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1. Uvod

Alkaloidy rastliny maku, Papaver somniferum L., pat-
ria do skupiny benzylizochinolinovych (BICH) alkaloidov.
Podla charakteru uhlikatého skeletu sa benzylizochinolino-
vé alkaloidy rozdelujui do niekolkych podkupin. V rastline
maku st pritomné morfinany (morfin, tebain, kodein), se-
koftalydizochinoliny (narcein, nornarcein, narceinimid),
ftalydizochinoliny (narkotin, narkotolin), benzyltetrahy-
droizochinoliny (retikulin, laudanozolin, kodamin, tetrahy-
dropapaverin), aromatické benzylizochinoliny (papaverin,
pakodin) a benzofenantridiny (sanguinarin).

Uhlikovy skelet alkaloidov rastliny maku vznika z dvoch
molekul tyrozinu'’. Z dvoch molekul tyrozinu sa tzv.
pre-retikulinovou drdhou tvofi (S)-retikulin, ktory je cen-
tralnym medziproduktom tvorby vSetkych benzylizochi-
nolinovych alkaloidov.

2. Biosyntéza primarnych prekurzorov
benzylizochinolinového skeletu

Podla pévodnej predstavy Wintersteina a Triera z roku
1910 sa skelet benzylizochinolinovych (BICH) alkaloidov
tvori Pickettovou-Spencerovou kondenziciou dopaminu
s 3,4-dihydroxyfenylacetaldehydom (dopal). Podfa tejto
predstavy prvym medziproduktom s BICH Struktiirou je
norlaudanozolin (tetrahydroxylovany BICH). Pévodne sa
predpokladalo, Ze norlaudanozolin je medziproduktom aj
tvorby morfinanov?,

V snahe objasnit' spdsob zabudovavania sa oboch mo-
lekul tyrozinu do skeletu morfinanov, infiltrovali sa do
rastliny maku radionuklidmi znaéené predpokladané pre-
kurzory. V pripade tyrozinu sa zistilo, Ze sa inkorporuje do
oboch ¢asti BICH skeletu, t.j. do benzylovej i do izochino-
linovej &asti™®. V piipade tyraminu sa ukizalo, Ze iba
izochinolinova ast BICH skeletu morfinanov bola rddio-
nuklidmi znacend, t.j. tyramin nie je prekurzorom benzylo-
vej Casti BICH®. Rovnaké vysledky sa ziskali aj pri apli-
kacii radionuklidom znacenej dopy (3,4-dihydroxyfeny-
lalanin) resp. dopaminu (3,4—dihydroxyf(:nyletylalnfn)l.
Tieto vysledky naznacili, Ze tyramin sa v rastline maku
neoxiduje aminoxiddzou na 4-hydroxyfenylacetaldehyd
(tyral), ako sa to pozorovalo v bunkovych kultirach Ber-
beris canadensis®. Z hladiska formovania predstavy o pre-
-retikulinovej drahe, boli cenné tie vysledky, ktoré sa po-
zorovali pri inkorporacii norkoklaurinu a koklaurinu do
Struktiry morfinu. Vysokd ucinnost' inkorpordcie tychto
prekurzorov do morfinu ukézala, Ze nie tetrahydroxylova-
ny norlaudanozolin ale trihydroxylovany norkoklaurin je
prvym medziproduktom pre-retikulinovej drahy s BICH
strukturou. To ale znamend, Ze karbonyl-kondenza¢nou
jednotkou nie je dopal ale tyral. KedZe sa znaceny tyramin
zabudoval len do izochinolinového segmentu alkaloidov
rastliny maku, teda v rastline maku nie je pritomnd amin-
oxiddzova aktivita, potom je povod tyralu otvoreny. Stias-
ne sa predpokladd, Ze tyral sa moze tvorit dekarboxyldciou
p-hydroxyfenylpyruvdtu, ktory vznikd z tyrozinu transami-
ndciou’. Predpokladané metabolické vzfahy na rozhrani de
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novo tvorby tyrozinu a biosyntézy norkolaurinu znazoriuje
obr. 1.

Transamindza, dekarboxyldza a fenoloxid4za boli prvé
enzymy, ktoré sa v rastline maku sledovali vo vzfahu
k tvorbe morfinovych alkaloidov’. Neskor sa tieto enzymy
dokézali aj v izolovanom latexe maku ',

Schopnost' fenoloxiddzy z maku hydroxylovat tyrozin
na dopu pozoroval aj Asghar a Siddiqi'”.
bunky rastliny maku si uchovdvali tyrozin/dopa-dekarbo-
xyldzovu aktivitu v priebehu niekol'kych mesiacov'S.

Enzymy zucastfiujice sa premeny tyrozinu na dopu

Imobilizované

a tyral sa v rastline maku dokézali a CiastoCne charakteri-

zovali. Z nich sa zatial ani jeden neizoloval v homogénnej
forme a nehodnotili sa ich molekulové parametre'’. Mole-
kulové analyza spoloCenstva génov pre tyrozin/dopa-de-
karboxyldzu sa zacala v roku 1994.

Pri porovnévani primédrnych Struktir dekarboxylaz aro-
matickych aminokyselin sa zistili dve sekvencéne konzer-
vované segmenty v polypeptidovom retazci dekarboxyldz.
Pomocou tychto segmentov sa pripravili polymerdzovou
retazovou reakciou (PCR) primery pre amplifikiciu seg-
mentu genémovej DNA maku a jednéhoinzertu autentickej
tryptofandekarboxylazy (TDC) z Catharanthus roseus'8.
PCR produkty a inzerty sa pouzili ako sondy do cDNA
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Obr. 1. Enzymy v biosyntéze norkoklaurinu v rastlindch tvoriacich BICH alkaloidy. Fenoloxidaza (1), dekarboxyldza (2),

transamindza (3), aminoxidédza (4), norkoklaurinsyntaza (5)
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(komplementdarna DNA vznikajica reverznou transkrip-
ciou medidtorovej RNA) kniZnice kli¢nej rastliny maku.
Takto sa zistili tri cDNA pre tyrozin/dopa-dekarboxyldzu
(dve cDNA - cTyDC3, cTyDC2 s pouzitim TDC inzertu
ajedna cDNA - ¢cTyDC3 pomocou PCR produktov. Hod-
notenim gendmovej kniznice maku s cTyDC 1 sa identifi-
kovali dva genémové klony - gTyDC1 a gTyDC4. Primar-
na §truktiragTyDC I bola rovnakd ako cTyDC1 aprimdrna
struktira gTyDC4 bola na 90 % identickd s cTyDCI1. Na
zdklade sekvenénej pribuznosti sa geny pre tyrozin/dopa-
dekarboxyldzu rastliny maku rozdelili do dvoch podskupin:
cTyDC I, gTyDC4 a TyDC2, cTyDC3. V ramci podskupin
je sekvenéna homologia 90 % a medzi podskupinami je
menej neZ 75 % homoldgia. Klony cTyDCl a cTyDC2
(reprezentanti oboch podskupin) sa pouzili na skrining
restrikénych fragmentov genémovej DNA maku. Pre frag-
menticiu DNA sa pouZili Styri restrikéné endonukledzy.
V kazdom subore sa identifikovalo 6-8 pozitivnych pasov
s cTyDC1 a s cTyDC2 4-6 pozitivaych pésov, t.j. tyrozin/
dopa-dekarboxyldza v rastline maku sa zdd byt kodova-
nd spolocenstvom 10 az 14 génov. Po expresii gTyDCl
a cTyDC2 v E. coli prislusné enzymy vykazovali vysoku
$pecifitu pre tyrozin a dopu. Fenylalanin a tryptofan ne-
slizili ako substrat pre tieto enzymyl(). RNA blot-hybridi-
zac¢nou analyzou s cTyDC 1 a cTyDC?2 sa sledovala orgdno-
vo-$pecifickd expresia génov tyrozin/dopa-dekarboxyldzy.
TyDC1 - podobné transkripty sa primdrne exprimovali
v koreni a transkripty TyDC2 v koreni a stonke . V ostat-
nych sledovanych orgdnoch rastliny maku (korene, stonky,
listy, kvetné lupienky, kalisné listy, piestik, tyCinky) bola
expresia tychto génov pozoruhodne nizka. Vo vyvijajucej
sa makovici sa TyDC1 a TyDC2 transkripty identifikovali
len do stadia oplodnenia. V rasticich makoviciach sa trans-
kripty tychto génov nedetekovali.

Obsah morfinu sa v latexe rastticich a dozrievajiicich
makovic zvySuje. Hladina tyrozinu v latexe z tychto mako-
vic je relativne nizka, kym obsah tyraminu a najmi dopy
koreluje s obsahom morfinu. Ci sa morfin tvori de novo
v makoviciach alebo sa translokuje z inych Casti rastliny
zostava otvorenou otazkou, rovnako ako pévod tyraminu
(dopy) v latexe makovic.

Dalii ¢len - TyDCS5 - génového spoloCenstva pre ty-
rozin/dopa-dekarboxyldzu sa izoloval z gendmovej knizni-
ce rastliny maku®'. Kédujtica oblast’ TyDCS5 sa exprimuje
prevazne v koreni a v kli¢nej rastline maku. Expresia tohto
klomu v latexe a v in vitro kultirach maku bola sotva
detegovatelnd. Orgdnovo Specifickd expresia TyDC5 a jej
primdrna Struktira je podobna klonu TyDC1 ¥,

3. Biosyntéza (S)-retikulinu

Retikulin je MliCovym intermedidtom v biosyntéze
vsetkych benzylizochinolinovych baz. Vyskyt dvoch izo-
mérov (R) a (S) podmieiiuje tvorbu Struktiirne roznych
typov benzylizochinolinovych alkaloidov.

Biosyntéza (S)-retikulinu z dopaminu a tyralu je kata-
lyzovand sekvenciou piatich enzymovych reakcif (obr. 2).
Kedze pre-retikulinova drdha je spolo¢nd pre tvorbu roz-
nych Struktirnych typov BICH alkaloidov, mohli sa pouzit
rozne druhy rastlin a ich in vitro kultury na identifikdciu
jednotlivych enzymov pre-retikulinovej drahy.

Objasnenie biogenetickej piibuznosti koklaurinu a retiku-
linu malo za nasledok reviziu pévodnej norlaudanozolino-
vej pre-retikulinovej drahy. Tri enzymy v tvorbe retikulinu
sa ndsledne premenovali, a to (S)-norlaudanozolinsyntiza
na (§)-norkoklaurinsyntdzu, (R),(S)-norlaudanozolin-6-O-
-metyltransferdza na (S)-norkoklaurin-6-O-metyltransferd-
zu a norretikulin-N-metyltransferdza na (5)-koklaurin-N-
-metyltransferazu®*. Donorom metylovej skupiny u tychto
metyltransferizje S-adenozylmetionin.

(S)-Norkoklaurinsyntdza

Je prvym enzymom pre-retikulinovej drahy a katalyzuje
stereoSpecifickl kondenzéaciu dopaminu s tyralom (p-OH-
-fenylacetaldehydom). (S)-Norkoklaurinsyntdza sa izolo-
vala a parcidlne purifikovala z bunkovych kultur Esch-
scholtzia tenuifolic;‘; 24 (S)-Norkoklaurinsyntdza je cy-
tozolovy enzym s relativnou molekulovou hmotnostou
16 000. Hodnoty Michaelisovej konStanty - K, pre dopa-
min atyral si 1,5 mM a 0,9 mM (0,7 mm). pH optimum pre
tyral je mierne posunuté do kyslej oblasti (pH - 7,4) oproti
pH optimu pre dopal (pH - 7,8). Enzymje vysoko Specific-
ky pre p-OH-fenylacetaldehyd, pricom S§truktirne velmi
blizky fenylpyruvat ako substrat neakceptuje. Diskovou
elektroforézou a izoelektrickou fokusaciou 40-krat purifi-
kovaného enzymového preparatu z bunkovych kultur . ze-
nuifolia sa identifikovali Styri izoenzymové formy (S)-
-norkoklaurinsyntazy.

(S)-Norkoklaurin-6-O-metyltransferdza

Druhy enzym pre-retikulinovej drahy katalyzuje tvorbu
koklaurinu (6-O-metylnorkoklaurinu). Tento enzym sa izo-
loval a purifikoval zo suspenznych kultir Argemone platy-
ceras ™. 6-O-Metyltransferdzaje cytozolovy enzym s rela-
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tivnou molekulovou hmotnostou 47 000. Pre katalyticky
G¢inok enzymu je esencidlna SH-skupina.

(S)-Koklaurin-N-metyltransferdza
N-Metyla¢na aktivita (S)-koklaurin-N-metyltransfera-
zy sa testovala na preparatoch volnych buniek z viac ako
pAtdesiatich bunkovych kultur rastlin produkujicich BICH
alkaloidy. Aby sa vyli¢ili” interferencie s O-metylaénymi
enzymami. pouZil sa ako substrt tetrahydropapaverin®.
Parcidlne purifikovy enzym sa ziskal z bunkovych kultur

Berberis vulgaris.. Je to solubilny enzym s relativnou mo-
lekulovou hmotnostou 68 000. Ako substrdt akceptuje len
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Obr. 2. Biosyntetickd draha tvorby (S)-retikulinu

tetrahydroizochinolinové alkaloidy.. K, hodnota pre (R)-
-tetrahydropapaverin je 0,2 mM a pre (S)-tetrahydropapa-
verin je 0,03 mM.

Fenoloxiddza

Predposlednym krokom v biosyntéze (S)-retikulinu je
hydroxylacia na 3'-uhliku benzylového kruhu.. Této hy-
droxylécia je katalyzovand askorbdt-dependentnou fenol-
oxiddzou”. Homogénny enzymovy prepardt sa ziskal
z bunkovych kultur Berberis stolonifera. Dimér fenol-
oxiddzy (rel. mol. hmot. 60 000) je zlozeny z dvoch iden-
tickych podjednotiek (36 000).. Tento enzym ma Siroku
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substratovd Specifitu. Purifikovand fenoloxiddza s rovna-

kou ucinnosfou hydroxyluje (R)-, (S)-koklaurin, (R)-, (S)-

-N-metylkoklaurin, tyrozin a tyramin. Tieto vysledky na-

znaCuju, ze rovnaky enzym hydroxyluje tyrozin. tyramin

a N-metylkoklaurin. Fenoloxid4za je lokalizovand v mem-

brine plastidov vo fotosyntetickych a nefotosyntetickych
s 2 27

pletivich vysSich rastlin™. Enzym je kédovany jadrovou
DNA.

3’-Hydroxy-N-metyl-(S)-retikulin-4’-
-O-metyltransferdza

lekulovd hmotnost' enzymu (40 000) sa stanovila SDS
elektroforézou. 4’-O-Metyltransferdza je stabilny enzym
pri -20 °C. Svoju aktivitu 6-O-metyltransferdza straca
v priebehu troch mesiacov. Enzym je spatne inhibovany
(S)-retikulinom a inymi alkaloidmi.

4. Konverzia (S)-retikulinu na (R)-retikulin

Produktem pre-retikulinovej biosyntetickej drahy je (:S)-
-izomér retikulinu. Stereochémia prirodzeného (5)-retiku-
linu nekoreSponduje s konfigurdciou morfinovych alkalo-

Posledny krok v (S)-retikulinovej biosyntéze katalyzuje idov. V snahe zistif, ktory izomér retikulinu je prekurzorom

4’-O-metyltransferaza (S-adenozyl-L-metionin:3'-hydro-
xy-N-metyl-(S)-koklaurin-4’-O-metyltransferaza). Tento S-
-adenozyl-Specificky enzym sa pozoroval v bunkovych
kultirach odvodenych z 36 druhov rastlin zo $tyroch rast-
linnych geladi™™. v purifikovanom enzymovom preparate
z bunkovych kultur Berberis koetineana sa identifikovali
dva proteiny, jeden s 4’-O-metylacnou a druhy s 6-0-me-
tylatnou aktivitou. Kinetické hodnoty 4’-O-metyltransfe-
rdzy je mozné stanovit s 3'-hydroxymetylkoklaurinom ako
substratom bez vedl'aj$ej interferencie 6-O-metyltransferd-
zovej aktivity. 4’-O-Metyltransferaza je (S)-stereo$peci-
ficky a 4’-OH regiondlne $pecifickyenzym. Relativna mo-

morfinu, infiltrovali sa oba enantioméry do rastliny maku
zvla¥t. Do Struktiiry tebainu sa oba enantioméry inkor-
porovali rovnakym dielom. Experimenty s retikulinom zna-
cenym HnaC-1a"Cyv dalsej pozicii ukézali, Ze jeho
inkorporacia do tebainu nebola sprevadzana poklesom '*C
radioaktivity, ale vyraznou stratou triciaz C-1 (cit. 1’) Strata
radioaktivity a zmena konfiguricie na C-1 sa vysvetlila
existenciou 1,2-dehydroretikulinovéhoiénu. 1,2-Dehydro-
retikulinovy i6n sa neskor dokazal ako prirodzeny produkt
v rastline maku siateho.
Enzym schopny katalyzovat dehydrogenéciu H zna-
¢eného (S)-retikulinu bol izolovany a purifikovany z Ber-
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HO < HO 7 ’ HO Ho
HO — HO —_— HO
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Obr. 3. Konverzia (S)-retikulinu na (R)-retikulin
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beris a Papaver somniferum. Enzym je stereoSpecificky pre
substrat s (5)-konfigurdcioua je identicky s (S)-tetrahydro-
protoberberinoxiddzou.

1,,2-Dehydroretikulinreduktédza

Redukciu |,2-dehydroretikulinového ionu na (R)-reti-
kulin katalyzuje NADPH-dependentnou |.2-dehydroreti-
kulinreduktazou®? (obr. 3). Standartné stanovenie |,2-de-
hydroretikulinreduktdzy je zaloZzené na bdze rozpustnosti
(R)-retikulinu a nerozpustnosti 1,2-dehydroretikulinuv or-
ganickych rozpustadlach. Aktivita [.2-dehydroretikulinre-
duktazy bola preukdzand len v rastlindich produkujicich
morfinové alkaloidy. Retikulinreduktdzaje rozpustny pro-
tein s relativnou molekulovou hmotnostou 30 000, Km

CH,0

CH,O
OH
(R)-Retikulin

p-o' Salutaridinsyntaza
coupling

CH,0

Salutaridin

Salutaridin: NADPH
T-oxidoreduktaza

CH,0

N—CH,

CH:O'HOII' H
7-(S)-Salutaridinol

Obr. 5. Biosynteticka drdha tvorby tebainu z (R)-retikulinu

hodnoty pre 1.2-dehydroretikulina NADPH st 10 uM resp.
7 uM. 1,2-Dehydronorretikulin alebo 1,2-dehydrokok-
laurin nesluZili ako substrity pre 1,2-dehydroretikulinre-
duktazu.

5. Biosyntéza tebainu z (R)-retikulinu

Princip oxida¢ného fenolického spéjania popisali Bar-
ton a Cohen . Stratou elektronu vytvara fenolatovy ion
niekol'’ko mezomérnych radikdlov - na samotnom kysliko-
vom atome a na uhlikovom kruhu v orfo alebo para pozicii
ku kysliku. V molekule retikulinu je kazdy z dvoch ary-
lovych cyklov schopny vytvarat” fenoxy radikdly (obr. 4).
Spédjanie radikdlov moZe prebehnif intermolekularnym

Acetyl-CoA: salutaridinol-
-7-O-acetyltransferaza

CH;0

Salutaridinol-7-O-acetat

Spontanna
pri pH B-9

Tvorba epoxy-
mostika
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mechanizmom s druhou molekulou (napr. pri tvorbe bis-
benzylizochinolinov) alebo intramolekuldrne. Intramole-
kularnym radikalovym spdjanim v benzylizochinolinovom
skelete vznikne nova C-C vazba v orto alebo para pozi-
ciach v zavislosti od polohy vol'nej OH skupiny na oboch
arylovych cykloch. Fenolickym spdjanim sa tricyklicky
retikulin transformuje na tetracyklickd bazu. (R)-Retikulin
sa transformuje na tebain Katalytickym ticinkom troch en-
zymov (obr. 5).

Salutaridinsyntaza

Premenu (R)-retikulinu na salutaridin katalyzuje salu-
taridinsyntéza’'. Enzym polohovo- a stereoselektivne kata-
lyzuje o'-p oxidativne spdjanie v molekule (R)-retikulinu
Aktivita enzymu bola stanovena radioimunologicky, HPLC
a radiochromatografiou na tenkej vrstve s pouzitim (R)-[N-
- MCH;,J—retikuh’n u ako substrdtu. Salutaridinsyntdza je mi-
krozomadlny protein. Mikrozomadlna frakciabola pripravena
z pletiv a suspenznych kultur Papaver somniferum, ktoré
akumuluju tebain len v malom mnozstve. Pre aktivitu en-
zymu st esencidlne NADPH a O,. K, hodnoty boli uréené
pre (R)-retikulin 17 uM a pre NADPH 150 pM. Najvysie
enzymové aktivity sa stanovili vo vyhonkoch a listoch
trojmesacnych rastlin maku. Salutaridinsyntdza sa neiden-
tifikovala v latexe maku a ani v bunkovych kulttirach rastlin
produkujuicich signifikantn€ mnozstvo BICH alkaloidov.
Salutaridinsyntdzaje NADPH-, kyslik- a cytochrém P-450-
-dependentny enzym Specificky pre druh Papaver.

Salutaridin: NADPH 7-oxidoreduktdza

Redukcia salutaridinu na 7-(5)-salutaridinol je druhym
krokom v premene (R)-retikulinu na tebain. Aktivitu en-
zymu je mozné stanovit reverznou enzymovou reakciou.
Této metoda je zalozend na rozpustnosti 7-(S)-salutaridi-
nolu a nerozpustnosti salutaridinu v organickych rozpu-
§fadlach. Ak sa pouzije [7-"H]-salutaridinol ako substrat
pre reverznu reakciu, vodnu fizu je moZzné pouzit' na sle-
dovanie uvolnenia "H zo substratu. Enzym bol izolovany
a purifikovany z bunkovych kultur maku. Salutaridinreduk-
tdza je solubilny monomérny protein (rel. molekulovd hmot-
nost' 52 000). pH optimum priamej reakcie (pH 6,0-6,5) sa
1151 od pH optima reverznej reakcie, ktora si vyzaduje pH
9,0-9,5. Salutaridinoxidoreduktdza je vysoko Specificka
pre salutridin/7-(S)-salutaridinol. K, hodnoty boli stano-
vené pre salutadridin 23uM a pre NADPH 125 M. V ramci
orgdnovej distribiicie enzymu v rastline maku sa najvysSia

aktivita pozorovala v tobolkdch. V koretioch a vo vyhokoch
sa aktivita salutaridinoxidoreduktdzy nepotvrdila. Aktivita
salutaridinoxidoreduktdzy sa pozorovala aj v klicnych rast-
lindch maku, pri¢om najvyssia Specifickd aktivita sa urCila
v bunkovych kultirach maku. V latexe, v semendch a v lis-
toch dozrievajucich rastlin maku nebola pritomnd Ziadna
aktivita salutaridinoxidoreduktazy.

Acetyl-koenzym A:
salutaridinol-7-0O-acetyltransferdza

Ak sa 7-(S)-salutaridinol a 7-(R)-salutaridinol separo-
vane infiltrovali do rastlin maku, len 7-(S)-salutaridinol sa
inkorporoval do struktury morfinovych alkaloidov 2 Po-
dobné vysledky boli dosiahnuté aj s bunkovymi kulturami
maku®. Ak sa pouZzije mitochondridlna frakcia z bunko-
vych kultur maku ako enzymovy preparat, je mozné sle-
dovat' premenu 7-(5)-salutaridinolu na tebain. Pritomnost
acetyl-CoA v reakénej zmesi signifikantne zosiliiuje tvorbu
tebainu. Enzym je solubilny protein o relativnej moleku-
lovej hmotnosti 50 000 (cit.>3). 7-O-Acetylsalutaridinol je
produkt reakcie katalyzovanej acetyl-CoA-salutaridinol-
acetyltransferdzou, ktory sa spontdnne transformuje na te-
bain pri alkalickych hodnotach pH. Spontdnna transfor-
mdcia 7-O-acetylsalutaridinolu na tebain je poslednym kro-
kom v biosyntéze tebainu.

6. Biosyntéza kodeinu a morfinu z tebainu

V Papaver somniferum a Papaver setigerum sa tebain
metabolizuje na morfin cez kodein a kodeinén3*33. 6-O-
-Demetyldciou tebainu vznikd neopindn, \ Struktiire kto-
rého sa kyslikovy atom na C-6 zachovdva. Neopindn je vo
vodnych roztokoch nestabilny a transformuje sa na kodei-
noén. [zomerizdcia neopinénu na kodeinén sa detailne ana-
lyzovala %ﬁ. V rovnovaznom stave reakénd zmes obsahuje
52 % kodein6nu a 48 % neopindnu. Pridanim purifikovanej
kodeindnreduktiazy do rovnovaznej zmesi kodeinén/neo-
pinén sa pozoruje rychla akumuldcia kodeinu. Tieto vy-
sledky definitivne potvrdzujii, Ze v rastlinnych bunkach
existuje neopindén v neenzymovej rovnovahe s kodeind-
nom. Kodeinénreduktdza tiito rovnovahu kvantitativne po-
stva v prospech kodeinu.

V tobolkiach Papaverlsqomniferum sa identifikoval dalsi
BICH alkaloid oripavin''. Aku tlohti zohrdva oripavin
v biosyntéze morfinu? Inkorporacia [2-3H]—oripav1’nu do
morfinu a morfindnu potvrdila dal§iu moznost' tvorby mor-
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finu z tebainu v rastline maku. Intermediatmi tejto biosyn-
tetickej drahy st oripavin a morfinén’® (obr. 6).

Kodeinén: NADPH oxidoreduktdza

In vitro enzymova redukcia kodeindnu na kodein bola
prvykrét pozorovand v hrubom enzymovom extrakte z bun-
kovych kultur” a z diferencovanych rastlin maku®.
V tychto stidiach sa pouzil NADH ako kosubstrat pre
konverziu kodeinénu na kodein. V extraktoch z jednot-
livych orgdanov rastlin maku boli hodnoty -aktivity kodei-

nonreduktazy rovnaké. Najvyssia aktivita kodeinonreduk-
tazy sapozorovalav celych kvitnicich rastlinich. NADPH-
-dependentnd kodeinonreduktaza sa izolovala a purifikova-
la z bunkovych kultur a z toboliek rastlin maku” ¥, Akti-
vita enzymu sa stanovuje priamou reakciou, pri ktorej sa
uréuje mnoZstvo spotrebovaného NADPH po extrakcii ko-
deinu a kodein6nu do chloroformu. Pri stanovenim aktivity
spatnou reakciou sa stanovovalo mnozstvo uvolneného
tricia vo vodnej faze pri pouZziti” [6- *HJ-kodeinu ako sub-
stratu. Purifikovand kodeinénoxidoreduktaza je solubilny
monomérny protein s relativnou molekulovou hmotnostou

MNeapinon

Kodeinon

JKodemt‘lrl-

reduktiaza

Kadein

Obr. 6. Biosyntetické drahy tvorby morfinu z tebainu

Qripavin

CH,

Merfinan

Kodeinon-
reduktaza

Martin
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35 000. V purifikovanom enzyme z Papaver somniferum
sa identifikovalli dve izoformy. Homogénna kodeindén-
oxidoreduktaza je NADPH/NADP Specificky enzym. Bez
NADPH alebo v pritomnosti NADH/NAD reakcia nepre-
bieha. Najvyssia aktivita enzymu bola pozorovand v to-
bolkach. Purifikovand kodeinénoxidoreduktiza Specificky
astereoselektivne redukuje kodeinén na kodein a morfinén
na morfin. Aj niektoré syntetické analogy (hydrokoddn,
naloxon, naltrexon a dihydrokodein) mozu byt substratmi
kodeinoxidoreduktdzy. Z uvedenych poznatkov vyplyva,
ze kodeinénoxidoreduktaza sa zucastriuje oboch biosyn-
tetickych drah veducich od tebainu k morfinu.

Na useku enzymoldgie tvorby morfinanov zostdva ot-
vorend otdzka povodu tyralu a proces demetyldcie pri pre-
mene tebainu na morfin.

7. Zaver

Morfinany tvoria podskupinu benzylizochinolinovych
alkaloidov. Ich uhlikovy skelet vznika z dvoch molekuil
tyrozinu. Z jednej molekuly tyrozinu sa tvori dopamin
(amin-kondenzacnd jednotka) ucinkom tyrozin/dopa-de-
karboxyldzy a fenoloxiddzy. V rastline maku siateho tyro-
zin/dopa-dekarboxyldzu kéduje spolocenstvo 10-14 gé-
nov. Aminoxiddza sa zatiai v rastline maku nedokazala, t.j.
tyramin nie je bezprostrednym prekurzorom p-hydroxy-
fenylacetaldehydu - tyral (karbonyl-kondenza¢nd jednot-
ka). Predpoklada sa, Ze tyral sa tvor{ dekarboxyldciou p-hy-
droxyfenylpyruvatu, ktory vznika z tyrozinu transami-
néciou. Kondenzaciou dopaminu s tyralom vznika (S)-
-norkoklaurin, prvy medziprodukt s benzylizochinolino-
vou Struktirou. V rdmci pre-retikulinovej drdhy sa (iS)-
-norkoklaurin transformuje na (S5)-retikulin ti¢inkom regio-
selektivnych (S)-adenozylmetionin-§pecifickych O- a N-
-metyltransferdza fenoloxiddzy. Premena (S)-retikulinu na
(R)-retikulin prebicha cez 1,2-dehydroretikulin. (S)-Reti-
kulin sa v prvej reakcii oxiduje na 1,2-dehydroretikulinovy
ion, ktory je substrdatom pre NADPH-$pecificktl reduktazu.
Kritickou reakciou v tvorbe morfinanov je premena (R)-
-retikulinu na salutaridin, z ktorého cez salutaridinol a sa-
lutaridinolacetat vznika tebain. Tvorbu salutaridinu z (R)-
-retikulinu (nova intramolekulova C-C vazba sa tvori oxi-
dacnym fenolickym spdjanim) katalyzuje Specificky, regio-
a stereoselektivny mikrozomalny P-450 dependentny en-
zymovy systém. Utinkom NADPH-$pecifickej salutaridin-
reduktdzy a acetyl-CoA-salutaridinacetyltransferdzy sa sa-
lutaridin meni na acetylsalutaridinol, ktory sa spontdnne

transformuje na tebain. Z tebainu sa cez kodeindn tvor{
kodein a ndsledne morfin. Pritomnost oripavinu v rastline
maku naznacuje moznost tvorby morfinu cez oripavin a mor-
finbn. NADPH-8pecificka kodeinén/morfinén-reduktiza ka-
talyzuje redukciu kodeinénu na kodein, resp. morfinénu na
morfin. Enzymovy aspekt ,,demetyla¢nych reakcif pri pre-
mene tebainu na morfin sa zadal' nesledoval.

Za podporu dokujeme VULM, Modra a SLOVAKO-
FARMA, Hlohovec.
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A. BalazZova and M. PSendk (Department of Cellular
and Molecular Biology of Drugs, Faculty of Pharmacy,
Comenius University, Bratislava, Slovak 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 tyral, - p-hydroxyphenylacetaldehyde (aldehyde con-
densation unit). In poppy plants tyral is probably formed
via decarboxylation of p-hydroxyphenylpyruvate. This can
arise by transamination of the second molecule of tyrosine.
By condensation of dopamine with tyral (S)-norcoclaurine
is formed. This intermediate is transformed to (S)-reticu-
line. Dehydroreticuline is an intermediate in the conversion
of (§)- to (R)-reticuline. The conversion of (R)-reticuline to
salutaridine is a critical step in the biosynthesis of morphi-
nan alkaloids. This reaction is catalysed by a specific P-
-450-enzyme system. 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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