
17

âESKÁ A SLOVENSKÁ FARMACIE
Roãník LIV – âíslo 1 – LEDEN 2005

Benzylizochinolínové (BICH) alkaloidy sú ‰irokou
skupinou alkaloidov, ktoré sú tvorené rastlinami ãeºadí
Berberidaceae, Fumariaceae, Menispermaceae, Papa-
veraceae a Ranunculaceae. Podºa charakteru uhlíkatého
skeletu sa ìalej rozdeºujú na niekoºko podskupín – napr.
morfínany, sekoftalidizochinolíny, ftalydizochinolíny,
benzofenantridíny, protoberberíny, berberíny, protopíny.
Z hºadiska enzymológie ich tvorby sú najlep‰ie pre‰tu-
dované morfínany, benzofenantridíny a berberíny.
V t˘chto troch skupinách alkaloidov boli izolované
a aspoÀ ãiastoãne charakterizované v‰etky enz˘my, kto-
ré sa zúãastÀujú na ich biosyntéze.

Uhlíkov˘ skelet benzylizochinolínov˘ch alkaloidov

vzniká z dvoch molekúl tyrozínu, z ktor˘ch sa tzv. pre-
retikulínovou dráhou tvorí (S)-retikulín, ktor˘ je centrál-
nym medziproduktom v‰etk˘ch BICH alkaloidov. Win-
terstein a Trier na základe ‰truktúr alkaloidov uÏ v roku
1910 vyslovili názor, Ïe alkaloidy sú biogeneticky prí-
buzné s aminokyselinami 1). SprávnosÈ tejto teórie sa
jednoznaãne potvrdila znaãením aminokyselín izotopmi
13C, 14C, 14CH3, D, T, 15N a sledovaním inkorporácie
t˘chto rádioaktívnych prekurzorov do ‰truktúry alkaloi-
dov. Podºa pôvodnej predstavy sa skelet benzylizochino-
línov˘ch alkaloidov tvorí Picketovou-Spenglerovou
reakciou dopamínu s 3,4-dihydroxyfenylacetaldehydom.
V súlade s vysloven˘mi teoretick˘mi úvahami sa za prv˘
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SÚHRN

Enzymológia tvorby benzylizochinolínov˘ch alkaloidov

Prehºadná práca sumarizuje aktuálne poznatky o enz˘moch, zúãastÀujúcich sa tvorby benzylizochinolínov˘ch
alkaloidov. Do tejto skupiny alkaloidov patria napríklad morfín, kodeín, tebaín a sanguinarín, ktoré majú svoje
nezastupiteºné miesto vo farmaceutickej praxi. Doteraz sa ich nedarí pripraviÈ synteticky s dostatoãnou úãin-
nosÈou, a preto je ‰túdium enzymológie ich tvorby stále aktuálne. Zvlá‰tna pozornosÈ sa v práci venuje poznat-
kom o jednotliv˘ch enz˘moch na molekulárno-biologickej, resp. génovej úrovni. Práve tieto poznatky sú esen-
ciálne pre prípadné zavedenie molekulárno-biologick˘ch prístupov do ‰ºachtenia rastlín, produkujúcich
terapeuticky zaujímavé benzylizochinolínové alkaloidy.
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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.

K e y w o r d s:  benzylisoquinoline alkaloids – morphinans – benzophenanetridines – Papaver somni-
ferum L. – Eschscholtzia californica Cham.
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intermediát v biosyntéze benzylizochinolínov˘ch alkalo-
idov povaÏoval (S)-norlaudanozolín. Ako sa v‰ak ukáza-
lo neskôr, prv˘m medziproduktom s benzyl-izochinolí-
novou ‰truktúrou je norkoklaurín.

V snahe objasniÈ spôsob zabudovávania sa oboch
molekúl tyrozínu do skeletu morfínanov, infiltrovali sa
do rastliny maku siateho rádionuklidmi znaãené predpo-
kladané prekurzory. Zistilo sa, Ïe tyrozín sa inkorporuje
do oboch ãastí BICH skeletu, t. j. do benzylovej i izochí-
nolínovej ãasti 2). Molekuly dopamínu a 4-hydroxy-
fenylacetaldehydu (TYRAL), vzniknuté z tyrozínu, kon-
denzujú v prítomnosti norkoklaurínsyntázy za vzniku
(S)-norkoklaurínu, prvého intermediátu s BICH ‰truktú-
rou 3). Dopamín, aminokondenzaãná jednotka, vzniká
úãinkom polyfenoloxidázy (PPO, EC 1.14.18.1) z tyra-
mínu, ktor˘ vznikol dekarboxyláciou tyrozínu (TyrDC,
EC 4.1.1.25). Pôvod karbonylkondenzaãnej jednotky
TYRALu nie je celkom objasnen˘. MôÏe sa tvoriÈ
dekarboxyláciou z p-hydroxyfenylpyruvátu, vzniknuté-
ho transamináciou (TyrAT, EC 2.6.1.5) tyrozínu 4), alebo
aminooxidázovou aktivitou (AO, EC 1.4.3.6) z tyramí-
nu, ktor˘ je produktom dekarboxylácie tyrozínu 5). 

Dopamín a 4-hydroxyfenylacetaldehyd kondenzujú za
úãasti norkoklaurínsyntázy (EC 4.2.1.78) na trihydroxy-
benzylizochinolínov˘ alkaloid (S)-norkoklaurín. Nor-
koklaurínsyntáza bola ãiastoãne purifikovaná z maku
siateho v roku 2001 6) a bola pouÏitá na ‰túdium kinetic-
k˘ch vlastností. Samanani a Facchini 7) sériou krokov
iónov˘mennej chromatografie purifikovali do homo-
genity aj norkoklaurínsyntázu z Thalictrum flavum –
enz˘m je dimérom, zloÏen˘m z dvoch 15 kDa podjedno-
tiek a diskovou elektroforézou boli detegované jeho 
4 nábojové formy. Obidve ‰tudované norkoklaurínsyntá-
zy vykazujú pozitívnu kooperativitu medzi väzbov˘m
miestom pre 4-hydroxyfenylacetaldehyd a väzbov˘m
miestom pre dopamín. Enz˘m pracuje „izo-usporiada-
n˘m bi-uni“ mechanizmom. Najprv sa naviaÏe TYRAL
a následne aj dopamín. Pre TYRAL vykazuje hyperbo-
lickú saturaãnú kinetiku, ale pre dopamín sigmoidálnu
kinetiku, z ãoho sa dá predpokladaÈ kooperativita medzi
väzbov˘mi miestami pre dopamín oboch podjednotiek.
Enz˘my s takouto kinetikou katalyzujú regulaãné, resp.
r˘chlosÈ limitujúce kroky metabolick˘ch dráh, preto sa
predpokladá úãasÈ norkoklaurínsyntázy v kontrole „prí-
vodu“ prekurzorov do biosyntézy benzylizochinolí-
nov 7). 

Súãasná predstava biosyntézy norkoklaurínu je zná-
zornená na obrázku 1.

Biosyntéza (S)-retikulínu a morfínanov

(S)-norkoklaurín je postupne premieÀan˘ na (S)-reti-
kulín za úãasti 6-O-metyltransferázy, N-metyltransferá-
zy, na cytochróme P-450 závislej hydroxylázy a 4’-O-
metyltransferázy cez medziprodukty (S)-koklaurín,
(S)-N-metylkoklaurín a 3’-hydroxy-N-metyl-(S)-koklau-
rín.

Dostupné poznatky o 6-O-metyltransferáze (EC
2.1.1.128) pochádzajú z Coptis japonica 8) a Thalictrum
tuberosum 9). 6-O-metyltransferáza z Coptis má relatí-
vnu molekulovú hmotnosÈ (Mr) 95 kDa a je zloÏená

z dvoch podjednotiek s Mr 40 kDa. Má ‰irokú substráto-
vú ‰pecifitu, metyluje (S)-norkoklaurín, (R)-norkoklau-
rín a (R,S)-norlaudanozolín. U Thalictrum boli v cDNA
kniÏnici identifikované 4 rôzne cDNA, kódujúce 6-O-
-metyltransferázu. Ich podobnosÈ na úrovni aminokyse-
lín sa pohybovala od 93 do 99 %, ale 3’- a 5’– neprekla-
dané sekvencie sú unikátne. Predpokladá sa, Ïe podjed-
notky dimerizujú, a tak môÏu vznikaÈ 4 typy homo- a 6
typov heterodimérov. Priamy dôkaz o existencii dimérov
in vivo zatiaº ch˘ba. V‰etky diméry sa v in vitro experi-
mentoch vyznaãovali ‰irokou, ale navzájom sa odli‰ujú-
cou substrátovou ‰pecifitou, zah⁄Àajúcou jednoduché
katecholy, fenylpropanoidy a benzylizochinolíny. 
(S)-norkoklaurín akceptujú iba diméry, obsahujúce
aspoÀ jednu podjednotku OMT/1, (S)-norlaudanozolín
akceptovali diméry, obsahujúce aspoÀ jednu podjednot-
ku OMT/1 alebo OMT/2. Zaujímavé je, Ïe hoci sa
OMT/4 lí‰i od OMT/1 len jednou aminokyselinou,
homodimér zloÏen˘ z OMT/4 podjednotiek neakceptuje
ani (S)-norkoklaurín ani (S)-norlaudanozolín.

N-metyltransferáza (EC 2.1.1.140) bola izolovaná
z Berberis koetineana 10). Pomocou hydrofóbnej chroma-
tografie boli identifikované 3 izoformy s oznaãením NMT
I, NMT II a NMT III. Izoformy NMT I a NMT III majú
relatívnu molekulovú hmotnosÈ 60 kDa, NMT II 78 kDa.
V‰etky tri izoformy majú ‰irokú substrátovú ‰pecifitu. 

Premenu (S)-N-metylkoklaurínu na 3’-hydroxy-N-
metyl-(S)-koklaurín katalyzuje na cytochróme P-450
závislá hydroxyláza (EC 1.14.13.71), ktorá bola najprv
identifikovaná v Eschscholtzia californica 11). Pri jej ‰tú-

Obr. 1. Biosyntéza (S)-norkoklaurínu. 1) polyfenoloxidáza, 
2) tyrozín/DOPAdekarboxyláza, 3) transamináza, 4) amino-
oxidáza, 5) norkoklaurínsyntáza
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diu sa vychádzalo z podobnosti rastlinn˘ch na cytochró-
me P-450 závisl˘ch hydroxyláz. Pomocou PCR bol pri-
praven˘ 130 bp dlh˘ fragment, ktor˘ bol pouÏit˘ ako
sonda pri hºadaní v cDNA kniÏnici zo suspenznej kultú-
ry Eschscholtzia californica. Enzymologické vlastnosti
enz˘mu boli ‰tudované po heterológnej expresii v bun-
kách Spodoptera frugiperda. Následne bola detegovaná
aj v maku siatom 12). Uvedená hydroxyláza je vysoko
‰pecifická pre (S)-N-metylkoklaurín.

Podobne ako N-metyltransferáza, aj 4’-O-metyltran-
sferáza (EC 2.1.1. 116) bola izolovaná z Berberis koeti-
neana 13). Enz˘m má Mr 40 kDa a na rozdiel od predo-
‰l˘ch metyltransferáz má uÏ‰iu substrátovú ‰pecifitu.
Navy‰e je prísne S-stereoselektívny – akceptuje (S)-kok-
laurín, ale nie (R)-koklaurín, a 4’-OH regio‰pecifick˘. Je
kºúãov˘m enz˘mom, ktor˘ umoÏÀuje len (S)-enantiomé-
rom vstupovaÈ do ìal‰ích krokov biosyntézy. Morishige
et al. 14) osekvenovali gén pre 4’-O-metyltransferázu
z Coptis japonica a získanú sekvenciu porovnali so
sekvenciami 6-O-metyltransferázy z Thalictrum tubero-
sum 9). Zistili 35% identitu na úrovni aminokyselín.
Okrem odli‰nosti v sekvencii a substrátovej ‰pecifite sa
tieto dva enz˘my lí‰ia aj mechanizmom reakcie – 6-O-
-metyltransferáza katalyzuje reakcie mechanizmom
„ping–pong bi bi“ 8), k˘m 4’-O-metyl-transferáza „uspo-
riadan˘m bi–bi“ mechanizmom 14).

(S)-retikulín je kºúãov˘m intermediátom v biosyntéze
v‰etk˘ch benzylizochinolínov˘ch alkaloidov. V˘skyt
dvoch izomérov (R) a (S) podmieÀuje tvorbu rôznych

typov BICH alkaloidov. Z (R)-retikulínu sú odvodené
morfínany, z (S)-retikulínu vychádzajú biosyntetické
dráhy, vedúce k benzofenantridínom (sanguinarín,
makarpín), ale aj k protoberberínom a berberínom (ber-
berín, palmitín – u Berberidaceae a Ranunculaceae) 15). 

Premena (S)-retikulínu na (R)-retikulín prebieha cez
1,2 – dehydroretikulín za úãasti na NADPH závislej 1,2
– dehydroretikulín reduktázy (EC 1.5.1.27). Tento
enz˘m bol purifikovan˘ do homogenity iónov˘mennou
chromatografiou zo 4-dÀov˘ch klíãkov maku siateho
a má relatívnu molekulovú hmotnosÈ 30 kDa. Premena
prebieha cez 1,2 – dehydroretikulín, priãom je preÀ
enz˘m vysoko ‰pecifick˘ – neakceptuje ani 1,2-dehydro-
norretikulín ani 1,2-dehydrokoklaurín. Dehydroretiku-
línreduktáza bola detegovaná len v klíãkoch Papaver
somniferum a Papaver bracteatum, nie u Papaver persi-
cum ani u Papaver orcophilum, samozrejme ani
u zástupcov ãeºadí Papaveraceae, Berberidaceae
a Ranunculaceae, ktoré neprodukujú morfínany. Takisto
nebola detegovaná v in vitro kultúrach maku siateho 16). 

Kritickou reakciou v tvorbe morfínanov je vnútromo-
lekulová sekundárna cyklizácia pri premene (R)-retikulí-
nu na salutaridín. Jedná sa o vznik väzby medzi C-12
a C-13 tzv. „fenolick˘m spojením“, ãím sa tricyklick˘
retikulín transformuje na tetracyklickú bázu. Napriek
úsiliu organick˘ch chemikov sa nedarí uskutoãniÈ túto
reakciu synteticky s dostatoãnou úãinnosÈou, a preto je
farmaceutick˘ priemysel odkázan˘ na produkciu morfí-
nanov makom siatym. Reakciu katalyzuje membránovo

Obr. 2. Biosyntéza tebaínu z (S)-norkoklaurínu. 1) (S)-norkoklau-
rín-6-O-metyltransferáza, 2) koklaurín-N-metyltransferáza, 3) (S)-
N-metylkoklaurín-3’-hydro-xyláza, 4) 3’-hydroxy-N-metyl-(S)-kok-
laurín-4’-O-metyltransferáza, 5) 1,2-dehydroretikulínreduktáza, 
6) salutaridínsyntáza, 7) salutaridín-7-oxidoreduktáza, 8) saluta-
ridinol-7-O-acetyltransferáza, 9) spontánne pri pH 8,0 aÏ 9,0.

Obr. 3. Biosyntetické dráhy tvorby morfínu z tebaínu
Zúãastnené enz˘my: COR – kodeinónreduktáza, demetylázy –
zatiaº neidentifikované
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viazaná na cytochróme P-450 závislá salutaridín-
syntáza 17). Salutaridínsyntáza (EC 1.14.21.4) je vysoko
‰pecifická pre (R)-retikulín, neakceptuje (R)-norretiku-
lín, (R)-koklaurín, ani (S)-retikulín.

Zo salutaridínu za úãasti salutaridín:NADPH-7-oxido-
reduktázy (EC 1.1.1.248) redukciou vzniká zmes epi-
mérnych alkoholov (7S)-salutaridinolu a 7-epi-salutari-
dinolu. Biologicky aktívny je iba salutaridinol
v (7S)-konfigurácii, 7-epimér sa na tebaín netransformu-
je. Salutaridínoxidoreduktáza bola z 15 ‰tudovan˘ch
druhov rodu Papaver nájdená iba u Papaver somniferum
a Papaver bracteatum. Mr salutaridínoxidoreduktázy je
51 kDa 18).

Salutaridinol-7-O-acetyltransferáza (EC 2.3.1.150)
katalyzuje prenos acetylu z acetyl-koenz˘mu A na 7-OH
skupinu salutaridinolu, ãím vzniká salutaridinolacetát.
Enz˘m bol purifikovan˘ z kultúr Papaver bracteatum
a Papaver somniferum. Je to monomérny proteín a má
relatívnu molekulovú hmotnosÈ 51 kDa 19).

V slabo zásaditom prostredí sa salutaridinolacetát
spontánne premieÀa vytvorením väzby medzi C-4 a C-5
cez kyslíkov˘ mostík na tebaín, ktor˘ je prv˘m morfína-
nov˘m alkaloidom s kompletnou pentacyklickou ‰truk-
túrou. âasÈ biosyntetickej dráhy od norkoklaurínu po
tebaín je na obrázku 2. 

Z tebaínu sa cez kodeinón tvorí kodeín a následne
morfín (obr. 3). Prv˘m krokom je demetylácia tebaínu na
neopinón, resp. kodeinón, ktorí sú v ekvilibriu. Kodei-
nón je za úãasti kodeinónreduktázy (EC 1.1.1.247) pre-
mieÀan˘ na kodeín. Kodeinónreduktáza, izolovaná
z maku siateho, je monomérny enz˘m s relatívnou mole-
kulovou hmotnosÈou 35 kDa 20). Z kodeínu vzniká mor-
fín demetyláciou.

Alternatívne môÏe byÈ tebaín dvakrát demetylovan˘
cez oripavín na morfinón. Za demetylaãné kroky,
nachádzajúce sa medzi tebaínom a morfínom, sú pravde-
podobne zodpovedné na cytochróme P-450-závislé
enz˘my 21). Morfinón je redukovan˘ na morfín za úãas-
ti kodeinónreduktázy. Tá akceptuje ako substrát aj kode-
inón aj morfinón 20).

Biosyntéza benzofenantridínov˘ch 
a berberínov˘ch alkaloidov

Benzofenantridínové alkaloidy vznikajú priamo 
z (S)-retikulínu, ktor˘ je za úãasti berberín premosÈujú-
ceho enz˘mu (oficiálny názov retikulínoxidáza, EC
1.21.3.3) premieÀan˘ na (S)-skulerín. Vznik „metyléno-
vého mostíka“ sa zatiaº nepodarilo uskutoãniÈ syntetic-
k˘mi chemick˘mi metódami. Berberín premosÈujúci
enz˘m bol prv˘krát purifikovan˘ a charakterizovan˘
u Berberis beaniana 22), neskôr aj u Eschscholtzia cali-
fornica 23) a maku siateho 24).

Úãinkom cheilantifolínsyntázy (EC 1.14.21.2) sa 
10-metoxy skupina na D-kruhu (S)-skulerínu premieÀa
na metyléndioxidov˘ most, ãím vzniká (S)-cheilantifo-
lín. Uzatvorením druhého metyléndioxidového mosta na
A-kruhu (S)-cheilantifolínu za úãasti stylopínsyntázy
(EC 1.14.21.1) vzniká (S)-stylopín. Cheilantifolínsyntá-
za a stylopínsyntáza sú vysoko ‰pecifické oxidázy, závis-
lé na cytochróme P-450 25). Metyláciou (S)-stylopínu

vzniká (S)-cis-N-metylstylopín. Reakciu katalyzuje (S)-
tetrahydroprotoberberín-cis-N-metyltransferáza (EC 2.1.
1.122). Tento 39 kDa proteín bol purifikovan˘ zo San-
guinaria canadensis 26). Za nasledujúce dva kroky sú
zase zodpovedné oxidázy, závislé na cytochróme P-450.
Najprv (S)-cis-N-metylstylopínhydroxyláza (EC 1.14.
13.37) katalyzuje hydroxyláciu na C-14 za vzniku proto-
pínu 27). Potom protopín-6-hydroxyláza (EC 1.14.13.55)
katalyzuje hydroxyláciu na C-6 protopínu na 6-hydro-
xyprotopín 28). 6-hydroxyprotopín sa spontánne premie-
Àa na dihydrosanguinarín, ktor˘ uÏ má benzofenantridí-
novú ‰truktúru. Sanguinarín vzniká oxidáciou
dihydrosanguinarínu. Za túto oxidáciu je zodpovedná
dihydrobenzofenantridínoxidáza (EC 1.5.3.12), ktorá vo
svojej molekule obsahuje ako kofaktor meì a pre svoju
aktivitu vyÏaduje O2 

4).
Z Thalictrum bulgaricum boli izolované ìal‰ie dva

enz˘my, dihydrochelirubín-12-hydroxyláza (EC 1.14.
13.57) a 12-hydroxychelirubín-12-O-metyltransferáza
(EC 2.1.1.120) 29), ktoré katalyzujú posledné dva kroky
v biosyntéze makarpínu. Makarpín je najoxidovanej‰í
benzylizochinolínov˘ alkaloid v prírode.

U rastlín ãeºadí Berberidaceae a Ranunculaceae je
skulerín metylovan˘ úãinkom na S-adenozylmetioníne
závislej 9-O-metyltransferázy (EC 2.1.1.117) na (S)-tet-
rahydrokolumbarín 30), ktor˘ je ìalej premieÀan˘ kana-
dínsyntázou (EC 1.5.1.31) na (S)-kanadín 31). Následne
úãinkom kanadínoxidázy vzniká berberín 15). Biosynté-
za sanguinarínu a berberínu je uvedená na obrázku 4.

Obr. 4. Biosyntéza berberínu a sanguinarínu z (S)-retikulínu. 
1) berberín premosÈujúci enz˘m, 2) skulerín-9-O-metyltransfe-
ráza, 3) kanadínsyntáza, 4) kanadínoxidáza, 5) cheilantifolín-
syntáza, 6) stylopínsyntáza, 7) stylopín-N-metyltransferáza, 
8) N-metylstylopínhydroxyláza, 9) protopínhydroxyláza, 
10) spontánne, 11) dihydrobenzofenantridínoxidáza
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Charakterizácia enz˘mov, zúãastÀujúcich sa na tvorbe
benzylizochinolínov z hºadiska molekulárnej biológie

Z molekulárno-biologického hºadiska je z enz˘mov,
zúãastÀujúcich sa na tvorbe BICH alkaloidov najlep‰ie
pre‰tudovaná tyrozín/DOPA dekarboxyláza (TYDC).
Táto dekarboxyláza patrí do skupiny od pyridoxal-5’-
-fosfátu závisl˘ch dekarboxyláz aminokyselín. Na zákla-
de podobnosti aminokyselinov˘ch sekvencií sa skupina
rozdeºuje do ‰tyroch podskupín. Do prvej podskupiny sa
zaraìujú dekarboxylázy glycínu, do druhej dekarboxylá-
zy glutamátu, histidínu, tyrozínu a tryptofánu, do tretej
prokaryotické formy dekarboxyláz lyzínu, ornitínu
a arginínu a do ‰tvrtej eukaryotické dekarboxylázy orni-
tínu a lyzínu. Tieto ‰tyri skupiny nevykazujú navzájom
evoluãnú príbuznosÈ. V rámci druhej podskupiny, v kto-
rej sa nachádzajú dekarboxylázy, zapojené do tvorby
alkaloidov, je pravdepodobné, Ïe tieto dekarboxylázy
majú spoloãn˘ evoluãn˘ pôvod v jednom géne. Pri
porovnaní aminokyselinov˘ch sekvencií dekarboxyláz,
roztrieden˘ch podºa substrátovej ‰pecifity pre jednotlivé
aminokyseliny (Gln, His, Tyr, Trp), sa vzájomná podob-
nosÈ pohybuje medzi 50 aÏ 68 % 32).

TYDC je intenzívne ‰tudovaná v maku siatom. Najprv
boli podºa sekvencií dvoch vysoko konzervovan˘ch
domén, nájden˘ch u dekarboxyláz aromatick˘ch amino-
kyselín rôznych organizmov (Tryptofán-DC Catharant-
hus roseus, DOPA-DC Drozophila melanogaster,
DOPA-DC ãlovek) pripravené PCR primery. Tieto boli
pouÏité na prípravu DNA sondy pre skríning cDNA kniÏ-
nice zo 7-dÀov˘ch klíãkov maku. Takto bol nájden˘ klon
cTYDC 1 s neúpln˘m ãítacím rámcom. ZároveÀ sa ako
sonda pouÏil inzert z cDNA kniÏnice Catharanthus rose-
us pre tryptofán DC. Pomocou neho sa na‰li klony
cTYDC 2 a cTYDC 3. Homológia medzi cTYDC 2
a cTYDC 3 bola 90 %, ale medzi cTYDC 1 a cTYDC 2
iba 75 %. Preto bol cTYDC 1 pouÏit˘ ako sonda v genó-
movej kniÏnici maku – boli vybrané dva klony, prv˘
identick˘ s cTYDC 1 na 100 %, druh˘ na 90 % (dostal
oznaãenie gTYDC 4). Na základe podobnosti boli klony
rozdelené do dvoch podskupín: 

1) cTYDC 1 a gTYDC 4,
2) cTYDC 2 a cTYDC 3.
Ako reprezentanti jednotliv˘ch podskupín boli vybra-

né klony cTYDC 1 a cTYDC 2 a pouÏité na skríning
genómovej DNA maku, nastrihanej ‰tyrmi restrikãn˘mi
endonukleázami. S cTYDC 1 bolo získan˘ch 6–8 pozi-
tívnych pásov, s cTYDC 2 4–6 pozitívnych pásov. Z toho
je moÏné usudzovaÈ, Ïe Tyr/ DOPA DC je v maku kódo-
vaná spoloãenstvom 10–14 génov 33).

Na ‰túdium pletivovo-‰pecifickej expresie TYDC
génovej rodiny boli pouÏité in situ RNA hybridizaãné
techniky s próbami cTYDC 1 a cTYDC 2. Ukázalo sa, Ïe
TYDC expresia je obmedzená na vaskulárne pletivá
v stonke a v koreÀoch. TYDC 1 gény sú preferenãne
exprimované v koreÀoch, k˘m v stonke a ostatn˘ch
vzdu‰n˘ch orgánoch predov‰etk˘m TYDC 2 gény.
Expresia vo vaskulárnych pletivách podporuje úlohu
vaskulárnych pletív ako primárneho miesta biosyntézy
izochinolínov˘ch alkaloidov. Rozvíjajúci sa piestik
nemá TYDC transkripty. Táto skutoãnosÈ v súvislosti

s nízkou aktivitou salutaridínsyntázy umoÏÀuje predpo-
kladaÈ, Ïe alkaloidy sú syntetizované v stonke a potom sú
translokované do makovice. 

TYDC 1 gény sú exprimované predov‰etk˘m vo floé-
me v koreÀoch, kde sú hlavn˘mi alkaloidmi sanguinarín
a morfín. NeprítomnosÈ TYDC 1 a sanguinarínu v latexe
(resp. v nadzemnej ãasti) predpokladá, Ïe expresia
TYDC 1 génov je koordinovane regulovaná s in˘mi gén-
mi, ‰pecificky zahrnut˘mi do biosyntézy benzofenantri-
dínov˘ch alkaloidov. HojnosÈ morfínu v latexe a jeho
prítomnosÈ v extrakte z koreÀa súãasne s TYDC 2 tran-
skriptami predpokladá moÏnú asociáciu medzi regulá-
ciou expresie TYDC 2 a in˘mi ‰pecifick˘mi génmi bio-
syntézy morfínanov˘ch alkaloidov 34).

V roku 1996 Maldonado-Mendoza et al. 35) identifi-
kovali ìal‰ieho ãlena TYDC génovej rodiny a oznaãili
ho TYDC 5. Na úrovni aminokyselín sa podobá na
TYDC 1 na 86 %, na TYDC 2 75 %. Je preferenãne
exprimovan˘ v koreÀoch a klíãiacich semenách. Od
TYDC 1 a TYDC 2 sa TYDC 5 odli‰uje aj substrátovou
‰pecifitou. K˘m TYDC 1 a TYDC 2 uprednostÀujú
dihydroxyfenylalanín (DOPA) pred tyrozínom, TYDC 5
naopak uprednostÀuje Tyr pred DOPA.

V roku 1998 k známym TYDC génom pribudli nové
gény: TYDC 6, TYDC 7, TYDC 8 a TYDC 9 36). Na-
priek intenzívnemu ‰túdiu nemôÏe byÈ TYDC pouÏitá
ako priamy marker pri ‰túdiu biosyntézy alkaloidov,
pretoÏe TYDC je zapojená aj do in˘ch biochemick˘ch
procesov, napr. do tvorby kyseliny hydroxy‰kori-
covej 37, 38).

Enz˘m (S)-N-metylkoklaurín-3’-hydroxyláza bola
najprv pre‰tudovaná v Eschscholtzia californica 11).
Pomocou DNA blot-anal˘zy boli v maku identifikované
dva gény pre metylkoklaurínhydroxylázu. Anal˘za na
úrovni RNA v elicitovan˘ch suspenzn˘ch kultúrach uká-
zala, Ïe hladiny transkriptu sa rapídne zvy‰ujú uÏ po
‰iestich hodinách od elicitácie. Znamená to teda, Ïe
metylkoklaurínhydroxyláza je indukovateºn˘ enz˘m 12).

Prv˘m enz˘mom, ‰pecifick˘m pre biosyntézu morfína-
nov, ‰tudovan˘m na úrovni nukleov˘ch kyselín, bola
kodeinónreduktáza (COR). Na základe mikrosekvenova-
nia, PCR, reverznej PCR a blotov na genomickej DNA
autori predpokladajú existenciu COR génovej rodiny
s najmenej desiatimi ãlenmi, priãom na úrovni RNA bolo
zatiaº zisten˘ch ‰esÈ aliel, ktoré sa exprimujú v rastline
a bunkov˘ch kultúrach maku 21). Následne autori Huang
a Kutchanová 12) zistili, Ïe kodeinónreduktáza je kon‰titu-
tívnym enz˘mom (gén neodpovedá na elicitáciu zv˘‰ením
mnoÏstva cor-mRNA) a nie je teda ani limitujúcim fakto-
rom, ovplyvÀujúcim koneãné mnoÏstvo alkaloidov v ópiu.

Druh˘m ‰pecifick˘m enz˘mom pre syntézu morfínanov,
‰tudovan˘m na génovej úrovni, je salutaridinol-7-O-ace-
tyltransferáza (SalAT). Mikrosekvenovaním vyizolo-
vaného enz˘mu a následnou RACE (Rapid Amplification
of cDNA Ends) autori zistili sekvenciu cDNA. Otvoren˘
ãítací rámec je dlh˘ 1425 nukleotidov (474 AK). SalAT-
cDNA neobsahuje Ïiadny signálny peptid, ão potvrdzuje
asociáciu SalAT s cytosolovou frakciou latexu. Na základe
Southernovej hybridizácie sa predpokladá len jedna kópia
SalAT v genóme maku siateho, priãom autori nevyluãujú
existenciu 2 veºmi podobn˘ch aliel 39).
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Z biosyntetickej vetvy, vedúcej k sanguinarínu, bol na
génovej úrovni ‰tudovan˘ berberín premosÈujúci enz˘m
(BBE = berberine bridge enzyme). Facchini et al. 24) identi-
fikovali v genómovej kniÏnici maku siateho pomocou BBE
cDNA z Eschscholtzia californica tri BBE klony. Ukázalo
sa, Ïe BBE 2 a BBE 3 sú pseudogény. Pozitívnu reakciu
v Northernovej anal˘ze poskytuje iba bbe 1, a to aj vo vzor-
kách z koreÀa aj zo stonky (sanguinarín sa ale nachádza iba
v koreni). K rapídnej akumulácii BBE mRNA dochádza
v pletivov˘ch kultúrach po pôsobení fungálneho elicitora. 

Enz˘m BBE je aktívny iba vo vakuolách, akumulujú-
cich sanguinarín. Na N-konci má 50 AK dlhú sekvenciu,
ktorá je zodpovedná za jeho translokáciu najprv do ‰pe-
cifickej subdomény endoplazmatického retikula
a následne do vakuol, akumulujúcich sanguinarín. Táto
doména nevykazuje Ïiadnu sekvenãnú homológiu ani
‰trukturálnu podobnosÈ s in˘mi rastlinn˘mi signálnymi
peptidmi, resp. determinantami pre vstup do vakuol. Pre
smerovanie do endoplazmatického retikula je nepostrá-
dateºn˘ch prv˘ch 25 AK, pre lokalizáciu vo vakuolách je
esenciálny úsek medzi aminokyselinami 26 aÏ 41 40).

·túdium enzymológie tvorby BICH alkaloidov a pre-
dov‰etk˘m morfínanov je stále aktuálne, pretoÏe doteraz
je farmaceutick˘ priemysel odkázan˘ na ich produkciu
rastlinami. Napriek úsiliu organick˘ch chemikov sa ich
nedarí pripraviÈ synteticky s dostatoãnou efektivitou.
Detailné poznanie jednotliv˘ch enz˘mov na génovej
úrovni je prísºubom pre prípadné cielené zásahy do ich
expresie v zmysle zv˘‰enia produkcie terapeuticky
v˘znamn˘ch alkaloidov.
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