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Bevezetés

Eletfolyamataik optimalizalasahoz a novenyeknek
rugalmasan alkalmazkodniuk kell kdrnyezetik véltozasaihoz.
Edényes novényeknél a kulsé ingereket érzékel6 sejtek mikddéseét
kuldnb6z6 hormonok hangoljdk 06ssze, koncentracié-gradiens
kialakitasaval biztositva a megfelel6 valaszreakciot. A molekularis
genetikai ismeretek gyors gyarapodasaval ismertté valtak a novényi
hormonok hatasat kozvetit jelatviteli utak, lehetéséget teremtve a
szabalyozasi folyamatok integralt, rendszer szintl vizsgalatara.
Ennek soran egyre t0bb informaciéval rendelkezhetink a
hormonszintet és annak érzékelését meghatarozé folyamatokrol,
valamint a hormonok kélcsdnhatasairdl is.

A brasszinoszteroidokat (BR-okat: regulativ hatasu ndveényi
hidroxiszteroidokat) minddssze szik masfél évtizede soroljak a
fitohormonok k6zé. Az els6 érzékelési és hianymutansok
azonositasa lehetévé tette a novények fejlédésében jatszott
esszencialis szabalyozd szerepuk igazolasat, az altaluk kontrollalt
élettani funkciok pontos meghatarozasat. Egyértelmivé valt ennek a
hormoncsoportnak a  szikségessége a fotomorfogenezis,
sejtmegnyulas, csirazas, fertilitas és tobbféle kornyezeti
stresszhatasra adott valaszreakcié regulacidjgban. A mutansok
réevén nyilt lehetéség a BR bioszintézisben és érzékelésben
résztvevd molekularis komponensek azonositdsanak megkezdésére
is. A kezdeti eredményeket kdvetben felgyorsult kutatdsoknak
k6szbnhetéen ma ez a ndvekedést és differencialédast szabalyozo
vegyulletcsoport a noévényi hormonok egyik legrészletesebben
karakterizalt csoportjanak szamit. A jelen disszertacioban
bemutatandd vizsgalatok a BR-ok hatasspektrumanak, a
bioszintézisikben résztvevd egyes géneknek, illetve ezek
szerepének és szabalyozasanak megismeréséhez jarultak hozza.



Kutatasi hattér

A BR-okat csupan szik masfél évtizede tekintik a névényi
hormonok altalanosan elismert csoportjanak. Bar kordbban szamos
tanulmany foglalkozott szteroid tipusu vegyiletek lehetséges
szabalyoz6 szerepével ndvényi rendszerekben, amikor 1979-ben
ismertté valt az els6 BR szarmazék, a brasszinolid kémiai
szerkezete, viszonylag kevés figyelmet kapott ez az erds
novekedés-szabalyozo hatasu vegyulletcsoport.

A BR-ok kutatasanak korai szakasza az 1960-as évek
kbzepéig nyulik vissza, amikor egymastol figgetlenil az Egyesult
Allamokban és Japanban is felismerték egy ndvekedést serkents, az
auxinoktdl és gibberellinektdl kildnbdzé komponens jelenlétét pollen
extraktumokban. Az eredetileg brasszinnak elnevezett regulator
kémiai természetér6l kezdetben ellentmondasos eredmények
jelentek meg, de a megbizhaté és specifikus biologiai tesztek
kidolgozasa megteremtette az alapot a hatékony izolalasi médszerek
kialakitasahoz. Ezeknek volt kdszonhet6, hogy végul tobb mint 200
kg repce pollenbél kiindulva sikerllt masfél milligrammnyi tiszta
brasszinolidot el6allitani, és kristalyositott formajabol kémiai
strukturajat megallapitani.

Roviddel a brasszinolid felfedezését kovetéen sikerilt
megoldani e vegyullet laboratériumi szintézisét is. A hatékony
szintetikus és analitikai kémiai eljarasok kidolgozasaval lehet6vé valt
szamos novényfaj BR tartalmanak vizsgalata, aminek soran mintegy
50 kulonb6zb6 szarmazékot sikerult azonositani. Ezeknek az
analiziseknek az eredményei alapjan derult fény arra is, hogy e
vegyluletek valtozatossaga ellenére legnagyobb mennyiségben
kimutathat6é formaik valamennyi zarvatermé névényben azonosak.

A szintetikus BR formak elérhetésége lehetévé tette ezek
élettani hatasanak vizsgalatat kulséleg alkalmazott kezelések soran.
Az ismert bioldgiai tesztek alkalmazasaval meghatarozhatova valt az
egyes szarmazékok relativ  biologiai  hatdsossaga, és



azonosithatok lettek a BR molekulak effektivitasahoz sziikséges
strukturalis elemek. Masrészt igen sok - egymasnak gyakran
ellentmondd - empirikus adat kerilt kozlésre természetes, vagy
azokkal rokon szerkezetl szintetikus BR formak fiziologiai hatasairdl
kulonb6z6 novényi rendszerekben. Ezek a novekedést serkentd
hatds mellett els6sorban a stresszhatasokkal szembeni
ellenalloképesség fokozddasat mutattak, ami a mezdégazdasagi célu
alkalmazhatosag lehet6ségeinek kutatasat és kiprobalasat inditotta
el.

Az 1990-es évek koOzepeére sikerult meghatarozni a BR
bioszintézis vegtermékének szamitd brasszinolid kialakulasdhoz
vezetd legfontosabb atalakulasi lépéseket. Az egyes atalakulasokat
a viszonylag magas BR tartalmu rozsameténg (Catharanthus
roseus) sejtkulturajaban, izotdéppal jeldlt intermedierekbdl in vivo
keletkez6 szarmazékok kimutatdsaval lehetett azonositani. igy
ismertté valt, hogy a biologiailag aktiv BR-ok a nagy mennyiségben
el6forduld fitoszterolokbdl kiindulva képzédnek szamos, elsésorban
oxidativ jellegl konverzids lépést kdvetben. Felismerték azt is, hogy
a brasszinolid nem szigoruan egymast kovetd reakcidk soran jon
létre, hanem szintézise legalabb két, parhuzamosan halado
reakciolanc mentén folyhat. Az Arabidopsisnak, mint laboratoriumi
modellnévénynek az el6térbe kerulésével erre a fajra is
kiterjesztették az in vivo metabolit-konverziés vizsgalatokat. Ennek
eredményei megerésitették a bioszintézissel kapcsolatos korabbi
ismereteket, és arra utaltak, hogy ennek menete a magasabbrendi
ndvények korében alapvetben egységes lehet.

Munkank kezdetekor a BR-okat hatékony néveényi ndvekedés-
szabéalyozoknak tekintették, melyek az ismert fitohormonoknal
alacsonyabb, nM-os koncentracioban fejtik ki hatasukat. Ismert volt,
hogy valdszinileg valamennyi zarvatermd fajban el6fordulnak,
azonositottak szamos formajukat, és megoldottdk tobb BR
szarmazék kémiai szintézisét, kidolgoztak a kimutatasukhoz
szlkséges nagy érzékenységl analitikai modszereket. Sok adat allt
rendelkezésre a klls6leg alkalmazott BR kezelés élettani hatasairdl,



bar ezek mind endogén BR tartalommal rendelkezd kisérleti
rendszerekb6l szarmaztak. Es ismertek voltak a BR-ok
bioszintézisének fontosabb intermedierei és atalakulasi lépései,
valamint az is, hogy a szintézisut reakciéi a magasabbrendi
novenyek korében valdszinilleg er6sen konzervaltak.

Mindezen alapvetd ismeretek ellenére szamos alapvetd
kérdés tisztazatlan maradt. Nem volt megbizhatd adat arra
vonatkozOan, hogy a BR szabalyozas esszencialis-e a ndvények
életfolyamatai szempontjabdl, és hogy pontosan mik is azok a
biolégiai funkcidk, ezekkel kapcsolatos génmikodések, amelyeket
ezek a regulativ szteroidok befolydsolnak. Bar a BR bioszintézis
menete nagyjabol tisztazott volt, nem voltak ismertek az egyes
reakciokért felelés enzimek, valamint ezek génjei és muikodésuk
szabéalyozésa. Ismeretlen volt, hogy mi hatarozza meg a BR-ok
eloszlasat a ndvényben, és hogy milyen molekularis komponensek
vesznek reszt érzékelésiukben, hatasuk kozvetitésében. Ezen
tisztazatlan problémak kisérleti megkdzelitéséhez égetbéen szikség
volt olyan BR-deficiens mutans vonalakra, amelyekben a hormon
hianyanak kovetkezményei, illetve az ezért felelés gének
megismerhetdk, és olyan BR-inszenzitiv mutansokra is, melyek
réevén a szteroid hormon szabalyozas hianyanak kovetkezményei,
valamint a BR érzékelésért és jelatvitelért felelés komponensek
meghatarozhatok.



Kisérleti rendszerek, célkitiizések

Munkank soran a BR-ok altal regulalt folyamatok kérét, a BR
bioszintézisben résztvevé gének funkcioit, valamint muikoédésuk
szabélyozéasat kivantuk tanulmanyozni. Ehhez éppen ismertté valo
genom-szekvenciajaval és szamos elérhetd mutansparkjaval az
Arabidopsis thalina idealis kisérleti objektumnak igérkezett. A BR-ok
novényen Dbellli széllitédasat, valamint e hormonoknak a
termésfejlédésben jatszott szerepét paradicsomban vizsgaltuk.

A BR-hidnyos constitutive photomorphogenesis and dwarfism
(cpd), valamint cabbage 1 (cbbl) mutansok lehet6séget adtak a
hormonhiany fenotipikus és funkcionalis kovetkezményeinek
tiszthzasara, a BR-inszenzitiv cabbage 2 (cbb2) révén pedig a
hormon  génexpressziéra gyakorolt hatadsar6l  nyerhettiink
informaciot.

Funkciojuk ismeretében célunk volt a BR bioszintézis
kulcsenzimeit kodol6 CPD és CYP85A2 gének expresszios
szabalyozdsanak megismerése. Ehhez a direkt mRNS detektalasi
modszerek mellett olyan transzgenikus névényeket hasznaltunk,
amelyekben ezen gének promoterei a pontos lokalizalast segité -
glukuronidaz, vagy az in vivo detektalast lehetévé tevé luciferaz
riporterek kifejez6dését szabalyoztak.

Célunk volt tovabbad az eredményeink alapjan a BR
szintézishez kapcsolédd, de ismeretlen szerepli CYP90C1 és
CYP90D1 enzimek funkciojanak meghatarozdsa. Ehhez célzott
modszerrel izolalt mutansok felhasznalasa mellett elvégeztik a
bakulovirus rendszerrel rovarsejtekben kifejeztetett enzimek
reakcidinak részletes biokémiai karakterizalasat is.

Vizsgélataink a BR bioszintézis génjeinek 0sszetett és preciz
expresszi0s szabalyozottsagat mutattak, ezért tisztazni kivantuk,
hogy ez miként befolyasolhatja az altaluk kédolt enzimek Aaltal
termel6d6 hormon felhalmozédasat. Az endogén BR formak
gazkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometrids analizisével
kimutathato volt a bioszintetikus gének indukcidja és a brasszinolid
tartalom novekedeése kozti szoros kapcsolat.



Alkalmazott modszerek

Vizsgalatainkhoz féként az Arabidopsis thaliana (ludfd)
Columbia-O okotipusat, valamint ennek mutans és transzgenikus
valtozatait hasznaltuk. A névényeket Uveghazi korilmények kodzott
22+2°C hdémérsékleten a csirazastdl szamitott négy héten at
rovidnappalos (8 déra fény/16 6ra sotét), majd ezt kovetben
hosszunappalos (16 ora fény/8 dra sttét) megvilagitast alkalmazva
neveltik. A génexpresszios kisérleteket jorészt egyhetes
csirandvényeken végeztiuk, amelyeket steril korilmények kozott
Murashige-Skoog médiumon noévesztettink, 22°C hémérsékletet és
12 ora fény/1l2 O6ra soOtét megvilagitasi ciklusokat biztosito
nevelbkamraban. A  kisérleteinkhez szikséges paradicsom
novenyeket 25+2°C hémérsékletl Uveghazban, természetes
fényviszonyok mellett tartottuk fenn.

A munkéankhoz sziikséges transzgenikus névényvonalakat T-
DNS alapu binaris vektorok segitségével, Agrobacterium-medialt
génatvitellel indukalt genomi beépuléssel hoztuk létre. Az elsédleges
transzformans novények szelekcidjat és jellemzését kovetben
kivalasztott  reprezentativa egyedek vad tipussal tortént
visszakeresztezése utan ezek utddaibol a beépitett transzgénre
nézve homozigodta vonalakat izolaltunk. Az egyes BR-bioszintetikus
funkciokban sérult mutansokat a kolni Max Planck Intézet Koncz
Csaba vezette laboratoriumaban létrehozott T-DNS inszercios
mutansparkbol azonositottuk az altaluk kidolgozott PCR alapu
modszerrel. A kettés mutansokat az eredeti mutéans vonalak
keresztezéseével alakitottuk ki.

A kozvetlen génexpresszios analizisek soran az egyes
transzkriptumok stacioner mennyiségeit hasonlitottuk 6ssze. Ehhez
altalaban egyhetes csirandvényekbdl tisztitott 6ssz-RNS mintakat
vizsgaltunk Northern-blot hibridizacio, vagy félkvantitativ, reverz-
transzkripcioval  kapcsolt PCR modszer segitségével. A
génaktivitasok pontos lokalizalasahoz, illetve idébeni kdvetéséhez a
promoter régiokat Escherichia coli eredetl B-glukuronidaz, vagy
szentjanosbogarbol szarmazo luciferaz riportergénnel fuzionaltattuk,



és ezen konstrukciok kifejez6dését stabil transzgenikus
novenyekben kovettik. A glukuroniddz aktivitas eloszlasat
hisztokémiai festéssel, mértékét pedig spektrofluorimetrias méréssel
hataroztuk meg. A luciferaz aktivitasbol szarmazo lumineszcencia
intenzitasat, annak in vivo valtozasait nagy érzékenységi CCD
kameraval készitett felvételek alapjan kvantitaltuk.

A BR-szabalyozott mRNS szintek vizsgalatanal az dn.
differential display (DD RT-PCR) analizist alkalmaztuk. A
hormonkezelt és kontroll mintakban kulonb6z8 mértékben
felhalmoz6do transzkritumoknak megfeleld termékek azonositasat
kovetben ezeket izolaltuk, majd BR regulaltsagukat Northern-
hibridizaciés teszttel ellenériztik. A validalt PCR termékek
szekvenciajanak meghatarozasa utan a kivalasztott gén teljes cDNS
klonjat A fag alapu génbankbdl izolaltuk plakkhibridizacios
modszerrel.

A noévényi mintak BR tartalmat japan kollaboracios
partnereink laboratoriumaiban hataroztak meg gazkromatografiaval
kapcsolt tomegspektrometrias analizissel. A kvantitativ vizsgalatokat
deutériummal jelzett belsé standard felhasznalasaval végezték.

A BR-bioszintetikus citokrom P450-ek biokémiai
vizsgalatahoz ezek cDNS-einek kodold regidit bakulovirus alapu
vektorba klonoztuk, és az enzimeket az ezekkel fert6zott rovarsejt
kultiraban termeltettiik. Kisérleteinkhnez = spektrofotometriasan
kvantitalt P450 tartalmu tisztitott mikroszOma preparatumot
hasznaltunk. Az in vitro reakcidk soran képz&dott reakcidtermékeket
tomegspektrometrias adataik segitségével azonositottuk,
mennyisaguk alapjan pedig meghataroztuk az atalakulasi reakciok
enzimkinetikai paramétereit.



Eredmények

A jelen disszertacioban bemutatott vizsgalatok kezdetekor az
Arabidopsis extrém torpe fenotipust cpd mutansanak molekularis
genetikai karakterizalasa érdekes U eredményeket igért, megis
varatlan volt, hogy - részben ezek hatasara - egy éven belll a BR-ok
novenyi hormon jellege &ltalanosan elismertté valik, és hogy
kevesebb mint egy évtizeden belil a BR érzékelés valamennyi
fontos komponense is azonosithatd lesz. Az intenziv és jol
0sszehangolt kutatdsoknak koszonhetéen mara a BR-ok az egyik
legrészletesebben jellemzett fitohormon csoportnak tekintheték.

Munkank folyaman els6sorban a BR-ok pontos élettani
funkcidit, a bioszintézisukben résztvevé gének és termékeik
muikodését, valamint ezeknek a hormonhaztartassal valo kapcsolatat
igyekeztunk felderiteni. Az ennek soran elért f6bb eredményeink a
kovetkezOk voltak:

(1) Azonositottuk a torpeséget okoz6 cpd mutacio altal inaktivalt
gént, és meghataroztuk, hogy az altala kédolt CYP90A1 citokrom
P450-tipusu monooxigenaz a BR bioszintézis esszencialis enzime. A
hianymutans fenotipusanak részletes vizsgéalataval pontositottuk és
kib6vitettuk a BR-ok hatasspektruméara vonatkozo ismereteket,
kimutatva szerepiiket a sejtmegnyulas, fotomorfogenezis, xilém

“ sz

(2) Meghataroztuk a CPD gén aktivitasanak szervspecifikus
mintazatat, megallapitva, hogy kifejez6dése elsésorban a
differencialodo levelekre lokalizalhaté. Kimutattuk, hogy a CPD
expresszidjat a bioldgiailag aktiv BR-ok koncentraciotol fuggden, egy
transzkripciés szintl negativ visszacsatolasi mechanizmus révén
szabalyozzak.



(3) Expresszios vizsgalataink alapjan megéallapithato volt, hogy a BR
bioszintézisben résztvevé valamennyi P450 enzim génje a CPD-
éhez hasonlo végtermékgatlasos szabalyozas alatt all. Az egyes
gének hormonvalaszanak megegyezd kinetikdja és mértéke
O0sszehangolt, azonos milkodésen alapulé regulaciéra utalt. A
hormonalis kontroll fontos fiziologids szerepét jelzete, hogy
egészseges vad tipusu ndvenyekben valamennyi BR-bioszintetikus
gén mikddése részlegesen represszalt volt.

(4) A Dbiolégiailag aktiv hormon létrehozasaért felelés CYP85
enzimek génjeinek mikodésével kapcsolatban tisztaztuk, hogy
Arabidopsisban a CYP85A1 és CYP85A2 kozll a csirazast kdvetéen
csak az utébbi aktiv. Kulonb6z6 promoter-riporter fazidkat hordozo
transzgenikus novények segitségéevel feltérképeztik a két CYP85
gén mikddésének szervenkénti és szdveti eloszlasat, megallapitva,
hogy a CPD-hez hasonldéan ezek is a differenciaciés folyamatok
soran aktivalédnak. Paradicsomban a Dwarf gén kifejez6désének
vizsgalatakor az Arabidopsis CYP85 géenekéhez nagyon hasonld
fejlédési és szervspecifikus mintazatot talaltunk. Nagymeértékti Dwarf
indukciot, és ezzel parhuzamosan a biologiailag legaktivabb BR
formanak tekintett brasszinolid erételjes atmeneti felhalmozddast
észleltink a termésfejlédés soran.

(5) Arabidopsisban kimutattuk, hogy a BR bioszintézis kulcsenzimeit
kédolo CPD és CYP85A2 gének mikoddése napszakosan valtozik,
és hogy ezt a CPD esetében bizonyithatéan a belsé cirkadian ritmus
és a fényszabalyozas egyiittesen biztositja. Hullamhossz-specifikus
megvilagitassal és fotoreceptor-deficiens mutansok felhasznalasaval
meghataroztuk, hogy a fény hatasa elsédlegesen a fitokromoktdl
fuggé jelatviteli rendszerek révén érvényesuil. Megallapitottuk, hogy
a bioszintetikus gének reggeli indukciojat a ndvényekben erés,
tranziens brasszinolid felhalmozédas koveti. A CPD expresszio
fényszabalyozasa kapcsan azt is medfigyeltik, hogy a
fényviszonyok erésen befolyasoljak a gén BR represszalhatésagat.
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(6) Genetikai és biokémiai modszerekkel kimutattuk, hogy az
Arabidopsis CYP90C1 és CYP90D1 enzimei redundans szerepl
szteroid C-23 hidroxildzok. Mindkét enzim tobbféle szubsztrat
atalakitdsara is képes, és ezek hidroxilaciojat er6sen differencialt
kinetika szerint katalizaljak. A CYP90C1 és CYP90D1 szubsztrat-
preferenciai, valamint addig ismeretlen bioszintetikus intermedierek
észlelése alapjan egy olyan U0, enzimologiai adatokra alapozott
bioszintetikus sémat vezettiink le, amelyben C-23 hidroxilacios
sontok révén a BL a korabbi modellben feltételezettnél kevesebb
lépésben és hatékonyabb reakcidk soran johet létre.

(7) DD RT-PCR szilréssel azonositottuk a BR hatasra korai
valaszkent represszalodo, kitin altal indukalhaté BRH1 gént, amely
egy ismeretlen funkciéju RING-H2 proteint kodol. Mivel tdbb hasonld
szerkezeti RING-H2 E3 ubikvitin-ligaz komplexek alegysége,
feltételeztik, hogy a BRH1 a BR és patogén-figgd szignalutak
kapcsolatat biztosito ubikvitinacios szabalyozasban vehet részt.
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Fobb kovetkeztetések

A BR-ok bioszintézisében meghatarozé jelentéségiek a
citokrom P450 enzimek CYP85 és CYP90 csaladjaiba tartozo
monooxigenazok. Ezek valamennyi tagjanak kifejez6dését
veégtermeék-gatlason alapuld, a transzkripcio szintjén hatoé kontroll
szabéalyozza. Eredményeink azt mutattak, hogy a BR-bioszintetikus
gének mikodéseének ez a specifikus hormonalis szabalyozasa
fontos szerepet jatszik a fiziologias hormonszint fenntartasaban. Bar
tobb fitohormon csoport esetében leirtak bioszintézisik végtermék-
visszacsatolasos regulaciojat, a BR-ok esetében ez egyeduilalld
modon valamennyi CYP85 és CYP90 gén oOsszehangolt, azonos
mechanizmuson alapulé szabalyozasa révén valosul meg.

Vizsgélataink kimutattak, hogy mas hormonokkal ellentétben
a BR-ok elsédlegesen szintézisuk kozvetlen kozelében hatnak. Ez
kulonosen fontossa teszi a hormontermelésért felelés bioszintetikus
gének  kifejez6désének  finoman  differencialt  szerv- és
hogy a szintetikus folyamatban meghatarozé szerepli CPD és
CYP85A2 gének indukcidja idében és helyileg is egybeesik a ndvény
fontos differenciacios €s morfogenikus folyamataival. Ennek
megfeleléen erds kifejez6dés volt tapasztalhaté a csirazas és a
hipokotil-megnyulas folyaman, kifejlett novényekben pedig a
merisztémakban, valamint a kialakulo levelekben és reproduktiv
szervekben. A hormontartalom meghatarozasaval kimutathato volt,
hogy a bioszintetikus gének aktivalédasa egyitt jar a bioldgiailag
aktiv. BR formak lokélis felhalmozodasaval. A paradicsom
terméseének fejlédése soran az aktiv BR forma szintéziséért felels
enzimet kodold6 CYP85A2 gén indukcidja a hormontartalom erés
atmeneti emelkedésével jart, els6sorban a fejl6d6 magvak
koérnyezetében.

A CPD és CYP85A2 gének kifejez6désében karakteres
napszakos szabalyozas is megfigyelheté volt. A magasabb
expresszidés szintle miatt konnyebben vizsgalhaté CPD gén

12



esetében kimutattuk, hogy ezt két alapvetd tényez6: a ndvény
endogén cirkadian ritmusa, és a ciklusosan valtakozo megvilagitas
hatarozza meg. Eredményeink alapjan a fény induktiv hatasa
alapvetéen a fitokrom fotoreceptorok kdzvetitésével érvényesuil. Azt
talaltuk, hogy a reggeli indukcidt kdvetéen nagymértékben megnétt a
csirandvények brasszinolid tartalma, ami a CPD expresszio
napszakos szabalyozdsanak a hormonszintézisre gyakorolt hatasara
utalt. Ez 6sszhangban all azzal, hogy a csiranévények megnyulasa
is jellegzetes napszakos periodicitast mutat, valamint hogy a
cirkadian szabéalyozasban sérilt  mutansok novekedeési
rendellenességeket is mutatnak. Adatainkat megerésitik azok a
legfrissebb kdzlemények, amelyek a ndvekedést serkent6 hormonok
szintéziséért és érzékeléséért felelés gének koordindlt napszakos
regulacidjarol szamolnak be.

Az atfed6 bioszintetikus funkcidt ellatd6 CYP90C1 és
CYP90D1 enzimek karakterizalasa soran kimutatott Uj konverziés
lépések alapjan valdszinlsithetd volt, hogy a brasszinolid
szintézisének f6 utvonala korabban elfogadott bioszintetikus sématol
eltéréen egy C-23 hidroxilacios sonton keresztil, a klasszikus
reakcidlancnal kevesebb Iépésben valésul meg. Ezt megerdsitik a
CYP90 monooxigenazok mindegyikérél rendelkezésre allo
enzimkinetikai  adatok, a hidroxilacios sont  valamennyi
intermedierének jelenléte a noévényi mintakban, valamint az
alternativ korai C-6 oxidaciés ut ineffektivitasanak kisérletes
igazolasa a késdi C-6 oxidacioban sérult mutans Arabidopsisban.
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