Farmacie 1/05 22.12.2004 13:08 Strénka 17

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE
Roénik LIV — Cislo 1 — LEDEN 2005

ENZYMOLOGIA TVORBY BENZYLIZOCHINOLI-
NOVYCH ALKALOIDOV

BILKOVA A., BILKA F., BEZAKOVA L.

Katedra bunkovej a molekuldrnej bioldgie lieCiv Farmaceutickej fakulty Univerzity Komenského, Bratislava

SUHRN
Enzymologia tvorby benzylizochinolinovych alkaloidov

Prehladnd praca sumarizuje aktudlne poznatky o enzymoch, zicastiiujicich sa tvorby benzylizochinolinovych
alkaloidov. Do tejto skupiny alkaloidov patria napriklad morfin, kodein, tebain a sanguinarin, ktoré maja svoje
nezastupitelné miesto vo farmaceutickej praxi. Doteraz sa ich nedari pripravit synteticky s dostato¢nou u¢in-
nostou, a preto je Stidium enzymoldgie ich tvorby stile aktudlne. Zvlastna pozornost sa v prici venuje poznat-
kom o jednotlivych enzymoch na molekuldrno-biologickej, resp. génovej trovni. Prave tieto poznatky st esen-
cidlne pre pripadné zavedenie molekuldrno-biologickych pristupov do Slachtenia rastlin, produkujicich
terapeuticky zaujimavé benzylizochinolinové alkaloidy.

KTItuc¢ové slova benzylizochinolinové alkaloidy — morfinany — benzofenantridiny — Papaver somni-
ferum L. — Eschscholtzia californica Cham.

Ces. slov. Farm., 2005; 54, 17-22

SUMMARY
Enzymology of Production of Benzylisoquinoline Alkaloids

This review paper summarizes the current knowledge of enzymes participating in the production of benzyliso-
quinoline alkaloids. This group of alkaloids comprises, e.g., morphine, codeine, thebaine, and sanginarine,
which have an irreplaceable position in pharmaceutical practice. For the time being, chemists have not mana-
ged to prepare them synthetically with sufficient efficacy, and therefore the study of the enzymology of their for-
mation remains a topical problem. The paper pays particular attention to the knowledge of individual enzymes
on the molecular, or gene level. This very knowledge is essential for possible introduction of molecular-genetic
approaches to the cultivation of plants producing therapeutically interesting benzylisoquinoline alkaloids.
Key words: benzylisoquinoline alkaloids — morphinans — benzophenanetridines — Papaver somni-
ferum L. — Eschscholtzia californica Cham.
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Md

Benzylizochinolinové (BICH) alkaloidy su Sirokou
skupinou alkaloidov, ktoré si tvorené rastlinami Celadi
Berberidaceae, Fumariaceae, Menispermaceae, Papa-
veraceae a Ranunculaceae. Podla charakteru uhlikatého
skeletu sa dalej rozdeluju na niekolko podskupin — napr.
morfinany, sekoftalidizochinoliny, ftalydizochinoliny,
benzofenantridiny, protoberberiny, berberiny, protopiny.
Z hladiska enzymoldgie ich tvorby su najlepSie preStu-
dované morfinany, benzofenantridiny a berberiny.
V tychto troch skupinich alkaloidov boli izolované
a aspon Ciastocne charakterizované vSetky enzymy, kto-
ré sa zacastiiuju na ich biosyntéze.

Uhlikovy skelet benzylizochinolinovych alkaloidov

vznika z dvoch molekil tyrozinu, z ktorych sa tzv. pre-
retikulinovou dréhou tvori (S)-retikulin, ktory je central-
nym medziproduktom vSetkych BICH alkaloidov. Win-
terstein a Trier na zéklade Struktir alkaloidov uZ v roku
1910 vyslovili nazor, Ze alkaloidy st biogeneticky pri-
buzné s aminokyselinami . Spravnost tejto tedrie sa
jednoznacne potvrdila zna¢enim aminokyselin izotopmi
13C, 14C, 14CH;3, D, T, 15N a sledovanim inkorporécie
tychto radioaktivnych prekurzorov do Struktiry alkaloi-
dov. Podla povodnej predstavy sa skelet benzylizochino-
linovych alkaloidov tvori Picketovou-Spenglerovou
reakciou dopaminu s 3,4-dihydroxyfenylacetaldehydom.
V sulade s vyslovenymi teoretickymi tivahami sa za prvy
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intermedidt v biosyntéze benzylizochinolinovych alkalo-
idov povazoval (S)-norlaudanozolin. Ako sa vSak ukédza-
lo neskor, prvym medziproduktom s benzyl-izochinoli-
novou Struktdrou je norkoklaurin.

V snahe objasnit sposob zabudovdvania sa oboch
molekul tyrozinu do skeletu morfinanov, infiltrovali sa
do rastliny maku siateho rddionuklidmi znacené predpo-
kladané prekurzory. Zistilo sa, Ze tyrozin sa inkorporuje
do oboch casti BICH skeletu, t. j. do benzylovej i izochi-
nolinovej c¢asti 2). Molekuly dopaminu a 4-hydroxy-
fenylacetaldehydu (TYRAL), vzniknuté z tyrozinu, kon-
denzuji v pritomnosti norkoklaurinsyntizy za vzniku
(S)-norkoklaurinu, prvého intermediatu s BICH Struktd-
rou . Dopamin, aminokondenza¢nd jednotka, vznika
uc¢inkom polyfenoloxidazy (PPO, EC 1.14.18.1) z tyra-
minu, ktory vznikol dekarboxyldciou tyrozinu (TyrDC,
EC 4.1.1.25). Povod karbonylkondenzacnej jednotky
TYRALu nie je celkom objasneny. MdZe sa tvorit
dekarboxylaciou z p-hydroxyfenylpyruvitu, vzniknuté-
ho transamindciou (TyrAT, EC 2.6.1.5) tyrozinu %), alebo
aminooxidazovou aktivitou (AO, EC 1.4.3.6) z tyrami-
nu, ktory je produktom dekarboxylacie tyrozinu 5.

Dopamin a 4-hydroxyfenylacetaldehyd kondenzuji za
ucasti norkoklaurinsyntazy (EC 4.2.1.78) na trihydroxy-
benzylizochinolinovy alkaloid (S)-norkoklaurin. Nor-
koklaurinsyntdza bola Ciastocne purifikovand z maku
siateho v roku 2001 © a bola pouZita na $tidium kinetic-
kych vlastnosti. Samanani a Facchini 7 sériou krokov
ionovymennej chromatografie purifikovali do homo-
genity aj norkoklaurinsyntdzu z Thalictrum flavum —
enzym je dimérom, zloZenym z dvoch 15 kDa podjedno-
tiek a diskovou elektroforézou boli detegované jeho
4 nibojové formy. Obidve Studované norkoklaurinsynta-
zy vykazuju pozitivnu kooperativitu medzi vizbovym
miestom pre 4-hydroxyfenylacetaldehyd a vidzbovym
miestom pre dopamin. Enzym pracuje ,,izo-usporiada-
nym bi-uni* mechanizmom. Najprv sa naviaze TYRAL
a nasledne aj dopamin. Pre TYRAL vykazuje hyperbo-
licka satura¢nu kinetiku, ale pre dopamin sigmoidalnu
kinetiku, z ¢oho sa da predpokladat kooperativita medzi
vizbovymi miestami pre dopamin oboch podjednotiek.
Enzymy s takouto kinetikou katalyzuju regulacné, resp.
rychlost limitujice kroky metabolickych drah, preto sa
predpoklada dcast norkoklaurinsyntazy v kontrole ,,pri-
vodu* prekurzorov do biosyntézy benzylizochinoli-
nov 7.

Stcasna predstava biosyntézy norkoklaurinu je zna-
zornend na obrdzku 1.

Biosyntéza (S)-retikulinu a morfinanov

(S)-norkoklaurin je postupne premiefiany na (S)-reti-
kulin za ucasti 6-O-metyltransferazy, N-metyltransfera-
zy, na cytochrome P-450 zavislej hydroxylazy a 4’-O-
metyltransferdzy cez medziprodukty (S)-koklaurin,
(S)-N-metylkoklaurin a 3’-hydroxy-N-metyl-(S)-koklau-
rin.

Dostupné poznatky o 6-O-metyltransferdze (EC
2.1.1.128) pochéadzaju z Coptis japonica ® a Thalictrum
tuberosum 9). 6-O-metyltransferdza z Coptis m4 relati-
vnu molekulovi hmotnost (Mr) 95 kDa a je zloZeni
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Obr. 1. Biosyntéza (S)-norkoklaurinu. 1) polyfenoloxidaza,
2) tyrozin/DOPAdekarboxyldaza, 3) transamindza, 4) amino-
oxiddza, 5) norkoklaurinsyntaza

z dvoch podjednotiek s Mr 40 kDa. M4 Sirokd substrito-
va Specifitu, metyluje (S)-norkoklaurin, (R)-norkoklau-
rin a (R,S)-norlaudanozolin. U Thalictrum boli v cDNA
kniZnici identifikované 4 rdzne cDNA, kédujice 6-O-
-metyltransferdzu. Ich podobnost na trovni aminokyse-
lin sa pohybovala od 93 do 99 %, ale 3’- a 5°’— neprekla-
dané sekvencie st unikdtne. Predpoklada sa, Ze podjed-
notky dimerizuja, a tak mdZu vznikat 4 typy homo- a 6
typov heterodimérov. Priamy dokaz o existencii dimérov
in vivo zatial chyba. VSetky diméry sa v in vitro experi-
mentoch vyznacovali §irokou, ale navzdjom sa odliSujui-
cou substratovou Specifitou, zahfiiajicou jednoduché
katecholy, fenylpropanoidy a benzylizochinoliny.
(S)-norkoklaurin akceptuju iba diméry, obsahujuce
aspoii jednu podjednotku OMT/1, (S)-norlaudanozolin
akceptovali diméry, obsahujice asponl jednu podjednot-
ku OMT/1 alebo OMT/2. Zaujimavé je, Ze hoci sa
OMT/4 1i§i od OMT/1 len jednou aminokyselinou,
homodimér zlozeny z OMT/4 podjednotiek neakceptuje
ani (S)-norkoklaurin ani (§)-norlaudanozolin.
N-metyltransferaza (EC 2.1.1.140) bola izolovana
z Berberis koetineana 19). Pomocou hydrofébnej chroma-
tografie boli identifikované 3 izoformy s ozna¢enim NMT
I, NMT II a NMT III. Izoformy NMT I a NMT III maja
relativnu molekulovii hmotnost 60 kDa, NMT II 78 kDa.
VSetky tri izoformy maju Sirokd substratovia Specifitu.
Premenu (S)-N-metylkoklaurinu na 3’-hydroxy-N-
metyl-(S)-koklaurin katalyzuje na cytochréme P-450
zavisla hydroxylaza (EC 1.14.13.71), ktord bola najprv
identifikovana v Eschscholtzia californica . Pri jej $ta-
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Obr. 2. Biosyntéza tebainu z (S)-norkoklaurinu. 1) (S)-norkoklau-
rin-6-O-metyltransferdza, 2) koklaurin-N-metyltransferdza, 3) (S)-
N-metylkoklaurin-3™-hydro-xyldza, 4) 3-hydroxy-N-metyl-(S)-kok-
laurin-4’-O-metyltransferdaza, 5) 1,2-dehydroretikulinreduktdza,
6) salutaridinsyntdaza, 7) salutaridin-7-oxidoreduktdza, 8) saluta-
ridinol-7-O-acetyltransferdza, 9) spontanne pri pH 8,0 az 9,0.

diu sa vychadzalo z podobnosti rastlinnych na cytochro-
me P-450 zavislych hydroxyldz. Pomocou PCR bol pri-
praveny 130 bp dlhy fragment, ktory bol pouZity ako
sonda pri hladani v ¢cDNA kniZnici zo suspenznej kultd-
ry Eschscholtzia californica. Enzymologické vlastnosti
enzymu boli Studované po heterolognej expresii v bun-
kach Spodoptera frugiperda. Nasledne bola detegovana
aj v maku siatom !2). Uvedena hydroxyldza je vysoko
Specifickd pre (S)-N-metylkoklaurin.

Podobne ako N-metyltransferdza, aj 4’-O-metyltran-
sferaza (EC 2.1.1. 116) bola izolovana z Berberis koeti-
neana 13). Enzym ma Mr 40 kDa a na rozdiel od predo-
Slych metyltransferiz ma uZSiu substratova Specifitu.
Navyse je prisne S-stereoselektivny — akceptuje (S)-kok-
laurin, ale nie (R)-koklaurin, a 4’-OH regioS$pecificky. Je
klt¢ovym enzymom, ktory umozZiiuje len (S)-enantiomé-
rom vstupovat do dalSich krokov biosyntézy. Morishige
et al. 19 osekvenovali gén pre 4’-O-metyltransferdzu
z Coptis japonica a ziskani sekvenciu porovnali so
sekvenciami 6-O-metyltransferazy z Thalictrum tubero-
sum 9. Zistili 35% identitu na drovni aminokyselin.
Okrem odliSnosti v sekvencii a substratovej Specifite sa
tieto dva enzymy liSia aj mechanizmom reakcie — 6-O-
-metyltransferdza katalyzuje reakcie mechanizmom
,ping—pong bi bi* 8), kym 4’-O-metyl-transferdza ,,uspo-
riadanym bi-bi* mechanizmom !4,

(§)-retikulin je kIu¢ovym intermedidtom v biosyntéze
vSetkych benzylizochinolinovych alkaloidov. Vyskyt
dvoch izomérov (R) a (S) podmiefiuje tvorbu réznych

43*

Obr. 3. Biosyntetické drahy tvorby morfinu z tebainu
Zucastnené enzymy: COR — kodeinénreduktdza, demetyldzy —
zatial neidentifikované

typov BICH alkaloidov. Z (R)-retikulinu st odvodené
morfinany, z (S)-retikulinu vychéadzaju biosyntetické
drahy, vedice k benzofenantridinom (sanguinarin,
makarpin), ale aj k protoberberinom a berberinom (ber-
berin, palmitin — u Berberidaceae a Ranunculaceae) 15,

Premena (S)-retikulinu na (R)-retikulin prebieha cez
1,2 — dehydroretikulin za tc¢asti na NADPH zdvislej 1,2
— dehydroretikulin reduktizy (EC 1.5.1.27). Tento
enzym bol purifikovany do homogenity iénovymennou
chromatografiou zo 4-dilovych klickov maku siateho
a ma relativnu molekulovii hmotnost 30 kDa. Premena
prebieha cez 1,2 — dehydroretikulin, pricom je preil
enzym vysoko Specificky — neakceptuje ani 1,2-dehydro-
norretikulin ani 1,2-dehydrokoklaurin. Dehydroretiku-
linreduktaza bola detegovand len v klickoch Papaver
somniferum a Papaver bracteatum, nie u Papaver persi-
cum ani u Papaver orcophilum, samozrejme ani
u zastupcov celadi Papaveraceae, Berberidaceae
a Ranunculaceae, ktoré neprodukuju morfinany. Takisto
nebola detegovand v in vitro kultirach maku siateho 10),

Kritickou reakciou v tvorbe morfinanov je vnttromo-
lekulova sekundarna cyklizacia pri premene (R)-retikuli-
nu na salutaridin. Jednd sa o vznik vizby medzi C-12
a C-13 tzv. ,fenolickym spojenim®, ¢im sa tricyklicky
retikulin transformuje na tetracyklickd bazu. Napriek
usiliu organickych chemikov sa nedari uskutocnit tuto
reakciu synteticky s dostato¢nou tcinnostou, a preto je
farmaceuticky priemysel odkdzany na produkciu morfi-
nanov makom siatym. Reakciu katalyzuje membranovo
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viazand na cytochrome P-450 zdvisld salutaridin-
syntaza !7). Salutaridinsyntéza (EC 1.14.21.4) je vysoko
Specifickd pre (R)-retikulin, neakceptuje (R)-norretiku-
lin, (R)-koklaurin, ani (§)-retikulin.

Zo salutaridinu za ucasti salutaridin:NADPH-7-oxido-
reduktazy (EC 1.1.1.248) redukciou vznikd zmes epi-
mérnych alkoholov (75)-salutaridinolu a 7-epi-salutari-
dinolu. Biologicky aktivny je iba salutaridinol
v (7S)-konfiguracii, 7-epimér sa na tebain netransformu-
je. Salutaridinoxidoreduktidza bola z 15 Studovanych
druhov rodu Papaver najdend iba u Papaver somniferum
a Papaver bracteatum. Mr salutaridinoxidoreduktazy je
51 kDa 18).

Salutaridinol-7-O-acetyltransferiza (EC 2.3.1.150)
katalyzuje prenos acetylu z acetyl-koenzymu A na 7-OH
skupinu salutaridinolu, ¢im vznikd salutaridinolacetat.
Enzym bol purifikovany z kultir Papaver bracteatum
a Papaver somniferum. Je to monomérny protein a ma
relativnu molekulovi hmotnost 51 kDa 19).

V slabo zédsaditom prostredi sa salutaridinolacetat
spontdnne premieia vytvorenim vizby medzi C-4 a C-5
cez kyslikovy mostik na tebain, ktory je prvym morfina-
novym alkaloidom s kompletnou pentacyklickou $truk-
tarou. Cast biosyntetickej dréhy od norkoklaurinu po
tebain je na obrazku 2.

Z tebainu sa cez kodeinén tvori kodein a nasledne
morfin (obr. 3). Prvym krokom je demetyldcia tebainu na
neopinén, resp. kodeindn, ktori st v ekvilibriu. Kodei-
non je za ucasti kodeinonreduktizy (EC 1.1.1.247) pre-
miefiany na kodein. Kodeinonreduktdza, izolovand
z maku siateho, je monomérny enzym s relativnou mole-
kulovou hmotnostou 35 kDa 20), Z kodeinu vznikd mor-
fin demetyléciou.

Alternativne moZe byt tebain dvakrat demetylovany
cez oripavin na morfinén. Za demetylacné kroky,
nachadzajice sa medzi tebainom a morfinom, sd pravde-
podobne zodpovedné na cytochréme P-450-zdvislé
enzymy 2D, Morfin6n je redukovany na morfin za aas-
ti kodeinonreduktdzy. T4 akceptuje ako substrat aj kode-
inén aj morfin6n 29,

Biosyntéza benzofenantridinovych
a berberinovych alkaloidov

Benzofenantridinové alkaloidy vznikaju priamo
z (S)-retikulinu, ktory je za ucasti berberin premostuju-
ceho enzymu (oficidlny ndzov retikulinoxididza, EC
1.21.3.3) premieiany na (S)-skulerin. Vznik ,,metyléno-
vého mostika“ sa zatial nepodarilo uskutocnit syntetic-
kymi chemickymi metédami. Berberin premostujici
enzym bol prvykrat purifikovany a charakterizovany
u Berberis beaniana 22, neskor aj u Eschscholtzia cali-
fornica 23) a maku siateho 24,

Uc¢inkom cheilantifolinsyntazy (EC 1.14.21.2) sa
10-metoxy skupina na D-kruhu (S)-skulerinu premiena
na metyléndioxidovy most, ¢im vznika (S)-cheilantifo-
lin. Uzatvorenim druhého metyléndioxidového mosta na
A-kruhu (S)-cheilantifolinu za ucasti stylopinsyntazy
(EC 1.14.21.1) vznika (S)-stylopin. Cheilantifolinsynta-
za a stylopinsyntdza su vysoko Specifické oxidazy, zavis-
16 na cytochréme P-450 25). Metylaciou (S)-stylopinu

20

@

6-hydroxyprotopin

Obr. 4. Biosyntéza berberinu a sanguinarinu z (S)-retikulinu.
1) berberin premostujici enzym, 2) skulerin-9-O-metyltransfe-
raza, 3) kanadinsyntdza, 4) kanadinoxidaza, 5) cheilantifolin-
syntdza, 6) stylopinsyntdza, 7) stylopin-N-metyltransferdza,
8) N-metylstylopinhydroxyliza, 9) protopinhydroxyldza,
10) spontdnne, 11) dihydrobenzofenantridinoxiddza

vznikd (S)-cis-N-metylstylopin. Reakciu katalyzuje (S)-
tetrahydroprotoberberin-cis-N-metyltransferaza (EC 2.1.
1.122). Tento 39 kDa protein bol purifikovany zo San-
guinaria canadensis 29. Za nasledujiuce dva kroky st
zase zodpovedné oxidazy, zavislé na cytochrome P-450.
Najprv (S)-cis-N-metylstylopinhydroxylaza (EC 1.14.
13.37) katalyzuje hydroxyl4ciu na C-14 za vzniku proto-
pinu 27), Potom protopin-6-hydroxyldza (EC 1.14.13.55)
katalyzuje hydroxylaciu na C-6 protopinu na 6-hydro-
xyprotopin 28). 6-hydroxyprotopin sa spontdnne premie-
ia na dihydrosanguinarin, ktory uZ ma benzofenantridi-
novu Struktdru. Sanguinarin  vznikd oxidéiciou
dihydrosanguinarinu. Za tdto oxidéciu je zodpovedna
dihydrobenzofenantridinoxiddza (EC 1.5.3.12), ktord vo
svojej molekule obsahuje ako kofaktor med a pre svoju
aktivitu vyZaduje O, 4.

Z Thalictrum bulgaricum boli izolované dalSie dva
enzymy, dihydrochelirubin-12-hydroxylaza (EC 1.14.
13.57) a 12-hydroxychelirubin-12-O-metyltransferaza
(EC 2.1.1.120) 29), ktoré katalyzuji posledné dva kroky
v biosyntéze makarpinu. Makarpin je najoxidovane;j$i
benzylizochinolinovy alkaloid v prirode.

U rastlin Celadi Berberidaceae a Ranunculaceae je
skulerin metylovany u¢inkom na S-adenozylmetionine
zavislej 9-O-metyltransferazy (EC 2.1.1.117) na (S)-tet-
rahydrokolumbarin 30), ktory je dalej premiefiany kana-
dinsyntazou (EC 1.5.1.31) na (S)-kanadin 3D. Nasledne
G¢inkom kanadinoxidazy vznikd berberin 15). Biosynté-
za sanguinarinu a berberinu je uvedend na obrazku 4.
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Charakterizdcia enzymov, ziicastiiujicich sa na tvorbe
benzylizochinolinov z hladiska molekuldrnej biologie

7. molekuldrno-biologického hladiska je z enzymov,
zucastiiujucich sa na tvorbe BICH alkaloidov najlepSie
preStudovand tyrozin/DOPA dekarboxyldza (TYDC).
Tato dekarboxyldza patri do skupiny od pyridoxal-5’-
-fosfatu zavislych dekarboxyldz aminokyselin. Na zakla-
de podobnosti aminokyselinovych sekvencii sa skupina
rozdeluje do Styroch podskupin. Do prvej podskupiny sa
zaraduju dekarboxylazy glycinu, do druhej dekarboxyla-
zy glutamdtu, histidinu, tyrozinu a tryptofanu, do tretej
prokaryotické formy dekarboxyldz lyzinu, ornitinu
a argininu a do Stvrtej eukaryotické dekarboxyldzy orni-
tinu a lyzinu. Tieto $tyri skupiny nevykazuji navzdjom
evolu¢nu pribuznost. V ramci druhej podskupiny, v kto-
rej sa nachadzaji dekarboxyldzy, zapojené do tvorby
alkaloidov, je pravdepodobné, Ze tieto dekarboxylazy
maji spolo¢ny evoluény pdvod v jednom géne. Pri
porovnani aminokyselinovych sekvencii dekarboxylaz,
roztriedenych podla substratovej Specifity pre jednotlivé
aminokyseliny (Gln, His, Tyr, Trp), sa vzdjomna podob-
nost pohybuje medzi 50 az 68 % 32).

TYDC je intenzivne Studovand v maku siatom. Najprv
boli podla sekvencii dvoch vysoko konzervovanych
domén, ndjdenych u dekarboxyldz aromatickych amino-
kyselin roznych organizmov (Tryptofan-DC Catharant-
hus roseus, DOPA-DC Drozophila melanogaster,
DOPA-DC clovek) pripravené PCR primery. Tieto boli
pouzité na pripravu DNA sondy pre skrining cDNA kniz-
nice zo 7-dilovych kli¢kov maku. Takto bol ndjdeny klon
cTYDC 1 s netplnym c¢itacim rdmcom. Zarovenl sa ako
sonda pouZil inzert z cDNA kniZnice Catharanthus rose-
us pre tryptofan DC. Pomocou neho sa na$li klony
cTYDC 2 a cTYDC 3. Homolégia medzi cTYDC 2
a cTYDC 3 bola 90 %, ale medzi cTYDC 1 acTYDC 2
iba 75 %. Preto bol cTYDC 1 pouZity ako sonda v geno-
movej kniZnici maku — boli vybrané dva klony, prvy
identicky s cTYDC 1 na 100 %, druhy na 90 % (dostal
oznacenie gTYDC 4). Na zdklade podobnosti boli klony
rozdelené do dvoch podskupin:

1) cTYDC 1 a gTYDC 4,

2) cTYDC 2 a cTYDC 3.

Ako reprezentanti jednotlivych podskupin boli vybra-
né klony cTYDC 1 a cTYDC 2 a pouzité na skrining
genémovej DNA maku, nastrihanej $tyrmi restrikénymi
endonukledzami. S cTYDC 1 bolo ziskanych 6-8 pozi-
tivnych pasov, s cTYDC 2 4-6 pozitivnych pasov. Z toho
je mozné usudzovat, Ze Tyr/ DOPA DC je v maku kédo-
vana spolo¢enstvom 10-14 génov 33,

Na Studium pletivovo-Specifickej expresie TYDC
génovej rodiny boli pouZité in situ RNA hybridizacné
techniky s probami cTYDC 1 a cTYDC 2. Ukézalo sa, Ze
TYDC expresia je obmedzend na vaskuldrne pletiva
v stonke a v korefloch. TYDC 1 gény su preferen¢ne
exprimované v korefioch, kym v stonke a ostatnych
vzdu$nych orgénoch predovSetkym TYDC 2 gény.
Expresia vo vaskuldrnych pletivich podporuje tlohu
vaskuldrnych pletiv ako primdrneho miesta biosyntézy
izochinolinovych alkaloidov. Rozvijajici sa piestik
nemd TYDC transkripty. Tato skutocnost v savislosti
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s nizkou aktivitou salutaridinsyntdzy umoziuje predpo-
kladat, Ze alkaloidy su syntetizované v stonke a potom st
translokované do makovice.

TYDC 1 gény su exprimované predovSetkym vo floé-
me v koretioch, kde st hlavnymi alkaloidmi sanguinarin
a morfin. Nepritomnost TYDC 1 a sanguinarinu v latexe
(resp. v nadzemnej Casti) predpokladd, Ze expresia
TYDC 1 génov je koordinovane regulovand s inymi gén-
mi, Specificky zahrnutymi do biosyntézy benzofenantri-
dinovych alkaloidov. Hojnost morfinu v latexe a jeho
pritomnost v extrakte z korefia sic¢asne s TYDC 2 tran-
skriptami predpokladd mozna asociiciu medzi reguld-
ciou expresie TYDC 2 a inymi Specifickymi génmi bio-
syntézy morfinanovych alkaloidov 34).

V roku 1996 Maldonado-Mendoza et al. 35 identifi-
kovali dalSieho ¢lena TYDC génovej rodiny a oznacili
ho TYDC 5. Na trovni aminokyselin sa podobad na
TYDC 1 na 86 %, na TYDC 2 75 %. Je preferencne
exprimovany v korefioch a kli¢iacich semendch. Od
TYDC 1 aTYDC 2 sa TYDC 5 odliSuje aj substratovou
$pecifitou. Kym TYDC 1 a TYDC 2 uprednostiiuji
dihydroxyfenylalanin (DOPA) pred tyrozinom, TYDC 5
naopak uprednostiiuje Tyr pred DOPA.

V roku 1998 k zndmym TYDC génom pribudli nové
gény: TYDC 6, TYDC 7, TYDC 8 a TYDC 9 30). Na-
priek intenzivnemu $tidiu nemodZze byt TYDC pouZita
ako priamy marker pri Stidiu biosyntézy alkaloidov,
pretoZze TYDC je zapojend aj do inych biochemickych
procesov, napr. do tvorby kyseliny hydroxyskori-
covej 37:38),

Enzym (S)-N-metylkoklaurin-3’-hydroxyldza bola
najprv prestudovand v Eschscholtzia californica V.
Pomocou DNA blot-analyzy boli v maku identifikované
dva gény pre metylkoklaurinhydroxyldzu. Analyza na
urovni RNA v elicitovanych suspenznych kultdrach uka-
zala, Ze hladiny transkriptu sa rapidne zvySuji uZ po
Siestich hodinach od elicitacie. Znamena to teda, Ze
metylkoklaurinhydroxyléza je indukovatelny enzym 12).

Prvym enzymom, $pecifickym pre biosyntézu morfina-
nov, Studovanym na turovni nukleovych kyselin, bola
kodeinénreduktdza (COR). Na zdklade mikrosekvenova-
nia, PCR, reverznej PCR a blotov na genomickej DNA
autori predpokladaju existenciu COR génovej rodiny
s najmenej desiatimi ¢lenmi, priCom na trovni RNA bolo
zatial zistenych Sest aliel, ktoré sa exprimujt v rastline
a bunkovych kultirach maku 2. Nasledne autori Huang
a Kutchanova 12 zistili, Ze kodeinénreduktaza je konstitu-
tivnym enzymom (gén neodpoveda na eliciticiu zvySenim
mnoZstva cor-mRNA) a nie je teda ani limitujicim fakto-
rom, ovplyviiujicim kone¢né mnoZzstvo alkaloidov v 6piu.

Druhym Specifickym enzymom pre syntézu morfinanov,
Studovanym na génovej trovni, je salutaridinol-7-O-ace-
tyltransferdza (SalAT). Mikrosekvenovanim vyizolo-
vaného enzymu a naslednou RACE (Rapid Amplification
of cDNA Ends) autori zistili sekvenciu cDNA. Otvoreny
Citaci ramec je dlhy 1425 nukleotidov (474 AK). SalAT-
cDNA neobsahuje Ziadny signdlny peptid, ¢o potvrdzuje
asocidciu SalAT s cytosolovou frakciou latexu. Na ziklade
Southernovej hybridizacie sa predpoklada len jedna képia
SalAT v genéme maku siateho, pricom autori nevylucuji
existenciu 2 velmi podobnych aliel 39).
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Z biosyntetickej vetvy, vedicej k sanguinarinu, bol na
génovej urovni Studovany berberin premostujici enzym
(BBE = berberine bridge enzyme). Facchini et al. 24 identi-
fikovali v genémovej kniZnici maku siateho pomocou BBE
c¢DNA z Eschscholtzia californica tri BBE klony. Ukazalo
sa, Zze BBE 2 a BBE 3 su pseudogény. Pozitivnu reakciu
v Northernovej analyze poskytuje iba bbe 1, a to aj vo vzor-
kéch z korenia aj zo stonky (sanguinarin sa ale nachidza iba
v koreni). K rapidnej akumulicii BBE mRNA dochidza
v pletivovych kultirach po pdsobeni fungalneho elicitora.

Enzym BBE je aktivny iba vo vakuoldch, akumulujt-
cich sanguinarin. Na N-konci mé4 50 AK dlhu sekvenciu,
ktora je zodpovednd za jeho translokéciu najprv do Spe-
cifickej subdomény endoplazmatického retikula
a nasledne do vakuol, akumulujtcich sanguinarin. Tato
doména nevykazuje Ziadnu sekvencnd homoldgiu ani
Strukturdlnu podobnost s inymi rastlinnymi signdlnymi
peptidmi, resp. determinantami pre vstup do vakuol. Pre
smerovanie do endoplazmatického retikula je nepostra-
dateInych prvych 25 AK, pre lokalizaciu vo vakuolédch je
esencidlny tisek medzi aminokyselinami 26 az 41 40,

Stiidium enzymolégie tvorby BICH alkaloidov a pre-
dovSetkym morfinanov je stdle aktudlne, pretoZe doteraz
je farmaceuticky priemysel odkdzany na ich produkciu
rastlinami. Napriek usiliu organickych chemikov sa ich
nedari pripravit synteticky s dostato¢nou efektivitou.
Detailné poznanie jednotlivych enzymov na génovej
drovni je prisfTubom pre pripadné cielené zasahy do ich
expresie v zmysle zvySenia produkcie terapeuticky
vyznamnych alkaloidov.
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Omluva

V préci autori Stankovi¢ovd M., Straska L., Bezakova 7., Rencova
M.: Adsorpcia latok na aktivne uhlie 1. Cast: Bazické estery kyseliny
fenylkarbdmovej s lokdlnoanestetickym t¢inkom (Ces. slov. Farm.,
2004; 53, 304-309) byl v tabulce 1 na starné 306 uveden nespravny
vzorec. Uvadime spravny vzorec a autorim ¢lanku se omlouvame.
(heg)
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