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BIOSYNTEZA | PRZEMIANY METABOLICZNE BRASSINOSTEROIDOW

WSTEP

Brassinosteroidy (BR) stanowig nowa grupe
roslinnych zwigzkéw steroidowych o wiasciwo-
sciach hormonalnych, ktore posiadaja zdolnos¢
stymulacji wzrostu i rozwoju roslin w odpowied-
niej korelacji z typowymi fitohormonami, zwia-
szcza z auksynami, giberelinami i cytokininami
(Sakurai | Fujioka 1993, Adam 1994) AktyW-
nos¢ metaboliczna BR polega na stymulacji
wzrostu elongacyjnego roslin, zwlaszcza we
wczesnej fazie ich rozwoju ontogenetycznego,
gtéwnie poprzez aktywacje procesow biosyntezy
kwaséw nukleinowych i biatek o charakterze
enzymatycznym i regulujgcym ekspresje genow
(Kalinich i WSpél’aUt. 1986, Arteca 1995, Baj-
guz | Czerpak 19963, Jones-Held i Wspc'ﬂaut.
1996). Procz tego BR wzmagajg aktywnosc¢ nie-
ktérych enzymdéw, miedzy innymi ATPaz oraz
pompy protonowej i ekstrazje (wydzielanie) pro-
tonéw, co ma scisty zwigzek z mechanizmem
stymulacji przez nie wzrostu sciany komarko-
Wej (Cerana i wspétaut. 1983, Romani i wspoét-
aut. 1983, Bajguz i Czerpak 1996b)

Pod wzgledem struktury chemicznej BR sg
pochodnymi 5a-cholestanu, w ktérym pier-
scien B moze wystepowac w formie 7-oksalakto-
nu lub 6-ketonu, badz pozbawiony atomu tle-
nu. Précz tego BRw pierscieniu A przy atomach
wegla C-2 i C-3 posiadajg z reguty grupy hydro-
ksylowe. Niektére sposrod nich zawierajg w
pierscieniu A tylko jedng grupe hydroksylowg
badz ketonowa przy weglu w pozycji C-3 (Saku-
rai i Fujioka 1993, Bajguz i Czerpak 1995)

Dotychczas wyizolowano z réznych grup ta-
ksonomicznych roslin, gtdwnie naczyniowych,
ponad czterdziesci zwigzkéw BR w postaci wol-
nej lub glikozydowej w potgczeniu z (3-D-gluko-
za. Ostatnio wykryto w komérkach seradeli pa-
stewnej (Ornithopus sativus) potgczenia estrowe
wegla C-3 BR z kwasami ttuszczowymi: laury-
nowym, mirystynowym, palmitynowym, steary-
nowym i oleinowym (Koibe i wspotaut. 1995).
Budowa chemiczna, wystepowanie i aktywnosé
biologiczna BR u roslin zostaty omoéwione we
wczesniejszej publikacji (Bajguz i
1995).

Czerpak

BIOSYNTEZA BRASSINOSTEROIDOW

BR sa spotykane u wielu gatunkéw roslin
wyzszych i sporadycznie u nizszych, posiadajg
unikalng aktywnos¢ biologiczng oddziatywuja-
cg na wzrost i rozwoj roslin (Sakurai | Fujioka
1993, Adam 1994, Bajguz i Czerpak 1995)
Sposrdéd ponad czterdziestu naturalnie wyste-
pujacych BR poznano szlak biosyntezy tylko
kilku z nich. Poczgwszy od lat 90-tych rozpo-
czeto badania dotyczace biosyntezy BR u bar-
winka rézyczkowego (Catharanthus roseus), a
obecnie rozpoczeto tego typu badania na tyto-
niu (Nicotiana tabacum), ryzu siewnym (Oryza
sativa), lilii dtugokwiatowej (Lilium longiflorum),

Distylium racemosumi cyprysie arizonskim (Cu-
pressus arizonica) (Yokota I wspoOtaut. 1990,
1994, Fujioka | wspoétaut. 1995b, Griffiths i
wspétaut. 1995, suzuki i wspotaut. 1995a).

Szlak biosyntezy BR najlepiej poznany w
komérkach barwinka rézyczkowego przedsta-
wiony jest na rycinie 1 W roslinie tej 24-mety-
locholesterol, czyli kampesterol stanowi gtowny
zwigzek sterolowy, ktorego ilos¢ szacuje sie na
okoto 50% ogolnej puli steroli. Prawdopodobnie
zwigzek ten jest bezposrednim prekursorem w
biosyntezie brassinolidu (BL) (Suzuki i wspot-
aut. 1995b).
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W 14-dniowym ryzu siewnym oraz tytoniu
stwierdzono wystepowanie teasteronu (TE) ije-
go przemiany biochemiczne zgodnie z ciggiem
reakcji: TE -Atyfasterol (TY] -vkastasteron (CS).
Ponadto dla tych roslin sg charakterystyczne
takze przemiany typu: CS ->3-epiCS oraz 6-de-
oksoCS ->CS ->BL (rye. 1) (Yokota i wspotaut.
1990, 1991, 1994, suzuki i wspOtaut. 1993a,
1994a, 1994b, 1995a, Fujioka I wspotaut.
1995a, b, choi i wspbtaut. 1996).

Biosynteza BL z TE odbywa sie w wyniku
epimeiyzacji grupy hydroksylowej wegla C-3 TE
powodujacej konwersje do TY, natomiast w wy-
niku hydroksylacji TY w pozycji wegla C-2 po-
wstaje CS, w ktorym utlenienie pierscienia B
przeksztalca go w BL (Sakurai i wspoétaut.
1991). Wystepowanie TE, TY, CS i BL w pylni-
kach lilii dtugokwiatowej oraz lisciach Distylium
racemosum przyczynito sie do stwierdzenia tyl-
ko przemiany TE w TY poprzez 3-dehydro-
teasteron (3-DT) (Abe i wspOtaut. 1992, 1994).
Rowniez pytek kwiatowy cyprysu arizoniskiego
zawiera szereg zwiazkéw BR typowych dla szla-
ku ich biosyntezy w barwinku rézyczkowym.
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Okazato sie, ze 6-deoksoTY oraz 3-dehydro-6-
deoksoTE sg prawdopodobnie prekursorami w
biosyntezie 6-deoksoCS (rye. 1). Wystepowanie
TY, TE oraz 3-dehydroTE w pytku kwiatowym
cyprysu arizonskiego sugeruje, ze moze doko-
nywac sie zamiana grup 3-hydroksylowych na
3-okso-grupy. Z tego wynika, ze mozliwa jest
wiec biosynteza TY i TE z 6-deoksoTY poprzez
3-dehydro-6-deoksoTE, oczywiscie pod warun-
kiem stopniowego utlenienia pierscienia B.
Przeksztatcenia te, jak na razie nie majg petnego
potwierdzenia empirycznego (G riffiths i wspot-
aut. 1995).

Niedojrzate nasiona fasoli (Phaseolus vulga-
ris) zawierajg az kilkanascie réznorodnych BR
oraz sporo typowych fitosteroli, z ktorych 24-
-metyleno-25-metylo-cholesterol jest prekurso-
rem w biosyntezie 25-metylodolichosteronu —
jednego z gtownych przedstawicieli BR. Ten
przyktad wskazuje na wybidrczy charakter re-
akcji utleniania wegla w pozycji C-24 w postaci
grupy metylowej lub metylenowej w sterolach
roslinnych, cow efekcie prowadzi do biosyntezy
réoznorodnych BR (Kim i wspotaut. 1987, 1988).

PRZEMIANY BIOCHEMICZNE BRASSINOSTEROIDOW A ICH AKTYWNOSC METABOLICZNA

Sposrod ponad czterdziestu naturalnie wy-
stepujacych BR tylko niektére sg formami
aktywnymi biologicznie, za$ sporo z nich nalezy
do bezposrednich prekursoréw lub intermedia-
téw w ich biosyntezie. Przykiladem przemian
biochemicznych BR moze by¢ CS, ktory jako
forma 6-ketonowa jest utleniany enzymatycz-
nie do BL — formy 7-oksalaktonowej. Empiry-
cznie wykazano, ze BL posiada wiekszg aktyw-
nos¢ fizjologiczno-metaboliczng anizeli CS. W
niektorych roslinach, na przykiad ryzu czy ty-
toniu, nie zachodzi przeksztatcanie CS w BL.
Prawdopodobnie CS ulega przemianom do nie-
znanego dotychczas rozpuszczalnego w wodzie
metabolitu, ktory jest jego glikozydem. Chemi-
czna struktura i aktywnos¢ biologiczna meta-

bolitow CS nie zostata dotychczas jednoznacz-
nie okresdlona. Natomiast BL w przeciwienstwie
do CS moze przeksztatca¢ sie w 23-0-(I-D-gli-
kozyd w 14-dniowych roslinach garbiplata [Vig-
rta radiata) (ryc. 2) (Suzuki i wspotaut. 1993b).

Aktywnos$¢ biologiczna glikozydu BL jest
znacznie stabsza w stosunku do jego formy
wolnej. Z badan nad zalezno$cig miedzy stru-
kturg a aktywnoscig biologiczng BR wynika, ze
nawet niewielka modyfikacja chemiczna w tan-
cuchu bocznym powoduje znaczne zmiany w
ich aktywnosci fizjologiczno-metabolicznej
(Bajguz I Czerpak 1996a, b). Dlatego tez przy-
puszcza sie, ze 23-0-(3-D-glukopiranozyloBL
posiada znacznie mniejszg aktywnos$c¢ biologi-
czna z powodu zajmujacego wiele przestrzeni

Ryc. 2. Glukozylacja brassinolidu (BL) do 23-0-(3-D-glukopiranozyloBL w komoérkach garbiplata (Vigna

radiata).
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rodnika glukopiranozylowego w tancuchu bocz-
nym (Suzuki i wspétaut. 199 b). Na przykiadzie
fasoli wykazano, ze glukozylacja grupy hydro-
ksylowej przy weglu C-23 w BR jest giéwnym
procesem biochemicznym ich dezaktywacji u
roslin. Potwierdzeniem tego jest wystepowanie
w nasionach fasoli dwdch form izomeréw 23-0-
-glikozydowych BR, to jest: 23-O-P-D-glukopi-
ranozylo-25-metylodolichosteronu i jego epi-
meru (ryc. 3A) (Abe 1991).

Powszechnym mechanizmem regulacji ak-
tywnosci biologicznej fitohormondw sgich prze-
miany metaboliczne typu syntezy, degradacji
lub przejsciowej inaktywacji poprzez potaczenia

23-0-P-D-glukopiranozylo-
25-metylodolichosteronon

Andrzej Bajguz,

Romuald Czerpak

z niektérymi zwigzkami niskoczgsteczkowymi,
na przyktad aminokwasami, kwasami ttuszczo-
wymi, monosacharydami w formie estrow albo
glikozydéw. Jako pierwsze w formie potaczen
glikozydowych zostaly scharakteryzowane gibe-
reliny (GA) jako 2-0-p-D-glukozyd-GAs, wyizo-
lowany z komérek fasoli wielokwiatowej (Pha-
seolus coccineus). Tego typu potaczenia zwigz-
kéw niskoczasteczkowych, gtéwnie cukrow z
fitohormonami, zostaly nazwane koniugatami
hormondéw roslinnych (Sembdner i wspotaut.
1994).

Po raz pierwszy estrowe koniugaty BR z
resztami kwasow ttuszczowych stwierdzono w

23-0-P-D-glukopiranozylo-
2-epi-25-metylodolichosteronon

Ryc. 3. Wzory strukturalne koniugatéw glikozydowych i acylowych brassinosteroidéow.
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pytku kwiatowym lilii dtugokwiatowej (Lilium
longiflorum) w przypadku TE (iyc. 3B). Estryfi-
kacja TE prawdopodobnie byla mozliwa w wy-
niku specyficznosci substratowej enzymu do
TE. Dopasowanie struktury TE do jednoznacz-
nie zdefiniowanej przestrzennie struktury cen-
trum aktywnego enzymu prowadzi do powsta-
nia tego typu koniugatéow. Enzym bioracy
udziatw tym procesie prawdopodobnie eliminu-
je mozliwosé estryfikacji pozostatych BR, wyste-
pujacych w pytku kwiatowym lilii. Sugeruje to
wystepowanie tak zwanej absolutnej specyficz-
nosci substratowej, badz specyficznosci prze-
strzennej enzymu. Za tg drugg mozliwoscig
przemawia fakt, iz biotransformacji ulega tylko
TE posiadajacy (3 konfiguracje grupy hydroksy-
lowej w pozycji wegla C-3 w pierscieniu A (Asa-
kawa | wspotaut. 1994, 1996). Podobne wyniki
uzyskal Koi1be ze wspobtpracownikami (1996)
opisujac koniugaty 3,24-diepiBLi 3,24-diepiCS
jako metabolity 24-epiBL i 24-epiCS, powstale

OH
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podczas reakcji estryfikacji katalizowanej przez
acetylotransferaze.

Dwa izomeryczne metabolity, 25-(3-D-glu-
kopiranozylo-24-epiBL i 26-p-D-glukopiranozy-
lo-24-epiBL, powstajg w komoérkach pomidora
[Lycopersicort esculentum) z egzogennie poda-
nego 24-epiBL (iyc. 4). Zwigzkami posrednimi,
powstajacymi w wyniku hydroksylacji 24-
-epiBL, sg 25-hydroksy-24-epiBL i 26-hydro-
ksy-24-epiBL, ktére moga by¢ katalizowane
przez monooksygenaze cytochromu P-450. Pra-
wdopodobnie  przemiany metaboliczne 24-
-epiBL w komérkach pomidora sg podobne do
proceséw zachodzgcych w komérkach bakteryj-
nych i zwierzecych. Réwniez u owadow ekdyson
podlega procesowi hydroksylacji tancucha bo-
cznego w pozycjach wegla C-22 i C-25. Przemia-
na tajest katalizowana przez monooksygenaze
cytochromu P-450 (Schneider | wspélaut.
1994, 1995, Hai | wspétaut. 1995). Ekdysteroi-
dy sa zwigzkami wykazujgcymi znaczne podo-

Ryc. 4. Metaboliczna konwersja 24-epibrassinolidu do glikozydéw brassinosteroidowych w komérkach

pomidora (Lycopersicon esculentum).
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bieristwo strukturalne do BR, a niektérzy bada-
cze uwazajaje za zwiazki ekdysteroidopodobne
(Lafont i Horn 1989). Jednakze powstaje pyta-
nie, czy proces hydroksylacji 24-epiBL, w wyni-
ku ktérego powstajg dwa zwigzki, tojest 25-hy-
droksy-24-epiBL i 26-hydroksy-24-epiBL, jest
katalizowany przez ten sam enzym, czy tez
przez dwa rézne enzymy. Stosujgc specyficzne
inhibitory cytochromu P-450, na przykiad cyto-
chrom c¢, 2,6-dichlorofenoloindofenol stwier-
dzono, ze hydroksylacja 24-epiBL jest jednak
katalizowana przez dwa rézne niezaleznie dzia-
tajgce enzymy: C-25 hydroksylaze i C-26 hydro-
ksylaze. Obaglikozydy 25-p-D-glukopiranozylo-
24-epiBL i 26-p-D-glukopiranozylo-24-epiBL

25-hydroksy-24-epiCS

3-dehydro-24-epiCS

26-hydroksy-24-epiCS

3,24-diepiCS

25-hydroksy-3,24-diepiCS

Andrzej Bajguz,

Romuald Czerpak

powstajg na drodze dwustopniowych przemian:
hydroksylacji i czesciowej glukozylacji. Powsta-
jace wczesniej posrednie hydroksy-zwiazki sta-
nowig doskonalszy substrat wyjsciowy do pro-
cesu glukozylacji anizeli 24-epiBL. Stwierdzono
rowniez, ze 24-epiBL moze przeksztaici¢ sie
bezposrednio w nieznany dotad glikozyd 24-
-epiBL. Nie zidentyfikowane dotychczas meta-
bolity posrednich i bezposrednich przemian 24-
-epiBL w komérkach pomidora sSwiadczg o
réznokierunkowym, a zarazem skomplikowa-
nym metabolizmie tegoz BR (Schneider iwspot-
aut. 1994, 1995, Hai i wspotaut. 1995).
Biotransformacja 24-epiCS w komorkach
pomidora do glikozydéw BR jest przedstawiona

OH
25-(p-glukopiranozylo>
-24-epiCS

OH
26-(p-glukopiranozylo)-
-24-epiCS

Ho
2-(p-D-glukopiranozylo)-3,24-diepiCS

sTf
H o

3-(p-D-glukopiranozylo>
-3,24-diepiCS

Ryc. 5. Metaboliczna konwersja 24-epikastasteronu do glikozydéw brassinosteroidowych w komérkach pomidora (Lyco-

persicon esculentum).
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na rycinie 5. Metaboliczny szlak 24-epiBL (ryc.
4) cechuje sie podobnym i specyficznym proce-
sem hydroksylacji oraz glukozylacji 24-epiCS
(ryc. 5. W wyniku tych przemian tworza sie
najpierw zwiazki: 25- i 26-hydroksylowe, a na-
stepnie ich 25- i 26-glikozydowe pochodne. W
wyniku odtgczenia wodoru od grupy hydroksy-
lowej w pozycji wegla C-3 24-epiCS tworzy sie
3-dehydro-24-epiCS. Stanowi on zwigzek po-
sredni w procesie epimeryzacji do 3,24-diepiCS,
ktéry jest naturalnie wystepujacym BR (Bajguz
i Czerpak 1995) oraz zwigzkiem posrednim w
metabolizmie 24-epiCS w komoérkach seradeli
pastewnej (Ornithopus sativus) (Kolbe i wspot-
aut. 1995, 1996). Z kolei w wyniku glukozylacji

epimeryzacja
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3.24-diepiCS w pozycjach 3[3-OH czy 2a-OH
moze powstawac¢ odpowiednio: 2-(P~D-glukopi-
ranozylo)-3,24-diepiCS i 3-(f3-D-glukopiranozy-
l0)-3,24-diepiCS. Hydroksylacja tegoz epimeru
CS w pozycjach wegla C-25 daje 25-hydroksy-
3.24-diepiCS. Przemiany metaboliczne 24- -
epiCS, przedstawione na rycinie 6, wskazujg na
wystepowanie réznorodnych form glikozydo-
wych i aglikonowych BR, gtéwnie 3,24-epiCS i
jego glikozydow (Hai i wspétaut. 1996).

W komorkach seradeli pastewnej egzogen-
nie wprowadzone: 24-epiCS i 24-epiBL ulegajg
epimeryzacji oraz estryfikacji w pozycji wegla
C-3. W efekcie tych przemian powstajg koniu-
gaty BR w postaci estrow kwaséw ttuszczowych

estryfikacja

3,24-diepiCS

hydroksylacja

20R-hydroksy-
-3,24-diepiCS

degradacja
tarrcucha bocznego
\ HO».

2a,3j3-dihydroksy-5a-pregnan-6,20-dion

3,24-diepiCS

3-laurynian

3-mirystynian

3-palmitynian

redukcja

2a,3(3,6p-trih)'droksy-5a-pregnan-20-on

Ryc. 6. Metabolizm 24-epikastasteronu w komdrkach seradeli pastewnej (Ornithopus sativus).
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Ryc. 7. Metabolizm 24-epibrassinolidu w komérkach seradeli pastewnej (Ornithopus sativus).

jako lauryniany, mirystyniany i palmityniany
3,24-diepiCS lub 3,24-diepiBL (ryc. 6 7). Row-
niez 24-epiCS i 24-epiBL moga czesciowo prze-
ksztatcaC sie do pregnano-metabolitow posia-
dajacych grupe ketonowg w pozycji wegla C-20.
Pierwszg reakcjg w tej przemianie jest hydro-
ksylacja powstatych diepimeréw CS i BL do
20R-hydroksy zwigzkéw, w ktorych z kolei po
degradacji tancucha bocznego powstajg preg-
nano-metabolity: 2cx,3(3-dihydroksy-5a-preg-
nan-6,20-dion i 2a,3(3-dihydroksy-B-homo-6a-
-oksa-5cc-pregnan-6,20-dion. Metabolit po-
wstaly z 24-epiCS ze wzgledu na wystepowanie
w pierscieniu B grupy ketonowej moze dodat-
kowo podlegac procesowi redukcji do 2a,33,63-
trihydroksy-5a-pregnan-20-onu (ryc. 6). Meta-
bolizm 24-epiBLw komérkach seradeli pastew-
nej (ryc. 7) jest analogiczny do przemian 24-
-epiCS, z wyjatkiem redukcji wspomnianego
pregnano-metabolitu 24-epiCS (ryc. 6) (Kolbe i

wspétaut. 1994, 1995, 1996). Poznanie produ-
ktow biotransformacji 24-epiCS i 24-epiBL sta-
nowi kolejny krok w ustaleniu kolejnych natu-
ralnie wystepujacych acylo-koniugatow BR. W
przypadku acylowych koniugatéw TE dotych-
czas poznano jedynie laurynian, mirystynian,
palmitynian, oleinian i stearynian (Asakawa i
wspotaut. 1994, 1996).

Przedstawiony metabolizm 24-epiCS i 24-
epiBL w komoérkach seradeli pastewnej wyka-
zuje pewne podobienstwo do przemian bioche-
micznych ekdysonu u owadow i skorupiakow.
W organizmach owadzich nastepuje epimeryza-
cja grupy hydroksylowej ekdysonu w pozycji
wegla C-20. Jednakze w przeciwienstwie do
zachodzacych przemian CS i BL w seradeli pa-
stewnej, owady nie tworzg estrowych koniuga-
toéw z kwasami ttuszczowymi w pozycji C-3, ale
w C-22 (Lafont i Connat 1989, Grzelak 1994).
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PODSUMOWANIE

Ogolny przebieg biosyntezy BR zostat po-
znany na poczatku lat dziewieédziesiatych, zas
szczegoOtowe szlaki wraz z alternatywnymi dro-
gami ich wytwarzania ustalono w ostatnich
dwéch latach.

Aktywnos¢ metaboliczna poszczegélnych
form strukturalnych BR zalezy przede wszy-
stkim od ich budowy chemicznej i czynnikéw
srodowiskaw jakich zyja rosliny. Najprawdopo-
dobniej przemiany metaboliczne poszczegol-
nych rodzajow BR sg uzaleznione w duzym
stopniu od taksonomii roslin uwarunkowanej
genetycznie i specyficznych nieraz kraricowo

drastycznych warunkoéw srodowiskowych ich
zycia.

Z przedstawionych danych literaturowych
wynika, ze u roslin brassinosteroidy mogg ule-
gac wielu dos¢ réznorodnym przemianom bio-
chemicznym do form bardziej lub mniej aktyw-
nych biologicznie. Okazuje sie, ze metabolizm
zwiazkéw BR niektérych roslin wykazuje cze-
Sciowe podobienstwo do przemian biochemicz-
nych ekdysteroidéw owaddéw. Zblizona struktu-
ra chemiczna BL i ekdysonu réwniez stanowi
niejako potwierdzenie jednosci Swiata roslinne-
go i zwierzecego.

BIOSYNTHESIS AND METABOLISM OF BRASSINOSTEROIDS

Summary

The general course ofthe brassinosteroids biosynthesis
in plants was recognized at the beginning ofthe 1990s while
specific routes and alternatives of their production were
determined during the last two years. High metabolic activ-
ity of particular structural forms of brassinosteroids de-
pends primarily on their chemical structure and the
environmental factors of the plants habitat. Most probably
the metabolic transformations of particular kinds ofbrassi-
nosteroids depend to a large extent on the plant taxonomy
determined genetically, as well as specific, sometimes ex-

treme, living conditions. The subject literature presented
suggests that brassinosteroids in plants may undergo many
biochemical transformations into forms with various biol-
ogical activity. It appears that the metabolism of brassinos-
teroids in some plants shows certain similarity to bio-
chemical changes of ecdysteroids in insects. A similar
chemical structure of brassinosteroids and ecdysone may
also to some extent confirm the unity of the plant and
animal world.
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