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1. Úvod

Alkaloidy rastliny maku, Papaver somniferum L., pat-
riado skupiny benzylizochinolínových (BICH) alkaloidov.
Podlá charakteru uhlíkatého skeletu sa benzylizochinolíno-
vé alkaloidy rozdelujú do niekofkých podkupín. V rastline
maku sú přítomné morfínany (morfín, tebaín, kódem), se-
koftalydizochinolíny (narceín, nornarceín, narceínimid),
ftalydizochinolíny (narkotín, narkotolín), benzyltetrahy-
droizochinolíny (retikulín, laudanozolín, kodamín, tetrahy-
dropapaverín), aromatické benzylizochinolíny (papaverín,
pakodín) a benzofenantridíny (sanguinarín).

Uhlíkový skelet alkaloidov rastliny maku vzniká z dvoch
molekul tyrozínu1'2. Z dvoch molekul tyrozínu sa tzv.
pre-retikulínovou dráhou tvoří (5>retikulín, ktorý je cen-
trálnym medziproduktom tvorby všetkých benzylizochi-
nolínových alkaloidov.

2. Biosyntéza primárných prekurzorov
benzylizochinolínového skeletu

Podlá póvodnej představy Wintersteina a Triera z roku
1910 sa skelet benzylizochinolínových (BICH) alkaloidov
tvoří Pickettovou-Spencerovou kondenzáciou dopamínu
s 3,4-dihydroxyfenylacetaldehydom (dopal). Podlá tejto
představy prvým medziproduktom s BICH strukturou je
norlaudanozolín (tetrahydroxylovaný BICH). Povodně sa
předpokládalo, že norlaudanozolín je medziproduktom aj
tvorby morfínanov .

V snahe objasnit' spósob zabudovávania sa oboch mo-
lekul tyrozínu do skeletu morfínanov, infiltrovali sa do
rastliny maku rádionuklidmi značené předpokládané pre-
kurzory. V případe tyrozínu sa zistilo, že sa inkorporuje do
oboch častí BICH skeletu, t.j. do benzylovej i do izochino-
línovej časti4"6. V případe tyramínu sa ukázalo, že iba
izochinolínová časť BICH skeletu morfínanov bola rádio-
nuklidmi značená, t.j. tyramín nie je prekurzorom benzylo-
vej časti BICH6'7. Rovnaké výsledky sa získali aj pri apli-
kácii rádionuklidom značenej dopy (3,4-dihydroxyfeny-
lalanín) resp. dopamínu (3,4-dihydroxyfenyletylamín)1.
Tieto výsledky naznačili, že tyramín sa v rastline maku
neoxiduje aminoxidázou na 4-hydroxyfenylacetaldehyd
(týral), ako sa to pozorovalo v buňkových kulturách Ber-
beris canadensis%. Z hladiska formovania představy o pre-
-retikulínovej dráhe, boli cenné tie výsledky, ktoré sa po-
zorovali pri inkorporácii norkoklaurínu a koklaurínu do
struktury morfínu. Vysoká účinnost' inkorporácie týchto
prekurzorov do morfínu ukázala, že nie tetrahydroxylova-
ný norlaudanozolín ale trihydroxylovaný norkoklaurín je
prvým medziproduktom pre-retikulínovej dráhy s BICH
strukturou. To ale znamená, že karbonyl-kondenzačnou
jednotkou nie je dopal ale týral. Keďže sa značený tyramín
zabudoval len do izochinolínového segmentu alkaloidov
rastliny maku, teda v rastline maku nie je přítomná amin-
oxidázová aktivita, potom je póvod týralu otvorený. Súčas-
ne sa předpokládá, že týral sa móže tvoriť dekarboxyláciou
p-hydroxyfenylpyruvátu, ktorý vzniká z tyrozínu transami-
náciou8. Předpokládané metabolické vzťahy na rozhraní de
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novo tvorby tyrozínu a biosyntézy norkolaurínu znázorňuje
obr. 1.

Transamináza, dekarboxyláza a fenoloxidáza boli prvé
enzymy, ktoré sa v rastline maku sledovali vo vzťahu
k tvorbě morfínových alkaloidov9. Neskór sa tieto enzymy
dokázali aj v izolovanom latexe maku .

Schopnost' fenoloxidázy z maku hydroxylovať tyrozín
na dopu pozoroval aj Asghar a Siddiqi15. Imobilizované
buňky rastliny maku si uchovávali tyrozín/dopa-dekarbo-
xylázovú aktivitu v priebehu niekol'kých mesiacov16.

Enzymy zúčastňujúce sa přeměny tyrozínu na dopu
a týral sa v rastline maku dokázali a čiastočne charakteri-

zovali. Z nich sa zatial' ani jeden neizoloval v homogénnej
formě a nehodnotili sa ich molekulové parametre17. Mole-
kulová analýza spoločenstva génov pre tyrozín/dopa-de-
karboxylázu sa začala v roku 1994.

Pri porovnávaní primárných struktur dekarboxyláz aro-
matických aminokyselin sa zistili dve sekvenčně konzer-
vované segmenty v polypeptidovom reťazci dekarboxyláz.
Pomocou týchto segmentov sa připravili polymerázovou
reťazovou reakciou (PCR) primery pre amplifikáciu seg-
mentu genómovej DNA maku ajedného inzertu autentickej
tryptofándekarboxylázy (TDC) z Catharanthus roseus^.
PCR produkty a inzerty sa použili ako sondy do cDNA

Obr. 1. Enzymy v biosyntéze norkoklaurínu v rastlinách tvoriacich BICH alkaloidy. Fenoloxidáza (1), dekarboxyláza (2),
transamináza (3), amínoxidáza (4), norkoklaurínsyntáza (5)
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(komplementárna DNA vznikajúca reverznou transkrip-
ciou mediátorovej RNA) knižnice klíčnej rastliny maku.
Takto sa zistili tri cDNA pre tyrozín/dopa-dekarboxylázu
(dve cDNA - cTyDC3, cTyDC2 s použitím TDC inzertu
a jedna cDNA - cTyDC3 pomocou PCR produktov. Hod-
notením genómovej knižnice maku s cTyDC 1 sa identifi-
kovali dva genómové klony - gTyDCl a gTyDC4. Primár-
ná struktura gTyDC I bolarovnakáakocTyDCl a primárná
struktura gTyDC4 bola na 90 % identická s cTyDCl. Na
základe sekvenčnej příbuznosti sa geny pre tyrozín/dopa-
dekarboxylázu rastliny maku rozdělili do dvoch podskupin:
cTyDC 1, gTyDC4 a TyDC2, cTyDC3. V rámci podskupin
je sekvenčná homológia 90 % a medzi podskupinami je
menej než 75 % homológia. Klony cTyDCl a cTyDC2
(reprezentanti oboch podskupin) sa použili na skríning
restrikčných fragmentov genómovej DNA maku. Pre frag-
mentáciu DNA sa použili štyri restrikčné endonukleázy.
V každom súbore sa identifikovalo 6-8 pozitívnych pásov
s cTyDCl a s cTyDC2 4-6 pozitívnych pásov, t.j. tyrozín/
dopa-dekarboxyláza v rastline maku sa zdá byť kódova-
ná spoločenstvom 10 až 14 génov. Po expresii gTyDCl
a cTyDC2 v E. coli příslušné enzymy vykazovali vysokú
špecifitu pre tyrozín a dopu. Fenylalanín a tryptofán ne-
slúžili ako substrát pre tieto enzymy19. RNA blot-hybridi-
začnou analýzou s cTyDC 1 a cTyDC2 sa sledovala orgáno-
vo-špecifická expresia génov tyrozín/dopa-dekarboxylázy.
TyDCl - podobné transkripty sa primárné exprimovali
v kořeni a transkripty TyDC2 v kořeni a stonke . V ostat-
ných sledovaných orgánoch rastliny maku (kořene, stonky,
listy, květné lupienky, kališné listy, piestik, tyčinky) bola
expresia týchto génov pozoruhodné nízká. Vo vyvíjajúcej
sa makovici sa TyDCl a TyDC2 transkripty identifikovali
len do stádia oplodnenia. V rastúcich makoviciach sa trans-
kripty týchto génov nedetekovali.

Obsah morfínu sa v latexe rastúcich a dozrievajúcich
makovic zvyšuje. Hladina tyrozínu v latexe z týchto mako-
vic je relativné nízká, kým obsah tyramínu a najma dopy
koreluje s obsahom morfínu. Či sa morfín tvoří de novo
v makoviciach alebo sa translokuje z iných častí rastliny
zostáva otvorenou otázkou, rovnako ako póvod tyramínu
(dopy) v latexe makovic.

Další člen - TyDC5 - genového spoločenstva pre ty-
rozín/dopa-dekarboxylázu sa izoloval z genómovej knižni-
ce rastliny maku21. Kódujúca oblast' TyDC5 sa exprimuje
převážné v kořeni a v klíčnej rastline maku. Expresia tohto
klonu v latexe a v in vitro kulturách maku bola sotva
detegovatelYiá. Orgánovo specifická expresia TyDC5 a jej
primárná struktura je podobná klonu TyDCl .

3. Biosyntéza (S)-retikulínu

Retikulín je Mlíčovým intermediátom v biosyntéze
všetkých benzylizochinolínových báz. Výskyt dvoch izo-
mérov (R) a (S) podmieňuje tvorbu strukturné roznych
typov benzylizochinolínových alkaloidov.

Biosyntéza (S>retikulínu z dopamínu a týralu je kata-
lyzovaná sekvenciou piatich enzymových reakcií (obr. 2).
Keďže pre-retikulínová dráha je spoločná pre tvorbu róz-
nych strukturných typov BICH alkaloidov, mohli sapoužiť
rózne druhy rastlín a ich in vitro kultury na identifikáciu
jednotlivých enzýmov pre-retikulínovej dráhy.

Objasnenie biogenetickej příbuznosti koklaurínu a retiku-
línu málo za následok revíziu póvodnej norlaudanozolíno-
vej pre-retikulínovej dráhy. Tri enzymy v tvorbě retikulínu
sa následné přeměňovali, a to (^-norlaudanozolínsyntáza
na (S)-norkoklaurínsyntázu, (/?),(5')-norlaudanozolín-6-O-
-metyltransferáza na (.S^-norkoklaurín-ó-O-metyltransferá-
zu a norretikulín-N-metyltransferáza na (5')-koklaurín-N-
-metyltransferázu""-. Donorom metylovej skupiny u týchto
metyltransferáz je S-adenozylmetionín.

( 5 ) - N o r k o k l a u r í n s y n t á z a

Je prvým enzýmom pre-retikulínovej dráhy a katalyzuje
stereošpecifickú kondenzáciu dopamínu s tyralom (p-OH-
-fenylacetaldehydom). (S)-Norkoklaurínsyntáza sa izolo-
vala a parciálně purifikovala z buňkových kultur Esch-
scholtzia tenuifolicr ' . (5)-Norkoklaurínsyntáza je cy-
tozolový enzym s relativnou molekulovou hmotnosťou
16 000. Hodnoty Michaelisovej konstanty - Km pre dopa-
mín a týral sú 1,5 mM a 0,9 mM (0,7 mM). pH optimum pre
týral je mierne posunuté do kyslej oblasti (pH - 7,4) oproti
pH optimu pre dopal (pH - 7,8). Enzym je vysoko specific-
ký pre />OH-fenylacetaldehyd, pričom strukturné velmi
blízky fenylpyruvát ako substrát neakceptuje. Diskovou
elektroforézou a izoelektrickou fokusáciou 40-krát purifi-
kovaného enzymového preparátu z buňkových kultur E. te-
nuifolia sa identifikovali štyri izoenzýmové formy (S)-
-norkoklaurínsyntázy.

( S ) - N o r k o k l a u r í n - 6 - O - m e t y l t r a n s f e r á z a

Druhý enzym pre-retikulínovej dráhy katalyzuje tvorbu
koklaurínu (6-O-metylnorkoklaurínu). Tento enzym sa izo-
loval a purifikoval zo suspenzných kultur Argemone platy-
ceras . 6-O-Metyltransferáza je cytozolový enzym s rela-
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tívnou molekulovou hmotnosťou 47 000. Pre katalyticky
účinok enzymu je esenciálna SH-skupina.

( S ) - K o k l a u r í n - N - m e t y l t r a n s f e r á z a

N-Metylačná aktivita (S)-koklaurín-N-metyltransferá-
zy sa testovala na preparátoch volných buniek z viac ako
páťdesiatich buňkových kultur rastlín produkujúcich BICH
alkaloidy. Aby sa vylúčili interferencie s O-metylačnými
enzýmami. použil sa ako substrát tetrahydropapaverín26.
Parciálně purifikový enzym sa získal z buňkových kultur
Berberis vulgaris. Je to solubilný enzym s relativnou mo-
lekulovou hmotnosťou 68 000. Ako substrát akceptuje len

Obr. 2. Biosyntetická dráha tvorby (S)-retikulínu

tetrahydroizochinolínové alkaloidy. Km hodnota pre (R)-
-tetrahydropapaverín je 0,2 mM a pre (S)-tetrahydropapa-
verín je 0,03 mM.

F e n o l o x i d á z a

Predposledným krokom v biosyntéze (S^-retikulínu je
hydroxylácia na 3'-uhlíku benzylového kruhu. Táto hy-
droxylácia je katalyzovaná askorbát-dependentnou fenol-
oxidázou22. Homogénny enzymový preparát sa získal
z buňkových kultur Berberis stolonifera. Dimér fenol-
oxidázy (rel. mol. hmot. 60 000) je zložený z dvoch iden-
tických podjednotiek (36 000). Tento enzym má širokú
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substrátovú špecifitu. Purifikovaná fenoloxidáza s rovna-
kou účinnostem hydroxyluje (R)-, (S)-koklaurín, (/?)-, (S)-
-N-metylkoklaurín, tyrozín a tyramín. Tieto výsledky na-
značujú, že rovnaký enzym hydroxyluje tyrozín. tyramín
a N-metylkoklaurín. Fenoloxidáza je lokalizovaná v mem-
bráně plastidov vo fotosyntetických a nefotosyntetických
pletivách vyšších rastlín27. Enzym je kódovaný jádrovou
DNA.

lekulová hmotnost' enzymu (40 000) sa stanovila SDS
elektroforézou. 4'-O-Metyltransferáza je stabilný enzym
pri -20 °C. Svoju aktivitu 6-O-metyltransferáza stráca
v priebehu troch mesiacov. Enzym je spatné inhibovaný
(S)-retikulínom a inými alkaloidmi.

4. Konverzia (S)-retikulínu na (J?)-retikulín

3 ' - H y d r o x y - N - m e t y l - ( S ) - r e t i k u l í n - 4 ' - Produktem pre-retikulínovej biosyntetickej dráhy je (S)-
- O - m e t y l t r a n s f e r á z a -izomér retikulínu. Stereochémia prirodzeného (S)-retiku-

línu nekoresponduje s konfiguráciou morfínových alkalo-
Posledný krok v (5)-retikulínovej biosyntéze katalyzuje idov. V snahe zistiť, ktorý izomér retikulínu je prekurzorom

4'-O-metyltransferáza (S-adenozyl-L-metionín:3'-hydro- morfínu, infiltrovali sa oba enantioméry do rastliny maku
xy-N-metyl-(S)-koklaurín-4'-O-metyltransferáza). Tento S- zvlášť. Do struktury tebaínu sa oba enantioméry inkor-
-adenozyl-špecifický enzym sa pozoroval v buňkových pórovali rovnakým dielom. Experimenty s retikulínom zna-
kultúrach odvodených z 36 druhov rastlín zo štyroch rast- čeným H na C-1 a C v ďalšej pozícii ukázali, že jeho
linných čeladí . V purifikovanom enzýmovom preparáte inkorporácia do tebaínu nebolasprevádzanápoklesom C
z buňkových kultur Berberis koetineana sa identifikovali radioaktivity, ale výraznou stratoutrícia z C-l (cit. ). Strata
dva proteiny, jeden s 4'-O-metylačnou a druhý s 6-0-me- radioaktivity a změna konfigurácie na C-l sa vysvětlila
tylačnou aktivitou. Kinetické hodnoty 4'-O-metyltransfe- existenciou 1,2-dehydroretikulínového iónu. 1,2-Dehydro-
rázy je možné stanoviť s 3'-hydroxymetylkoklaurínom ako retikulínový ión sa neskor dokázal ako prirodzený produkt
substrátom bez vedl'ajšej interferencie 6-O-metyltransferá- v rastline maku siateho.
zovej aktivity. 4'-O-Metyltransferáza je (S)-stereošpeci- Enzym schopný katalyzovať dehydrogenáciu H zna-
ťický a 4'-OH regionálně specifický enzym. Relativná mo- čeného (5)-retikulínu bol izolovaný a purifikovaný z Ber-

Obr. 3. Konverzia (S)-retikulínu na (/?)-retikulín

Obr. 4. Mezomérne radikály benzyltetrahydroizochinolínu
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beris a Papaver somniferum. Enzym je stereošpecifický pre
substrát s (S)-konfiguráciou a je identický s (5)-tetrahydro-
protoberberínoxidázou.

1 . 2 - D e h y d r o r e t i k u l í n r e d u k t á z a

Redukciu 1,2-dehydroretikuIínového iónu na (/?)-reti-
kulín katalyzuje NADPH-dependentnou 1.2-dehydroreti-
kulfnreduktázou" (obr. 3). Štandartné stanovenie 1,2-de-
hydroretikulínreduktázy je založené na báze rozpustnosti
(7?)-retikulínu a nerozpustnosti 1,2-dehydroretikulínu v or-
ganických rozpúšťadlách. Aktivita 1,2-dehydroretikulínre-
duktázy bola preukázaná len v rastlinách produkujúcich
morfínové alkaloidy. Retikulínreduktáza je rozpustný pro-
tein s relativnou molekulovou hmotnosťou 30 000. Km

Obr. 5. Biosyntetická dráha tvorby tebaínu z (7?)-retikuIínu

hodnoty pre 1.2-dehydroretikulfn a NADPH sú 10 nM resp.
7 \iM. 1,2-Dehydronorretikulín alebo 1,2-dehydrokok-
laurín neslúžili ako substráty pre 1,2-dehydroretikulínre-
duktázu.

5. Biosyntéza tebaínu z (/?)-retikuIínu

Princip oxidačného fenolického spájania popísali Bar-
toň a Cohen . Stratou elektronu vytvára fenolátový ión
niekol'ko mezomérnych radikálov - na samotnom kyslfko-
vom atome a na uhlíkovom kruhu v orto alebo para pozícii
ku kyslíku. V molekule retikulínu je každý z dvoch ary-
lových cyklov schopný vytvárať fenoxy radikály (obr. 4).
Spájanie radikálov móže prebehnúť intermolekulárnym
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mechanizmom s druhou molekulou (napr. pri tvorbě bis-
benzylizochinolínov) alebo intramolekulárne. Intramole-
kulárnym radikálovým spájaním v benzylizochinolínovom
skelete vznikne nová C-C vazba v orto alebo para pozí-
ciách v závislosti od polohy vol'nej OH skupiny na oboch
arylových cykloch. Fenolickým spájaním sa tricyklický
retikulín transformuje na tetracyklickú bázu. (7?)-Retikulín
sa transformuje na tebaín katalytickým účinkom troch en-
zýmov (obr. 5).

S a l u t a r i d í n s y n t á z a

Přeměnu (7?)-retikulínu na salutaridín katalyzuje salu-
taridínsyntáza3 '. Enzym polohovo- a stereoselektívne kata-
lyzuje o'-p oxidatívne spájanie v molekule (/?)-retikulínu
Aktivita enzymu bola stanovená rádioimunologicky, HPLC
a rádiochromatografiou na tenkej vrstvě s použitím (7?)-[N-
-14CH3]-retikulínu ako substrátu. Salutaridínsyntáza je mi-
krozomálny protein. Mikrozomálnafrakcia bola připravená
z pletiv a suspenzných kultur Papaver somniferum, ktoré
akumulujú tebaín len v malom množstve. Pre aktivitu en-
zymu sú esenciálně NADPH a O2. Km hodnoty boli určené
pre GR)-retikulín 17 nM a pre NADPH 150 \M. Najvyšie
enzymové aktivity sa stanovili vo výhonkoch a listoch
trojmesačných rastlín maku. Salutaridínsyntáza sa neiden-
tifikovala v latexe maku a ani v buňkových kulturách rastlín
produkujúcich signifikantně množstvo BICH alkaloidov.
Salutaridínsyntázaje NADPH-, kyslík-a cytochróm P-450-
-dependentný enzym specifický pre druh Papaver.

S a l u t a r i d í n : N A D P H 7 - o x i d o r e d u k t á z a

Redukcia salutaridínu na 7-(5)-salutaridinol je druhým
krokom v premene (/?)-retikulínu na tebaín. Aktivitu en-
zymu je možné stanovit reverznou enzymovou reakciou.
Táto metoda je založená na rozpustnosti 7-(5')-salutaridi-
nolu a nerozpustnosti salutaridínu v organických rozpú-
šťadlách. Ak sa použije [7-' H]-salutaridinol ako substrát
pre reverznú reakciu, vodnú fázu je možné použit' na sle-
dovanie uvolnenia H zo substrátu. Enzym bol izolovaný
a purifikovaný z buňkových kultur maku. Salutaridínreduk-
táza je solubilný monomérny protein (rel. molekulová hmot-
nost' 52 000). pH optimum priamej reakcie (pH 6,0-6,5) sa
líši od pH optima reverznej reakcie, ktorá si vyžaduje pH
9,0-9,5. Salutaridínoxidoreduktáza je vysoko specifická
pre salutridín/7-(5)-salutaridinol. Km hodnoty boli stano-
vené pre salutadridín 23 jiM a pre NADPH 125 nM. V rámci
orgánovej distribúcie enzymu v rastline maku sa najvyššia

aktivita pozorovala v tobolkách. V koreňoch a vo výhokoch
sa aktivita salutaridínoxidoreduktázy nepotvrdila. Aktivita
salutaridínoxidoreduktázy sa pozorovala aj v klíčnych rast-
linách maku, pričom najvyššia specifická aktivita sa určila
v buňkových kulturách maku. V latexe, v semenách a v lis-
toch dozrievajúcich rastlín maku nebola přítomná žiadna
aktivita salutaridínoxidoreduktázy.

A c e t y l - k o e n z ý m A :
s a l u t a r i d i n o l - 7 - O - a c e t y l t r a n s f e r á z a

Ak sa 7-(S)-salutaridinol a 7-(7?)-salutaridinol separo-
vané infiltrovali do rastlín maku, len 7-(S)-salutaridinol sa
inkorporoval do struktury morfínových alkaloidov . Po-
dobné výsledky boli dosiahnuté aj s buňkovými kulturami
maku . Ak sa použije mitochondriálna frakcia z buňko-
vých kultur maku ako enzymový preparát, je možné sle-
dovat' přeměnu 7-(S)-salutaridinolu na tebaín. Přítomnost
acetyl-CoA v reakčnej zmesi signifikantně zosilňuje tvorbu
tebaínu. Enzym je solubilný protein o relatívnej moleku-
lovej hmotnosti 50 000 (cit.33). 7-O-Acetylsalutaridinol je
produkt reakcie katalyzovanej acetyl-CoA-salutaridinol-
acetyltransferázou, ktorý sa spontánně transformuje na te-
baín pri alkalických hodnotách pH. Spontánna transfor-
mácia7-O-acetylsalutaridinolu na tebaín je posledným kro-
kom v biosyntéze tebaínu.

6. Biosyntéza kodeínu a morfínu z tebaínu

V Papaver somniferum a Papaver setigerum sa tebaín
metabolizuje na morfín cez kodeín a kodeinón34'35. 6-O-
-Demetyláciou tebaínu vzniká neopinón, \ struktuře kto-
rého sa kyslíkový atom na C-6 zachovává. Neopinón je vo
vodných roztokoch nestabilný a transformuje sa na kodei-
nón. Izomerizácia neopinónu na kodeinón sa detailně ana-
lyzovala . V rovnovážnom stave reakčná zmes obsahuje
52 % kodeinónu a 48 % neopinónu. Přidáním purifikovanej
kodeinónreduktázy do rovnovážnej zmesi kodeinón/neo-
pinón sa pozoruje rýchla akumulácia kodeínu. Tieto vý-
sledky definitivně potvrdzujú, že v rastlinných buňkách
existuje neopinón v neenzymovej rovnováhe s kodeinó-
nom. Kodeinónreduktáza tuto rovnováhu kvantitativné po-
súva v prospěch kodeínu.

V tobolkách Papaver somniferum sa identifikoval další
BICH alkaloid oripavín . Akú úlohu zohráva oripavín
v biosyntéze morfínu? Inkorporácia [2-3H]-oripavínu do
morfínu a morfinónu potvrdila ďalšiu možnost' tvorby mor-
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fínu z tebaínu v rastline maku. Intermediátmi tejto biosyn- nónreduktázy rovnaké. Najvyššia aktivita kodeinónreduk-
tázy sa pozorovala v celých kvitnúcichrastlinách. NADPH-
-dependentná kodeinónreduktáza sa izolovala a purifikova-

tetickej dráhy sú oripavín a morfinón38 (obr. 6).

K o d e i n ó n : N A D P H o x i d o re d u kt áz a la z buňkových kultur a z toboliek rastlín maku ' . Akti-
vita enzymu sa stanovuje priamou reakciou, pri ktorej sa

In vitro enzymová redukcia kodeinónu na kodeín bola určuje množstvo spotřebovaného NADPH po extrakcii ko-
prvýkrát pozorovaná v hrubom enzýmovom extrakte z bun- deínu a kodeinónu do chloroformu. Pri stanovením aktivity
kových kultur39 a z diferencovaných rastlín maku40. spatnou reakciou sa stanovovalo množstvo uvolněného
V týchto štúdiach sa použil NADH ako kosubstrát pre trícia vo vodnej fáze pri použití [6- HJ-kodeínu ako sub-
konverziu kodeinónu na kodeín. V extraktoch z jednot- stratu. Puntíkovaná kodeinónoxidoreduktáza je solubilný
livých orgánov rastlín maku boli hodnoty aktivity kodei- monomérny protein s relativnou molekulovou hmotnosťou

Obr. 6. Biosyntetické dráhy tvorby morfínu z tebaínu
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35 000. V purifikovanom enzyme z Papaver somniferum
sa identifikovalli dve izoformy. Homogénna kodeinón-
oxidoreduktáza je NADPH/NADP specifický enzym. Bez
NADPH alebo v přítomnosti NADH/NAD reakcia nepre-
bieha. Najvyššia aktivita enzymu bola pozorovaná v to-
bolkách. Purifikovaná kodeinónoxidoreduktáza Specificky
a stereoselektívneredukuje kodeinón na kodeín a morfinón
na morfín. Aj niektoré syntetické analogy (hydrokodón,
naloxon, naltrexon a dihydrokodeín) móžu byť substrátmi
kodeínoxidoreduktázy. Z uvedených poznatkov vyplývá,
že kodeinónoxidoreduktáza sa zúčastňuje oboch biosyn-
tetických drah vedúcich od tebaínu k morfínu.

Na úseku enzymologie tvorby morfínanov zostáva ot-
vorená otázka povodu týralu a proces demetylácie pri pre-
mene tebaínu na morfín.

7. Závěr

Morfínany tvoria podskupinu benzylizochinolínových
alkaloidov. leh uhlíkový skelet vzniká z dvoch molekul
tyrozínu. Z jednej molekuly tyrozínu sa tvoří dopamín
(amín-kondenzačná jednotka) účinkom tyrozín/dopa-de-
karboxylázy a fenoloxidázy. V rastline maku siateho tyro-
zín/dopa-dekarboxylázu kóduje spoločenstvo 10-14 gé-
nov. Amínoxidáza sa zatiaí v rastline maku nedokázala, t.j.
tyramín nie je bezprostředným prekurzorom p-hydroxy-
fenylacetaldehydu - týral (karbonyl-kondenzačná jednot-
ka). Předpokládá sa, že týral sa tvoří dekarboxylácioup-hy-
droxyfenylpyruvátu, ktorý vzniká z tyrozínu transami-
náciou. Kondenzáciou dopamínu s tyralom vzniká (S)-
-norkoklaurín, prvý medziprodukt s benzylizochinolíno-
vou strukturou. V rámci pre-retikulínovej dráhy sa (S)-
-norkoklaurín transformuje na (S)-retikulín účinkom regio-
selektívnych (5>adenozylmetionín-špecifických O- a N-
-metyltransferáz a fenoloxidázy. Přeměna (S>retikulínu na
(7?)-retikuIín prebieha cez 1,2-dehydroretikulín. (5)-Reti-
kulín sa v prvej reakcií oxiduje na 1,2-dehydroretikulínový
ion, ktorý je substrátom pre NADPH-špecifickú reduktázu.
Kritickou reakciou v tvorbě morfínanov je přeměna (/?)-
-retikulínu na salutaridín, z ktorého cez salutaridinol a sa-
lutaridinolacetát vzniká tebaín. Tvorbu salutaridínu z (R)-
-retikulínu (nová intramolekulová C-C vazba sa tvoří oxi-
dačným fenolickým spájaním) katalyzuje specifický, regio-
a stereoselektívny mikrozomálny P-450 dependentný en-
zymový systém. Účinkom NADPH-špecifickej salutaridín-
reduktázy a acetyl-CoA-salutaridínacetyltransferázy sa sa-
lutaridín mění na acetylsalutaridinol, ktorý sa spontánně

transformuje na tebaín. Z tebaínu sa cez kodeinón tvoří
kodeín a následné morfín. Přítomnost: oripavínu v rastline
maku naznačuje možnost tvorby morfínu cez oripavín a mor-
finón. NADPH-špecifická kodeinón/morfinón-reduktáza ka-
talyzuje redukciu kodeinónu na kodeín, resp. morfinónu na
morfín. Enzymový aspekt „demetylačných'' reakcií pri pre-
mene tebaínu na morfín sa zadal' nesledoval.

Za podporu dokujeme VULM, Modra a SLOVAKO-
FARMA, Hlohovec.
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A. Balážová and M. Pšenák (Department of Cellular
and Molecular Biology of Drugs, Faculty of Pharmacy,
Comenius University, Bratislava, Slovák Republic): Bio-
synthesis of Morphinans: Enzymological and Molecu-
lar-Biological Aspects

Morphinans form a subgroup of bezylisoquinoline al-
kaloids. The carbon skeleton of these alkaloids is derived
from two molecules of tyrosine. From a single tyrosine
dopamine is formed by sequential action of tyrosine-dopa-
decarboxylase and phenoloxidase. In opium poppy tyro-
sine-dopa-decarboxylase is encoded by a family of 10-14
genes Amine oxidase has not been observed in opium
poppy plants, i.e. tyramine is not an intermediate precursor
of týral, - p-hydroxyphenylacetaldehyde (aldehyde con-
densation unit). In poppy plants týral is probably formed
via decarboxylation of /?-hydroxyphenylpyruvate. This can
arise by transamination of the second molecule of tyrosine.
By condensation of dopamine with týral (SO-norcoclaurine
is formed. This intermediate is transformed to (S)-reticu-
line. Dehydroreticuline is an intermediate in the conversion
of (S)- to (Tí)-reticuline. The conversion of (K)-reticuline to
salutaridine is a critical step in the biosynthesis of morphi-
nan alkaloids. This reaction is catalysed by a specific P-
-450-enzyme systém. Salutaridine is converted to salutarid-
ine acetate by sequential action of NaDPH-specific salu-
taridine reductase and acetyl-CoA-salutaridinol acetyl-
transferase. Salutaridino! acetate closes the oxide bridge
and thebaine is formed. Codeinone is an intermediate in the
conversion of thebaine to codeine and morphine. Oripavine
is a natural constituent of poppy plants. Because codei-
none/morphinone reductase catalyses the the formation of
codeine from codeinone and that of morphine from mor-
phinone, it seems likely that morphine can be formedfrom
thebaine via oripavine and morphinone. The enzymology
of „demethylation" in the conversion of thebaine to mor-
phine has notbeen analysed as yet.
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