy BRI1, vykazují vůči BRL2 

pouze slabou vazbu. U některých sloučenin, například 24-epibrassinolidu, 24-epicastasteronu 

nebo 28-homocastasteronu, nebyla vazba za použitých experimentálních podmínek 

detekována vůbec. 

Získané výsledky tak naznačují, že BRL2 nelze považovat za klasický brassinosteroidní 

receptor ve stejném smyslu jako BRI1, BRL1 nebo BRL3. Přestože si zachovává strukturálně 

podobnou vazebnou kapsu a je schopen interagovat s vybranými brassinosteroidy, jeho 

ligandová specificita i afinita jsou výrazně odlišné. Navíc vykazuje podstatně slabší schopnost 

vytvářet komplex s koreceptory rodiny SERK (obrázek 18). Fyziologický význam těchto 

interakcí proto zatím zůstává nejasný a nelze vyloučit, že BRL2 v rostlině rozpoznává dosud 

neidentifikovaný ligand nebo plní specifickou regulační funkci odlišnou od klasické 

brassinosteroidní signalizace. 
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Obrázek 18: GCI sensorgram stability komplexů brassinosteroidních receptorů s brassinolidem a SERK1 
s uvedením výrazného rozdílu Kd u BRL2 receptoru. Převzato z Caregato A. et al., 2026 [77]. 

Zajímavým výsledkem studie bylo zjištění, že vysokou afinitu k receptorům BRI1, BRL1 

a BRL3 nevykazuje pouze brassinolid, ale také několik dalších přirozeně se vyskytujících 

brassinosteroidů. Mezi nimi vyniká zejména castasteron, který se váže s afinitou srovnatelnou 

s brassinolidem a zároveň účinně podporuje tvorbu receptorového komplexu s koreceptory 

SERK. v kombinaci s výrazně vyššími endogenními koncentracemi castasteronu tato 

pozorování podporují hypotézu, že castasteron představuje vedle brassinolidu další 

fyziologicky významný ligand brassinosteroidních receptorů. 

 Přestože studium receptorů významně přispělo k objasnění mechanismů percepce a 

signalizace brassinosteroidů, samo o sobě neposkytuje úplný obraz o jejich působení 

v rostlině. Pro výslednou fyziologickou odpověď je totiž důležitá nejen schopnost ligandu 

navázat se na receptor, ale také jeho prostorová a časová distribuce v rostlinných pletivech. 

k objasnění těchto procesů začaly být v posledních letech využívány speciálně navržené 

chemické sondy umožňující sledovat lokalizaci a transport brassinosteroidů přímo v živých 

rostlinách. 

 

4.3 Chemické sondy pro studium transportu brassinosteroidů 
 

Důležitým aspektem regulace hormonální signalizace je také způsob distribuce 

hormonů v rostlinném organismu. U řady fytohormonů, například auxinů, cytokininů nebo 

kyseliny abscisové, hraje transport mezi jednotlivými orgány a pletivy zásadní úlohu při 

koordinaci růstu a vývoje rostlin [95,96]. v případě brassinosteroidů je však situace odlišná. Již 

dřívější studie [97] ukázala, že brassinosteroidy nepodléhají významnému dálkovému 

transportu mezi orgány rostliny a jejich účinek je proto považován za převážně lokální. Přesto 

však dlouhou dobu chyběly experimentální nástroje, které by umožnily sledovat pohyb 

brassinosteroidů přímo v živých rostlinných buňkách a objasnit mechanismy odpovědné za 

jejich distribuci.  

Významný metodický pokrok přinesla práce Irani a kol. [98], ve které byl připraven 

fluorescenčně značený derivát castasteronu označený jako AFCS (Alexa Fluor 647–

castasterone, obrázek 19). Tato molekula si zachovala biologickou aktivitu a umožnila poprvé 

přímo sledovat osud brassinosteroidu, v tomto případě castasteronu, po navázání na receptor 
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BRI1 v živých buňkách. Pomocí konfokální mikroskopie bylo prokázáno, že komplex receptor–

ligand podléhá endocytóze a následně putuje až do vakuoly. Současně bylo ukázáno, že hlavní 

část brassinosteroidní signalizace probíhá na plazmatické membráně a že endocytóza 

receptorového komplexu slouží především k utlumení signálu (obrázek 20). Tato studie 

představovala jeden z prvních příkladů využití chemické biologie v oblasti brassinosteroidního 

výzkumu a ukázala, že vhodně navržené chemické sondy mohou poskytnout přímý pohled na 

pohyb hormonů a receptorových komplexů v rostlinných buňkách. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 19: Struktura AFCS. 

 

 
Obrázek 20: Mikroskopické snímky epidermálních buněk kořenové špičky exprimujících BRI1-GFP po 
15minutové expozici 20 μM AFCS. AFCS (červeně) kolokalizuje s BRI1-GFP (zeleně) na plazmatické membráně 
a v endozomech (označených šipkami), přičemž se současně akumuluje ve vakuolách. Měřítko: 5 μm. Převzato 
z Irani N. G., 2012 [98]. 

 

Použití fluorescenčně značených hormonů však přináší i určité komplikace. 

Fluorescenční značky představují ve srovnání s molekulou brassinosteroidu objemné 

substituenty, které mohou ovlivňovat průnik buněčnými membránami, vazbu k receptorům i 

následný intracelulární transport. Nelze proto vyloučit, že sledované chování takto 

označených derivátů nemusí vždy plně odpovídat vlastnostem přirozených hormonů. Snahou 

obejít tato omezení byl rozvoj bioortogonálních přístupů, při nichž je do molekuly hormonu 

zabudována pouze malá reaktivní skupina a samotná fluorescenční značka je připojena až 
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následně přímo v biologickém systému (schéma 7). Díky tomu je možné sledovat distribuci 

hormonu s podstatně menším rizikem, že jeho transport nebo biologická aktivita budou 

ovlivněny přítomností objemného fluoroforu. 

 
Schéma 7: Bioorthogonální reakce pro visualizaci brassinosteroidů v buňkách. 

 

Další významný posun přinesla naše společná studie s týmem dr. Jenny Russinové z VIB 

Ghent [99] zaměřená na prostorovou organizaci biosyntézy brassinosteroidů v kořeni 

modelové rostliny Arabidopsis thaliana. Pomocí transgenních linií exprimujících fluorescenčně 

značené biosyntetické enzymy bylo prokázáno, že většina buněk neobsahuje kompletní 

soubor enzymů potřebných k syntéze biologicky aktivního hormonu. Jednotlivé kroky 

biosyntetické dráhy jsou rozděleny mezi různé buněčné vrstvy a dokončení biosyntézy proto 

vyžaduje pohyb meziproduktů mezi sousedními buňkami. Současně bylo zjištěno, že exprese 

biosyntetických enzymů dosahuje maxima v elongační zóně kořene, kde se překrývá 

s maximem brassinosteroidní signalizace. Tyto výsledky vedly k formulaci modelu, podle 

kterého je distribuce brassinosteroidů určována především lokální biosyntézou a omezeným 

pohybem biosyntetických prekurzorů mezi sousedními buňkami. 

 

 
Obrázek 21: Schéma úlohy plasmodesmat v transportu prekurzorů brassinosteroidů a regulaci jejich 
signalizace. Zvýšená hladina brassinosteroidů snižuje propustnost plasmodesmat ukládáním kalózy a přispívá 
k udržování hormonální homeostázy. Převzato z Wang Y., 2023 [100]. 
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Přesto však zůstávala nezodpovězena otázka, jakým způsobem k tomuto 

mezibuněčnému transportu dochází. Odpověď přinesla až naše další společná práce [100] s dr. 

Russinovou využívající kombinaci genetických přístupů, chemické biologie a již zmiňované 

bioortogonální chemie. Pro studii jsme připravili bioaktivní alkynylovaný derivát castasteronu 

(CSA, schéma 7), který umožňoval následnou fluorescenční detekci pomocí click chemie. Díky 

této sondě bylo možné přímo sledovat pohyb brassinosteroidních molekul mezi buňkami. 

Experimenty ukázaly, že brassinosteroidy a jejich prekurzory (např. v práci použitý 21-

hydroxycampesterol) mohou přecházet mezi sousedními buňkami prostřednictvím 

plasmodesmat (obrázek 21). Současně bylo prokázáno, že omezení propustnosti 

plasmodesmat vede ke snížení brassinosteroidní signalizace a k narušení růstu kořene. 

Zajímavé bylo také zjištění, že samotná hladina brassinosteroidů ovlivňuje propustnost 

plasmodesmat, čímž vzniká regulační mechanismus propojující transport hormonu s jeho 

biosyntézou a signalizací (obrázek 22). Podobně účinkuje i chemický inhibitor kinázy BIN2, 

bikinin, což vede ke zvýšené aktivitě brassinosteroidních transkripčních faktorů [101]. Tato 

práce tak poprvé poskytla přímý důkaz, že plasmodesmata představují hlavní cestu 

krátkodobého mezibuněčného transportu brassinosteroidů. 

Další dlouhodobě otevřenou otázkou bylo, jak se biologicky aktivní brassinosteroidy 

dostávají z místa své syntézy k receptoru BRI1. Většina enzymů biosyntetické dráhy je 

lokalizována v membránách endoplazmatického retikula, zatímco percepce hormonu probíhá 

prostřednictvím extracelulární domény receptorového komplexu lokalizovaného na 

plazmatické membráně. Přestože byly brassinosteroidy dlouho považovány za dostatečně 

lipofilní molekuly schopné prosté difuze přes membránu, jejich vysoký stupeň hydroxylace 

naznačoval, že tento proces nemusí být dostatečně efektivní.  

 
Obrázek 22: Snížení transportu CSA přes plasmodesmata po ošetření kořene Arabidopsis thaliana 
brassinolidem (BL) nebo bikininem (BIK). Pětidenní semenáčky byly inkubovány 24 hodin v přítomnosti BL (200 
nM), BIK (30 μM) nebo DMSO (kontrola), následně byla pomocí bioortogonální reakce připravena 
fluorescenčně značená sonda CS–BDP–FL. Měřítko: 100 μm. Převzato z Wang Y., 2023 [100]. 
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Zásadní průlom přinesla naše společná práce s týmy dr. Russinové a dr. Suna 

publikovaná v roce 2024 [102], která identifikovala transportér ABCB19 (ATP-BINDING 

CASSETTE SUBFAMILY B MEMBER 19) jako první specifický exportní systém pro 

brassinosteroidy. Tento protein byl přitom po dlouhou dobu studován téměř výhradně 

v souvislosti s transportem auxinu a patřil mezi nejlépe charakterizované členy rodiny ABC 

transportérů zapojených do regulace jeho distribuce v rostlině [103,104]. Pomocí kombinace 

biochemických metod, transportních experimentů v proteolipozomech, analýz v rostlinných 

protoplastech (obrázek 23) a kryoelektronové mikroskopie bylo prokázáno, že ABCB19 váže 

biologicky aktivní brassinosteroidy a aktivně je transportuje přes plazmatickou membránu za 

využití energie získané hydrolýzou ATP. Strukturální studie navíc umožnila popsat vazebné 

místo hormonu uvnitř transportéru a objasnit molekulární princip rozpoznávání 

brassinosteroidů. Tento objev nejen poskytl první přímý důkaz existence specializovaného 

membránového systému zajišťujícího export brassinosteroidů z buňky, ale současně 

významně rozšířil dosavadní představy o substrátové specificitě transportéru ABCB19. 

 

 
Obrázek 23:  Zrychlený export CSA v Arabidopsis protoplastech exprimujících GFP-ABCB19, nikoli však 
v protoplastech exprimujících mutantní variantu GFP-ABCB19 (F59A). Fluorescenční signál byl detekován po 
bioortogonální reakci s azid-BDP-FL. INC – po 4h inkubaci. Měřítko: 10 μm. Převzato Ying W., 2024 [102]. 

 

Na tuto práci poté navázala další naše studie [105] zaměřená na homologní transportér 

ABCB1 (ATP-BINDING CASSETTE SUBFAMILY B MEMBER 1). Využitím obdobného souboru 
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metod, zahrnujícího měření ATPázové aktivity, transportní experimenty s chemicky 

modifikovanými brassinosteroidy, click chemii a kryoelektronovou mikroskopii, bylo 

prokázáno, že také ABCB1 funguje jako transportér biologicky aktivních brassinosteroidů. 

Strukturální analýzy odhalily vazbu brassinolidu do hydrofobní kapsy transmembránové 

domény a popsaly konformační změny doprovázející transport hormonu. Tyto výsledky 

ukázaly, že export brassinosteroidů není zajišťován jediným transportérem, ale 

pravděpodobně skupinou příbuzných ABC transportérů, které společně přispívají k regulaci 

brassinosteroidní signalizace. 

Současné poznatky tedy ukazují, že ačkoli brassinosteroidy nepodléhají významnému 

dálkovému transportu mezi orgány rostliny, jejich lokální distribuce je regulována komplexním 

souborem mechanismů zahrnujících prostorově organizovanou biosyntézu, mezibuněčný 

transport prostřednictvím plasmodesmat a aktivní export biologicky aktivních hormonů 

pomocí ABC transportérů. Významnou roli při objasňování těchto procesů sehrály také 

přístupy chemické biologie, zejména využití fluorescenčně značených ligandů, bioortogonálně 

modifikovaných brassinosteroidních derivátů, click chemie a moderních strukturně-

biologických metod. Díky těmto nástrojům bylo možné poprvé přímo sledovat pohyb 

brassinosteroidů v rostlinných buňkách a detailně popsat mechanismy odpovědné za jejich 

transport, distribuci a percepci. 
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5 Závěr  
 

Výzkum brassinosteroidů prošel během posledních desetiletí výrazným vývojem. 

Zatímco v počátečních fázích byla pozornost soustředěna především na izolaci nových 

přírodních brassinosteroidů a hledání možností jejich syntézy, současný výzkum se zaměřuje 

zejména na objasňování jejich biologických funkcí, signalizace a transportu. Přestože by se 

mohlo zdát, že význam chemie v této oblasti postupně ustupuje do pozadí, výsledky shrnuté 

v této práci ukazují, že tomu tak není. Chemie brassinosteroidů zůstává důležitým nástrojem 

nejen pro přípravu nových sloučenin, ale také pro získávání nových poznatků o jejich působení 

v rostlinách. 

Studium syntetických analogů přineslo řadu informací o vztahu mezi strukturou 

brassinosteroidů a jejich biologickou aktivitou. Ukázalo se, že některé části molekuly lze 

poměrně výrazně modifikovat, aniž by došlo k úplné ztrátě aktivity, zatímco změny v jiných 

oblastech mají na biologické účinky zásadní vliv. Výsledky získané při studiu nejrůznějších 

syntetických analogů pomohly lépe pochopit význam jednotlivých strukturních prvků 

molekuly a ukázaly, které úpravy jsou z hlediska biologické aktivity přijatelné a které nikoliv. 

Současně se ukázalo, že biologická aktivita látky není dána pouze její schopností navázat se na 

receptor, ale také jejími fyzikálně-chemickými vlastnostmi a schopností dostat se v rostlině na 

místo svého působení. Významnou oblast představovalo také využití syntetických derivátů při 

studiu brassinosteroidních receptorů. Kombinace chemicky modifikovaných ligandů a 

vazebných experimentů umožnila podrobněji popsat, které strukturní prvky jsou důležité pro 

rozpoznání hormonu receptorem BRI1 i příbuznými receptory BRL1–3. Tyto studie současně 

ukázaly, že biologicky významnou roli nemusí hrát pouze brassinolid, ale také další přirozeně 

se vyskytující brassinosteroidy a některé jejich biosyntetické prekurzory. Chemické přístupy 

tak významně přispěly k lepšímu pochopení toho, jak rostliny brassinosteroidy rozpoznávají a 

jakým způsobem je receptorový systém využívá k regulaci růstu a vývoje. 

Význam chemie se výrazně projevil také při studiu lokalizace a transportu 

brassinosteroidů. Příprava fluorescenčně značených a bioortogonálně modifikovaných 

derivátů umožnila poprvé přímo sledovat pohyb brassinosteroidních molekul v živých 

rostlinných buňkách. Díky těmto přístupům bylo možné objasnit osud receptorového 

komplexu po navázání ligandu, prokázat mezibuněčný transport brassinosteroidů 

prostřednictvím plasmodesmat a identifikovat transportéry zajišťující jejich aktivní přenos 

přes plazmatickou membránu. Tyto výsledky významně rozšířily dosavadní představy o 

distribuci brassinosteroidů v rostlinných pletivech a ukázaly, že regulace jejich koncentrace je 

mnohem složitější, než se dříve předpokládalo. 

Lze tedy konstatovat, že chemie brassinosteroidů dnes nepředstavuje pouze 

prostředek pro přípravu nových sloučenin. Moderní chemické a chemicko-biologické přístupy 

se staly nedílnou součástí výzkumu těchto rostlinných hormonů a významně přispěly 

k objasnění jejich biologické aktivity, mechanismu působení i transportu. Chemie tak zůstává 

jedním z nejdůležitějších nástrojů, které umožňují porozumět biologii brassinosteroidů na 

molekulární úrovni. 
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