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Skrypt przeznaczony jest dla studentéw studidéw stacjonarnych Il stopnia
specjalnosci chemia biologiczna Wydziatu Chemii UAM. Jest to Il
wydanie skryptu zawierajgce materiat rozszerzony o grupe alkaloidow

indolowych oraz dane spektralne zwigzkow.
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1. Wprowadzenie

Mianem alkaloidéow oznacza si¢ szereg zwiazkOw organicznych, glownie
pochodzenia roslinnego, odznaczajacych si¢ dwiema zasadniczymi cechami: zawieraja
w czasteczce atom (lub atomy) azotu nadajacy im charakter zasadowy (obecnie znane sa tez
alkaloidy o charakterze obojetnym lub lekko kwasnym) 1 wykazuja silne dzialanie
fizjologiczne na organizmy ludzkie 1 zwierzegce.

Pierwsza z takich zasad odkryt w 1805 r. aptekarz Serturner, wyodrebniajac morfing
z opium. Zapoczatkowalo to poszukiwania podobnych substancji w innych surowcach
roslinnych. Kolejne wyizolowane zwiazki to: emetyna (Pelletier, 1817 r.), strychnina
(Pelletier 1 Caventou, 1818 r.), brucyna (Pelletier 1 Caventou, 1819 r.), chinina i cinchonina
(Pelletier 1 Caventou, 1820 r.), koniina (Giesecke, 1827 r.), atropina (Mein, 1831 r.).
Wszystkie te substancje, podobnie jak morfina, okazaty si¢ zasadami, ktore zawieraja atom
azotu 1 tworza sole z kwasami. Stad tez pochodzi nazwa ,,alkaloid” oznaczajaca ,,podobny do
alkaliow”.

Alkaloidy wystgpuja w catym $Swiecie ros§linnym, sa jednak bardzo nierownomiernie
rozdzielone na poszczeg6lne klasy 1 rodziny roslin. Najwigksza liczba ro$lin, w ktorych
stwierdzono obecno$¢ alkaloidow nalezy do roSlin dwulisciennych; pomigdzy
jednolisciennymi wyr6znia si¢ pod tym wzgledem rodzina Liliaceae. Jedna ro$lina moze
zawiera¢ od kilku do kilkudziesigciu roéznych alkaloidow, ktére zazwyczaj sa ze soba
spokrewnione, zaréwno pod wzgledem chemicznym, jak 1 fizjologicznym. Zawartos¢
alkaloidow w roslinach waha si¢ w bardzo szerokich granicach — od ilosci §ladowych do 10%
wagi wysuszonych czgsci roslinnych. Zawarto$¢ ta nie jest jednak stata. Zalezy od okresu
rozwojowego rosliny, od pory roku, warunkdéw zewngtrznych np. alkaloidy moga
wystgpowa¢ we wszystkich czgsciach roslin ale tworza si¢ przewaznie w asymilujacych
czesciach ro$lin 1 stad przenosza si¢ do innych cze$ci, gdzie zostaja zmagazynowane.
Alkaloidy wystepuja najczesciej] w lisciach, owocach 1 nasionach, nieraz tez w kwiatach 1
korzeniach lub bulwach, a w przypadku drzew takze w korze.

W $wiecie zwierzgcym zwiazki typu alkaloidéw znaleziono u salamander i niektérych
gatunkow owadoéw, np. u biedronek 1 motyli. Niektore z alkaloidow obecne sa w
organizmach ssakow, np. u ludzi dotknigtych alkoholizmem lub choroba Parkinsona.

Prekursorami alkaloidow sa naturalne aminokwasy: L-ornityna, L-lizyna, L-tyrozyna

1 L-tryptofan.
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Wiele sposrod alkaloidow wykazuje charakterystyczna czynnos$¢ fizjologiczna.
Poczawszy od czasOw starozytnych stosowano surowe wyciagi z réznych roslin, a nawet
zwierzat, wykorzystujac ich dziatanie lecznicze badz tez trujace. Stad tez zwrdcono juz
wczesniej uwage na wyodrebnienie 1 scharakteryzowanie tych zasad. W alkaloidach
wystepuja niemal wszystkie uktady pierScieniowe zawierajace azot. Nazwy alkaloidow
pochodza czesto od nazw roslin, w ktérych te zwiazki wystgpuja. Czgsto tez nazwa wiaze si¢
z dziataniem danego alkaloidu, jak np.: morfina (od greckiego boga snu Morfeusza).

Rzadko zdarza sig, aby w roslinie wystgpowat tylko jeden alkaloid, zazwyczaj
zasadowe skladniki danej rosliny wykazuja Sciste wzajemne pokrewienstwo. Chociaz
alkaloidy stanowia jedna z najwigkszych grup produktoéw naturalnych, to z okoto 20 000
znanych obecnie zwiazkow kilkaset z nich (2-5%) zostalo zanalizowanych pod wzgledem ich
wiasciwosci biochemicznych, a jeszcze mniej w celu okreslenia ich farmakologicznego
dziatania.

Alkaloidy izochinolinowe 1 chinolizydynowe od wielu lat sa przedmiotem
zainteresowan grup badawczych pracujacych na Wydziale Chemii UAM 1 dlatego tematyka
¢wiczen laboratoryjnych zamieszczonych w I wydaniu skryptu dotyczyta przede wszystkim
tych dwoch grup alkaloidow. Wydanie II zostalo poszerzone o grupg alkaloidow indolowych,
jak réwniez dane spektralne opisanych zwiazkdéw. Z uwagi na ograniczony czas ¢wiczen
laboratoryjnych (30 h) studenci maja do wyboru prac¢ nad synteza prostych alkaloidow
izochinolinowych lub indolowych (pochodnych graminy) a takze nad ekstrakcja alkaloidow

chinolizydynowych 1 ich przeksztalceniami chemicznymi.

2. Alkaloidy izochinolinowe

Jedna z najliczniejszych klas naturalnych zasad azotowych stanowia alkaloidy
izochinolinowe (ponad 2500 zwiazkow), ktére zawieraja w swojej strukturze pierscien
izochinolinowy lub tetrahydroizochinolinowy. Z uwagi na duza ro6znorodno$¢ budowy,
w ramach tej klasy wyodrgbniono kilkadziesiat grup alkaloidéw biorac za podstawe cechy
strukturalne 1/lub biogeneze¢. Jedna z takich grup stanowia proste alkaloidy izochinolinowe,
do ktorych m. in. zalicza sig: salsoling, salsolidyng, kalikotoming, hydrohydrastyning,
N-metyloheliaming, karneging.
Karnegina zostala wyizolowana po raz pierwszy przez Heyl’a w 1901 roku z kaktusa
meksykanskiego Pachycereus pecten-aboriginum (Engelm.) 1 w 1928 roku z kaktusa

amerykanskiego Carnegia gigantea (Britton and Rose). Obecnos$¢ karneginy stwierdzono
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rowniez w ro$linach z rodziny Chenopodiaceae: Haloxylon articulatum. Naturalnie
wystepujacy alkaloid jest zwiazkiem optycznie czynnym, wykazuje skrecalno$¢ wiasciwa
[a]p —24.9 (c=4.45, EtOH), a jego konfiguracjg absolutna okreslono jako (5).
N-Metyloheliamina (O-metylokorypallina) wystgpuje rowniez w roslinach kaktusowatych
Cactaceae: Backebergia militaris, Pachycereus weberi, Pilosocereus guerreronis, jak
rowniez w rodzinach: Nymphaeaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae.
Hom CH3O CI‘%Om
N~ N— N~
CH,;0 H CH,0 H CH,0 H

o

H, CH, CH,OH
(+)-Salsolina (-)-Salsolidyna (+)-Kalikotomina
5 4
o CH3O©© CH;0._6 3
< 2
— — 1_N—CH
o N—CH, CHLO N—CH, o 7S s
CH,4
Hydrohydrastynina N-Metyloheliamina (-)-Karnegina

Wigkszos¢ z prostych alkaloidow izochinolinowych wykazuje znaczaca aktywnos¢
biologiczna. Oddziatywuja one na centralny uktad nerwowy, obnizaja ci$nienie krwi.
Spotykane sa jako wtorne metabolity otrzymywane z L-tyrozyny w czasie jej przemiany
przez mézgowa hydroksylaz¢ tyrozynowa u osob cierpiacych na chorobg Parkinsona, jak
rowniez u alkoholikow. Salsolidyna, karnegina 1 N-metyloheliamina znane sa jako inhibitory
mitochondrialnej oksydazy monoaminowej typu A. Chlorek 2-metylo-6,7-dimetoksy-3,4-
dihydroizochinoliniowy stosowany jest jako $rodek $ciagajacy tkanke 1 od 1933 roku
wystepuje pod nazwa zastrzezona Lodal”.

2.1. Synteza prostych alkaloidow izochinolinowych

Opracowany cykl ¢wiczen ma na celu zapoznanie z synteza uktadu 3,4-dihydro-
izochinolinowego metoda Bischlera-Napieralskiego 1 nastgpnie przeksztalcenie go w ukiad
1,2,3,4-tetrahydroizochinolinowy, ktéry stanowi podstawe budowy strukturalnej prostych
alkaloidow izochinolinowych. Na schemacie 1 przedstawiono syntez¢ karneginy

1 N-metyloheliaminy z handlowo dostgpnej 3,4-dimetoksyfenyloetyloaminy.

Opracowanie: Maria Chrzanowska, Beata Jasiewicz, Anna K. Przybyl, 7
Weronika Kozanecka-Okupnik



Chemia alkaloidow

Schemat 1. Synteza prostych alkaloidéw izochinolinowych

CH,O CH;0 N
3 NH, HCOOH 3 “H
—
CH,0

CH;0

3,4-dimetoksyfenyloetyloamina N-formylohomoweratryloamina

POCI,

CH;0 N
6,7-dimetoksy-3,4-dihydroizochinolina

CH,l

CH;0 1®
CH,0 Z 3
metylojodek 6,7-dimetoksy-3,4-dihydroizochinoliny

NaBH,
/ \CHngI
CH,0
CH;0
m_ CH,
CH,0

N—CH3
CH,0
N-metyloheliamina CH,
karnegina
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2.1.1. Formylowanie 3,4-dimetoksyfenyloetyloaminy

CH;0 ,CHO

3 NH2 CH3O N-
j@/\/ j@/\/ H
CH,0

CH;0

W kolbie okraglodennej o poj. 250 mL umieszczono 3,4-dimetoksyfenyloetyloaming
(2.7 g, 2.5 mL, 15 mmol), toluen (90 mL) 1 kwas mréwkowy (3.0 g, 2.5 mL). Mieszaning
ogrzewano do wrzenia z nasadka do azeotropowego usuwania wody przez okoto 2 h. Postep
reakcji kontrolowano za pomoca TLC. W przypadku stwierdzenia obecnosci w mieszaninie
reakcyjnej nieprzereagowanej aminy dodano 1 mL kwasu mrowkowego 1 kontynuowano
ogrzewanie do wrzenia przez nastgpne 30 min. Po ostygnigciu roztworu toluen odparowano
na wyparce prozniowej, a pozostalos¢ rozpuszczono w chlorku metylenu (okoto 100 mL) 1
przemyto 1% wodnym roztworem NaOH, a nastgpnie woda (pH~7). Roztwor organiczny
osuszono nad bezw. siarczanem sodu 1 odparowano przy pomocy wyparki prézniowe;.

Otrzymano 2.9 g N-formylohomoweratryloaminy w postaci oleju, ktory zakrzept.

Analiza TLC. Eluent: CHCl3-MeOH-NH4OH 90:9:1

IR (film) 3,4-dimetoksyfenyloetyloaminy
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http://www.sigmaaldrich.com/spectra/ftir/FTIR007730.PDF
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"H-NMR 3,4-dimetoksyfenyloetyloaminy (CDCl;)

CDCh QE-300
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http://www.sigmaaldrich.com/spectra/fnmr/FNMR 009969.PDF

"H-NMR N-formylohomoweratryloaminy (CDCls)
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2.1.2. Cyklizacja N-formylohomoweratryloaminy (synteza 6,7-dimetoksy-
3,4-dihydroizochinoliny)

CH,0 N

H CH,0
—- YO
CH3O Z

CH,O

UWAGA - reakcj¢ przeprowadza si¢ pod wyciagiem.

Uklad reakcyjny: kolba okraglodenna o poj. 250 mL, chtodnica zwrotna z odprowadzeniem
do pochtaniania chlorowodoru.

Do roztworu N-formylohomoweratryloaminy (2.9 g, 14 mmol) w acetonitrylu (70 mL)

dodano porcjami z wkraplacza POCl3 (8 mL) przy intensywnym mieszaniu na mieszadle

magnetycznym. Nastgpnie mieszaning ogrzewano do wrzenia w lazni olejowej przez 2 h.

Pobrano probke do analizy TLC, w ktorej nadmiar POCI3 rozlozono 20% NaOH

1 ekstrahowano eterem dietylowym. Jesli analiza TLC wykazata brak amidu (wyj$ciowy amid
nie daje reakcj barwnej z odczynnikiem Dragendorffa), to mieszaning reakcyjna
pozostawiono do ostygnigcia. Uzyskany roztwor odparowano ,do sucha” na wyparce
prozniowej. Do pozostatosci dodano 14 mL wody 1 ogrzewano do wrzenia w tazni wodnej
pod chlodnica zwrotna przez 1 h.

Warstweg wodna silnie zalkalizowano (20% NaOH) 1 rozcienczono woda do objetosci okoto
150 mL 1 ekstrahowano eterem dietylowym (7x) do zaniku reakcji barwnej z odczynnikiem
Dragendorffa. Polaczone ekstrakty eterowe osuszono nad bezw. siarczanem sodu
1 odparowano na wyparce prozniowej. Uzyskano 2.3 g oleju, ktory zakrzept.

Substancje oczyszczono poprzez destylacje z kolbki do kolbki pod zmniejszonym ci$nieniem
(destylacja kuglowa), produkt zbierano w przedziale temperatur 120-150°C. Otrzymano 2.1 g
czystej 6,7-dimetoksy-3,4-dihydroizochinoliny.

Analiza TLC. Eluent: CHCl3-MeOH-NH4OH 90:9:1

Opracowanie: Maria Chrzanowska, Beata Jasiewicz, Anna K. Przybyl, 11
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"H-NMR 6,7-dimetoksy-3,4-dihydroizochinoliny (CDCL)
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2.1.3. Metylojodek 6,7-dimetoksy-3,4-dihydroizochinoliny

(<]

CH;O. CH;0 I
Vo— Ok
CH;0O = /N— CH;

CH,0

6,7-Dimetoksy-3,4-dihydroizochinoling (1.0 g, 5.2 mmol) rozpuszczono w eterze
dietylowym (20 mL) w kolbie okraglodennej o poj. 100 mL i przy intensywnym mieszaniu
dodano jodku metylu (1 mL, 16 mmol). Pozostawiono z mieszaniem na 24 h.
Nastgpnego dnia postgp reakcji sprawdzono za pomoca TLC. Odsaczono zoétte krysztaty
1 przemyto eterem dietylowym; t.t. 212-214°C. W razie potrzeby metylojodek 6,7-dimetoksy-
3,4-dihydroizochinoliny mozna rekrystalizowa¢ z metanolu. Czyste krysztaty wysuszono w

tzw. pistolecie do suszenia (aparat Abderhaldena) pod zmniejszonym ci$nieniem.

Analiza TLC. Eluent: CHCl3-MeOH-NH4OH 80:18:2

"H-NMR metylojodku 6,7-dimetoksy-3,4-dihydroizochinoliny (D,O)
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2.1.4. Synteza karneginy

Addycja jodku metylomagnezowego do metylojodku 6,7-dimetoksy-3,4-
dihydroizochinoliny

(C]
CH3O©© 1 CH;0
N— CH3
N—CH
CH;0 Z CH, oj@; 3
CH,

Przygotowanie zwiqzku Grignarda:

W kolbie okraglodennej o poj. 50 ml umieszczono opitki Mg (250 mg, 10 mmol) w 5 mL
bezwodnego eteru dietylowego 1 krysztatek jodu. Do mieszaniny wkroplono z wkraplacza (z
rurka do wyroéwnywania cisnien) jodek metylu (0.63 mL, 10 mmol) w 3 mL eteru
dietylowego. (Uwaga: Jesli po wkropleniu okoto 1/3 objgtosci roztworu, reakcja tworzenia
zwigzku magnezoorganicznego nie rozpoczgla si¢ samorzutnie, to mieszaning nalezy lekko
ogrza€). Nastgpnie mieszanie kontynuowano przy lekkim wrzeniu roztworu az do

catkowitego rozpuszczenia magnezu (okoto 1 h).

Addycja zwiqzku Grignarda:

Zwiazek magnezoorganiczny przesaczono (szybko!) przez lejek z watka do wkraplacza
1 wkroplono w temp. 0°C do roztworu metylojodku 6,7-dimetoksy-3,4-dihydroizochinoliny
(333 mg, 1 mmol) w 20 mL bezwodnego THF. Lazni¢ woda-16d usuni¢to 1 po 30 min.
mieszania w temperaturze pokojowej kontrolowano postep reakcji przy pomocy TLC

(pobrana probke mieszaniny reakcyjnej roztozono 20% NHyCl 1 wyekstrahowano eterem
4 y

dietylowym). Mieszanie kontynuowano do zaniku zottej barwy mieszaniny reakcyjnej. Po
zakonczeniu reakcji do mieszaniny reakcyjnej dodano 20% chlorku amonu 1 ekstrahowano
eterem dietylowym. Ekstrakty eterowe suszono nad bezw. siarczanem sodu i odparowano
rozpuszczalniki pod zmniejszonym ci$nieniem. Karneging uzyskano w postaci oleju (131
mg), ktory przeprowadzono w chlorowodorek. Olej (131 mg) rozpuszczono w jak
najmniejszej ilosci metanolu, a nastgpnie dodano kroplami 3.5% metanolowy roztwor HCI az
do uzyskania odczynu kwasnego. Roztwor pozostawiono do krystalizacji.

Chlorowodorek karneginy: t.t. 210°C.

Opracowanie: Maria Chrzanowska, Beata Jasiewicz, Anna K. Przybyl, 14
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Z higow wodnych mozna odzyskac¢ nieprzereagowana pochodna dihydroizochinoliny po

zakwaszeniu st¢z. HCI 1 ekstrakcji chlorkiem metylenu.

Analiza TLC. Eluent: CHCl3-MeOH-NH4OH 90:9:1

"H-NMR karneginy (CDCls)

i
/J
J A
-4 4 JNL.' = |
TR, K___A»u L P WA A . S
T t5| LI S S | .| T |5! TT T T[T 17T |4|"7_r1 T [ T 17T .3|"r'7—r"r']‘"r—r"|'-r-e|"I"1' L L 1] T T T I [ rrrr Dlp::Hl
Opracowanie: Maria Chrzanowska, Beata Jasiewicz, Anna K. Przybyl, 15

Weronika Kozanecka-Okupnik



Chemia alkaloidow

2.1.5. Synteza N-metyloheliaminy
Redukcja metylojodku 6,7-dimetoksy-3,4-dihydroizochinoliny

e
®
i _—
CH;0 N~ CH; m— CH;,

CH,;0

Metylojodek 6,7-dimetoksy-3,4-dihydroizochinoliny (333 mg, 1 mmol) rozpuszczono

w uwodnionym metanolu (10 mL MeOH 1 1 mL H»O) w temperaturze pokojowe;j

iumieszczono w tazni z lodem. Do mieszanego na mieszadle magnetyczym roztworu
dodawano porcjami wodorek borowo-sodowy (100 mg). Przebieg redukcji kontrolowano
przy pomocy TLC. Po zakonczeniu reakcji cato§¢ odparowano "do sucha" przy pomocy

wyparki prozniowej, dodano 2 mL H»O 1 20% NaOH do pH~13 i ekstrahowano eterem
dietylowym. Polaczone ekstrakty eterowe osuszono nad bezw. NapSO4 1 odparowano eter.

Uzyskano 173 mg biatego osadu, ktory rektrystalizowano z eteru dietylowego.

N-Metyloheliamina: t.t. 69-70°C.

Analiza TLC. Eluent: CHCl3-MeOH-NH4OH 90:9:1

"H-NMR N-metyloheliaminy (CDCls)

Opracowanie: Maria Chrzanowska, Beata Jasiewicz, Anna K. Przybyl, 16
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3. Alkaloidy indolowe

3.1. Charakterystyka indolu
Indol jest wazna czasteczka heterocykliczna, od ktorej wywodza si¢ alkaloidy

indolowe. Jest on obecny w proteinowych fancuchach w postaci aminokwasu - tryptofanu.
Ponadto bardzo czesto wykorzystuje si¢ go do produkcji lekéw np. indometacyny. Uklad
indolowy sktada si¢ z pierscienia pirolowego oraz benzenowego i ulega reakcjom substytucji
elektrofilowej w pierscieniu pirolu. Reakcje halogenowania, nitrowania, sulfonowania,
acylowania Friedel-Crafts'a oraz alkilowania zachodza preferencyjnie w pozycji C-3.
Podstawienie w pozycje C-2 1 C-5 jest niekorzystne pod wzgledem energetycznym (Schemat

2).

Schemat 2. Schemat reakcji substytucji elektrofilowej w uktadzie indolowym.

podstawienie w pozycje C-3:
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3.2. Alkaloidy indolowe

L-Tryptofan jest aromatycznym aminokwasem zawierajacym pier§cien indolowy.
Tryptamina oraz jej N-metylowe 1 N, N-dimetylowe pochodne sa szeroko rozpowszechnione
w organizmach ro$linnych, jako przyklady pochodnych indolowych wywodzacych si¢ z
L-tryptofanu. 5-Hydroksytryptamina (5-HT, zwyczajowo nazywana serotonina) wystgpuje w
zwierzecych tkankach sercowo-naczyniowych, gdzie pelni funkcje neuroprzekaznika w
osrodkowym uktadzie nerwowym. Innym znanym alkaloidem indolowym jest melatonina,
powstajaca w wyniku reakcji acetylowania 5-HT. Jest to hormon syntezowany u zwierzat
glownie w szyszynce. Odpowiada za koordynacj¢ pracy zegara biologicznego u ssakow,

regulujacego rytmy dobowe m.in. snu i czuwania.

3.2.1. Gramina jako przedstawiciel alkaloidow indolowych

Gramina (1) jest najpopularniejszym alkaloidem indolowym, prosta aming
zawierajaca pierscien indolowy. Zostata wyizolowana z jgczmienia zwyczajnego (Hordeum
vulgare), a takze wystgpuje w lisciach klonu srebrzystego (Acer saccharinum). Biosynteza
tego zwiazku polega na skroceniu tancucha prekursora aminokwasowego — L-tryptofanu,
o dwa atomy wegla z zachowaniem atomu azotu z grupy aminowej. Prawdopodobnie atom
azotu wiaze si¢ z kofaktorem np. fosforanem pirydoksalu (PLP) i jest transportowany po
skroceniu fancucha z powrotem do grupy metylenowej przy atomie wegla C-3 indolu.
Nastgpnie zachodzi proces metylowania przy pomocy S-adenozylometioniny (SAM)

(Schemat 3).

Schemat 3. Biosynteza graminy z L- tryptofanu.

CO,H
NH; NMe,
NH,

\ \ SAM \

N N

H H E N
E = N-metylotransferaza 1
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Gramina nie zostata sklasyfikowana jako substancja niebezpieczna. Po spozyciu moze jednak
wywola¢ drgawki 1 ogdlne pobudzenie organizmu. Przeprowadzone badania toksykologiczne
tego alkaloidu wykazaty, ze wartoSci LDsy dla myszy wynosza: 122 mg/kg
($rodotrzewnowo), 46 mg/kg (dozylnie).

Syntetyczng graming poczatkowo otrzymywano w reakcji jodku indolomagnezowego
z dimetyloaminoacetonitrylem. Pozniej zaczg¢to ja otrzymywaé w wyniku syntezy Mannicha:

w reakcji indolu z formaldehydem 1 dimetyloaming (Schemat 4).

Schemat 4. Metody syntezy graminy.

Mgl | N/
N \ \
N \
/
\ AN
©i> CH,0, HN(CHs), \

3.2.2. Aktywnos¢ biologiczna graminy i jej pochodnych

\\

Gramina wykazuje szeroka aktywnos$¢ fizjologiczna zblizona do aktywnosci efedryny;
m.in. wywotuje rozkurcz migs$ni gladkich oskrzeli, podwyzsza ci$nienie tgtnicze krwi,
tagodzi objawy astmy 1 zapalenia oskrzeli. Jest szeroko uzywana do syntezy pochodnych
indolu: kwasu indolilo-3-octowego, serotoniny 1 L-tryptofanu. Ponadto wykazano, ze
odgrywa ona wazna rol¢ w procesie metabolizmu aminokwaséw w organizmie Zywym.
Alkaloid ten wykorzystywany jest w farmacji do syntezy biologicznie aktywnych ukitadow
indolowych zwigzanych z heteroauksynami, hydroksytryptamina oraz L-tryptofanem. W
ostatnich latach udowodniono, ze heterocykliczne zwiazki azotu odgrywaja istotna rolg w
chemii medycznej, dzigki swoim szerokim biologicznym witasciwosciom. Wsrdd tych
zwiazkow naukowcy wyr6znili szkielet indolowy, poniewaz analogi zawierajace ten uktad

zostaty  zakwalifikowane do grupy lekdw o  potencjalnych  wlasciwosciach

Opracowanie: Maria Chrzanowska, Beata Jasiewicz, Anna K. Przybyl, 20
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przeciwbakteryjnych, przeciwwirusowych, przeciwnowotworowych oraz inhibitorow kinaz
biatkowych.

Pochodne graminy sa wykorzystywane do zwalczania toksycznych sinic Microcystis
aeruginosa podczas zakwitow w zbiornikach wodnych. Inhibicja cyjanobakterii
z zastosowaniem pochodnych graminy jest bardzo skuteczna, poniewaz zwiazki te wptywaja
na procesy utleniajaco-redukcyjne, migdzy innymi na enzymy antyoksydacyjne: dysmutaze
ponadtlenkowa (SOD), acetylofransferaz¢ chloramfenikolu (CAT) oraz antyoksydanty
nieenzymatyczne: glutation (GSH) 1 kwas askorbinowy (AsA).

Przeprowadzono  badania  aktywnos$ci  przeciwnowotworowej  otrzymanych
pochodnych graminy wykorzystujac m.in.: HepG2 - ludzkie nowotworowe komorki
watrobowe, SGC-7901, BGC-823 - dwa rodzaje ludzkich nowotworowych komorek zotadka
oraz NCI-H460 - ludzkie nowotworowe komorki ptuc. Na rysunku 1 przedstawiono struktury
pochodnych, ktére charakteryzuja si¢ bardzo dobra aktywnoscia - hamuja proliferacje tych
komorek nowotworowych. Gramina wykazata aktywnos¢ tylko w przypadku SGC-7901 oraz
BGC-823, niszczac komorki chorobowe jedynie w ok. 20%. Jej pochodne wykazuja

zdecydowanie lepsze rezultaty. Najskuteczniejszy okazat si¢ lek o strukturze N.

Rysunek 1. Struktury badanych pochodnych graminy.

\/
AN
| /] H H R,=H, R,=2-CI

N K R,=H, R,=4-Cl
= L R,;=H, R,=2-F
M R,=H, R,=4-F

\ Nao N R,=H, R,=4-F;C
O R,=CHj, Ry=4-F;C
N
\
R

1

Pochodne graminy znalazty takze zastosowanie jako skladnik powlok
przeciwporostowych statkow, tzw. antifouling. Wsrdd bioaktywnych metabolitow duze
zainteresowanie wzbudzita pochodna graminy TBT czyli 2,5,6-tribromo-1-metylogramina
wyizolowana z  mszywiolu morskiego (Zoobotryon  pellucidum).  Otrzymano

1 scharakteryzowano spektroskopowo nowe halogenowe pochodne graminy (2 - 4) oraz ich

Opracowanie: Maria Chrzanowska, Beata Jasiewicz, Anna K. Przybyl, 21
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analogi zawierajace grupg estrowa (5 - 8) o znacznie wigksze] aktywnosci 1 mniejsze]

toksycznos$ci (Rysunek 2).

Rysunek 2. Struktury badanych pochodnych graminy o wiasciwosciach

przeciwporostowych.

N/ N CH,CH,COOR
\ \ , 2 2 3
Br R N R2

\ Br \ \

o ,Tl R2 N \ R1
CHs /N
2 3 Rl: Cl’ R2: Cl 5 Rl: CL R2: CL R3: CH3
4R=Br, Ry=H 6 R;=Cl, Ry=Cl, R3= (CH,);CH;

7R,=Br, R,=H, R3=CHj;
8 R,=Br, R,=H, R3= (CH,);CH;
Popularnym lekiem nalezacym do grupy indoli jest indolo-3-karbinol (indolilo-3-
metanol) (Rysunek 3). Znajduje si¢ w licznych warzywach kapustnych m.in. w kapuscie,
brukselce, kalafiorze. Indolilo-3-metanol jest stosowany w leczeniu kobiet chorych na raka
piersi. Z naturalnie wystgpujacego indolo-3-karbinolu powstaje 3,3 -diindolilometan (DIM)
w Srodowisku kwasnym zoladka lub otrzymywany jest on syntetycznie podczas ogrzewania
w srodowisku alkalicznym. Ma on dziatanie antyproliferacyjne w stosunku do komorek
nowotworowych in vitro. Zbadano skutecznos¢ DIM przeciw nowotworom: sutka, macicy,
prostaty, okrgznicy. DIM jest wykorzystywany jako zwiazek modelowy w poszukiwaniu

nowych zwiazkéw o wlasciwosciach przeciwnowotworowych.

Rysunek 3. Synteza DIM-u z indolo-3-karbinolu.

OH
\ 10% NaOH,
[— /I
temperatura
N
H HN NH
indolo-3-karbinol DIM
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3.2. Synteza pochodnych graminy

3.3.1. Synteza N-acetylo-3-acetoksymetyloindolu

N @)

AN
N\ (CH,C0),0 AN

_—

N
H
O

Graming (3 mmol) rozpusci¢ w $§wiezo przedestylowanym bezwodniku octowym
(48 mmol) 1 ogrzewa¢ pod chlodnica zwrotna (ok 2 h). Po przereagowaniu substratu
mieszaning ochtodzi¢ w tazni woda/l6d/NaCl do temperatury 0-5°C. Doda¢ 20 mL zimne;j
wody 1 cato$¢ miesza¢ przez 2 h na mieszadle magnetycznym w temp. 0-5°C. Powstaje
brazowy osad, ktory nalezy odsaczy¢ 1 krystalizowa¢ z n-heksanu (po doprowadzeniu
roztworu do wrzenia mieszaning przesaczy¢ na goraco na lejku Biichnera, procedurg
powtorzy¢, taczna objgtos¢ rozpuszczalnika to okoto 25 mL). Produkt ma posta¢ bialego

proszku o temperaturze topnienia 88-89°C (wydajnos¢ reakceji 63%).

Analiza TLC. Eluent: metanol-aceton-amoniak 10:10:1

Opracowanie: Maria Chrzanowska, Beata Jasiewicz, Anna K. Przybyl, 23
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"H NMR (300 MHz, CDCL)
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N-Acetylo-3-acetoksymetyloindol (100 mg) rozpusci¢ w 5 mL wody destylowanej
1ogrzewa¢ pod chlodnica zwrotna przez 4 h. Nastgpnie po ochlodzeniu mieszaniny
reakcyjnej do temperatury pokojowej, przenies¢ ja do rozdzielacza z pokruszonym lodem.
Przeprowadzi¢ ekstrakcj¢ uzywajac eteru dietylowego (3 x 25 mL). Warstwe organiczna

przemy¢ woda (3 x 20 mL), nasyconym roztworem NaCl (3 x 20 mL), wysuszy¢ nad

Opracowanie: Maria Chrzanowska, Beata Jasiewicz, Anna K. Przybyl, 24
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bezwodnym KOH. Rozpuszczalnik odparowaé pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany

osad krystalizowa¢ z mieszaniny n-heksanu 1 etetu dietylowego (t.t. 138-140°C, wydajnos¢

reakcji 40%). Produkt przechowywa¢ w zamrazalniku (w ciemne;j fiolce zawinigtej w folig

aluminiowa), chroniac go przed dostgpem swiatfa.

Analiza TLC. Wykona¢ na ptytce z AL,Os. Eluent: toluen-octan etylu 5:1

"H NMR (300 MHz, CDCL)
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3.3.3. Reakcje N-acetylo-3-acetoksymetyloindolu z alkoholami

>/ OR
\ ROH \
— R = CH,CH,
N N CH(CH;),
CH,CH,CH,
o (CH,)4CH;
(CHy),CH(CH3),

3.3.3.1. Reakcja NV-acetylo-3-acetoksymetyloindolu z etanolem
N-Acetylo-3-acetoksymetyloindol (0,2 mmol) rozpusci¢ w 1 mL etanolu. Doda¢ 0,5
mL 10% roztworu NaOH 1 calo$¢ miesza¢ przez 24 h w temp. pokojowej na mieszadle
magnetycznym. Nastgpnie mieszaning ochtodzi¢ w tazni woda/léd (do temperatury 0-5°C)
1 dodawac powoli kroplami 5 mL zimnej wody. Pojawia si¢ zmgtnienie. Mieszaning nalezy
pozostawi¢ na noc w lodowce. Otrzymany biaty osad odsaczy¢ (t.t. 53-54°C). W przypadku
braku osadu, nalezy wykona¢ ekstrakcj¢ uzywajac eteru dietylowego (3 x 25 mL). Warstwe
organiczng przemy¢ woda (3 x 20 mL), nasyconym roztworem NaCl (3 x 20 mL), wysuszy¢
nad bezwodnym KOH. Rozpuszczalnik odparowa¢ pod zmniejszonym cisnieniem. Uzyskany

olej wysuszy¢ pod zmnieszonym ci$nieniem. Wydajnos¢ reakcji 70%.

Analiza TLC. Eluent: toluen-octan etylu 5:1

Opracowanie: Maria Chrzanowska, Beata Jasiewicz, Anna K. Przybyl, 26
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"H NMR (300 MHz, CDCL)
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BC NMR (75 MHz, CDCL).
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3.3.3.2. Reakcja N-acetylo-3-acetoksymetyloindolu z izopropanolem
N-Acetylo-3-acetoksymetyloindol (0,2 mmol) rozpusci¢ w 1 mL izopropanolu. Doda¢
0,5 mL 10% roztworu NaOH 1 mieszaning reakcyjna miesza¢ przez 2 h w temp. pokojowe;]
na mieszadle magnetycznym. Mieszaning ochtodzi¢ w fazni woda/léd (do temperatury 0-5°C)
1 doda¢ 5 mL zimnej wody. Mieszaning pozostawi¢ w lodéwce na noc. Catos¢ przenies¢ do
rozdzielacza i1 ekstrahowac eterem dietylowym (3 x 20 mL). Warstwg organiczna przemy¢

woda (3 x 20 mL), nasyconym roztworem NaCl (3 x 20 mL), wysuszy¢ nad bezwodnym

Opracowanie: Maria Chrzanowska, Beata Jasiewicz, Anna K. Przybyl,
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KOH. Rozpuszczalnik odparowa¢ pod zmniejszonym ci§nieniem. Otrzymany olej odmy¢ na

goraco n-heksanem. Produkt ma posta¢ brunatnego oleju (wydajnos¢ reakcji 75%).

Analiza TLC. Eluent: toluen-octan etylu 5:1

"H NMR (300 MHz, CDCL)
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BC NMR (75 MHz, CDCL)
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3.3.3.3. Reakcja N-acetylo-3-acetoksymetyloindolu z n-propanolem
N-Acetylo-3-acetoksymetyloindol (0,2 mmol) rozpusci¢ w 1 mL n-propanolu. Dodaé
0,5 mL 10% roztworu NaOH 1 calo$§¢ miesza¢ przez 2 h w temp. pokojowej na mieszadle
magnetycznym. Mieszaning ochtodzi¢ w tazni woda/lod (do temperatury 0-5°C) 1 dodac
SmL zimnej wody. Mieszaning pozostawi¢ w lodéwce na noc. Calo$¢ przenies¢ do
rozdzielacza 1 ekstrahowac eterem dietylowym (3 x 20 mL). Warstwe organiczna wysuszy¢
nad bezwodnym KOH. Rozpuszczalnik odparowa¢ pod zmniejszonym ci$nieniem.
Otrzymany olej odmy¢ na goraco n-heksanem. Produkt ma posta¢ brunatnego oleju

(wydajnos¢ reakceji 80%).

Analiza TLC. Eluent: toluen-octan etylu ~ 5:1
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"H NMR (300 MHz, CDCL)
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3.3.3.4. Reakcja N-acetylo-3-acetoksymetyloindolu z alkoholem amylowym
(izoamylowym)

N-Acetylo-3-acetoksymetyloindol (0,2 mmol) rozpusci¢ w 1 mL alkoholu amylowego
(izoamylowego). Doda¢ 0,5 mL 10% roztworu NaOH 1 calo$¢ ogrzewaé pod chlodnica
zwrotna do calkowitego przereagowania substratu (ok. 2 h). Mieszaning ochtodzi¢ do
temperatury pokojowej, nastgpnie przenies¢ do rozdzielacza z pokruszonym lodem
1 ekstrahowa¢ eterem dietylowym (3 x 20 mL). Warstwe organiczng przemy¢ woda (3 x 20
mL), nasyconym roztworem NaCl (3 x 20 mL), a nastgpnie wysuszy¢ nad bezwodnym KOH
1 odparowac rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymany olej odmy¢ na goraco

n-heksanem. Produkt ma posta¢ brunatnego oleju (wydajnos¢ reakcji 80%).

Analiza TLC. Eluent: toluen-octan etylu ~ 5:1
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3.3.4. Synteza jodku N-metylograminy

/ o o

N\ N(CHa)s |

\ CH,1, EtOH
0-2°C \

Graming (3 mmol) rozpusci¢ w 5 mL bezwodnego etanolu. Nastgpnie za pomoca
strzykawki doda¢ CHil (3 mmol). Calo$¢ miesza¢ na mieszadle magnetycznym
w temperaturze 0-2°C przez 5 h. Reakcj¢ kontrolowaé za pomoca TLC. Produkt ma postac
biatego osadu, ktory nalezy odsaczy¢, nastgpnie osad przemy¢ eterem dietylowym (t.t. 170-
171,5°C, wydajnos¢ reakcji 83%).

Analiza TLC. Eluent: metanol-aceton-amoniak 10:10:1.

Plytk¢ wybarwi¢ w odczynniku Dragendorffa.

3.3.5. Reakcja demetylacji jodku N-metylograminy

O
@ €] O
N(CHa3)s |
(CHa)s w N \ NH;
KN
\ NH,NH,
_° N\ b -, A\
N DMF N
N H

Etap I

Jodek N-metylograminy (0,55 mmol) rozpusci¢ w bezwodnym DMF. Dodac
ftalimidek potasu (0,6 mmol) 1 ogrzewac przez 5h pod chlodnica zwrotng w temperaturze
wrzenia rozpuszczalnika. Mieszaning przenies¢ do rozdzielacza i1 ekstrahowac eterem
dietylowym (3 x 20 mL). Warstwe organiczng przemy¢ woda (3 x 20 mL), nasyconym
roztworem NaCl (3 x 20 mL), a nastgpnie wysuszy¢ nad bezwodnym KOH 1 odparowac
rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany proszek krystalizowaé z n-
heksanu (t.t. 182-183°C, wydajnos¢ reakcji 56%). Produkt mozna oczysci¢ takze za pomoca

chromatografii kolumnowej (Florisil), wymywajac eterem dietylowym.
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Analiza TLC. Eluent: metanol- aceton-amoniak 10:10:1

Przygotowanie ftalimidku potasu:

Imid kwasu ftalowego (1g) rozpusci¢ na gorqco w ok 20 mL bezwodnego etanolu. Gorgcq
mieszanine reakcyjnq zdekantowac do roztworu 50% wodorotlenku potasu (3g KOH, 3 mL
H>0), wypada bialy osad, ktory nalezy przesqczy¢ i przemyc¢ acetonem. Wydajnosé reakcji
98%.

Etap 11

Produkt (1 ekwiwalent) otrzymany w etapie I rozpusci¢ w jak najmniejszej objetosci
bezwodnego etanolu. Doda¢ nadmiar hydratu hydrazyny (7.4 ekwiwalenta) NH,NH,*H,O,
85%, 1 ogrzewac pod chlodnica zwrotna w temperaturze 120°C na mieszadle magnetycznym.
Mieszaning przenie$¢ do rozdzielacza z pokruszonym lodem z dodatkiem 20% NaOH
1 ekstrahowa¢ eterem dietylowym (3 x 20 mL). Warstwg organiczna przemy¢ 10% NaOH,
woda (3 x 20 mL), a nastepnie wysuszy¢ nad bezwodnym KOH. Odparowa¢ rozpuszczalnik
pod zmniejszonym ci$nieniem i przeprowadzi¢ krystalizacj¢ z mieszaniny heksan/octan etylu.

Produkt przechowywa¢ w zamrazalniku (t.t. 103—105°C, wydajnos$¢ reakcji 65%).

Analiza TLC. Eluent: metanol

3.3.6. Synteza DIM-u

o)

\O—a>/ \

temperatura
HN NH

I=

Przed reakcjq nalezy przekrystalizowaé indolo-3-karbinol z toluenu. Substrat jest bardzo

nietrwaty, nalezy przechowywac go w temperaturze 0-5 °C.

Indolo-3-karbinol (2 mmol) rozpusci¢ w 10% NaOH 1 ogrzewac¢ pod chtodnica zwrotna

do calkowitego przereagowania substratu. Cato$¢ przenies¢ do rozdzielacza z pokruszonym
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lodem 1 ekstrahowa¢ eterem dietylowym (3 x 20 mL). Warstwe organiczna przemy¢ woda,
nasyconym roztworem NaCl (3 x 20 mL), a nastgpnie wysuszy¢ nad bezwodnym KOH

1 odparowac rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Wydajno$¢ reakcji 77%.

Analiza TLC. Eluent: metanol-aceton-amoniak 10:10:1
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4. Alkaloidy chinolizydynowe

Dieta czlowieka powinna by¢ bogata
zardéwno w produkty pochodzenia
zwierz¢eego, jak 1 roslinnego. Szczegodlna
uwage poswigca si¢ bialkom znajdujacym sig
w nasionach roslin straczkowych, gdyz
zawieraja one prawie wszystkie aminokwasy
egzogenne w ilosciach zblizonych do tych w
pelnowartosciowych produktach zwierzecych.
Nasiona hubinu zawieraja ok. 44% bialka,
13% tluszczu oraz skladniki biologicznie
aktywne. Przeprowadzono szerokie badania

nad wiasciwo$ciami odzywczymi tubinow, ich

potencjalnym dziataniem alergennym,

mutagennym i karcynogennym.

W 1996 roku opracowano wymagania dotyczace sktadu chemicznego, wartosci odzywczej i
bezpieczenstwa produktow dla tubinu certyfikowanego (stodkiego). Na podstawie tych
dokumentow zaczgto polecaé produkty tubinowe jako sktadniki produktow zywnosciowych.
Sposrod wszystkich roslin straczkowych najwigksza zawarto$cia biatka charakteryzuja sig
nasiona tubinu zoéttego. Lubin bialy ma podobna koncentracje biatka co soja. Cechuje go
ponadto wysoka zawarto$¢ cystyny, aminokwasu siarkowego, ktorego w nasionach innych

roslin straczkowych jest znacznie mnie;.

4.1. Ekstrakcja alkaloidéw tubinowych

W celu zwigkszenia wykorzystania biatka tubinowego dazy si¢ do usunigcia
alkaloidéw przez odgoryczanie metodami technologicznymi np.: ekstrakcja 48% EtOH lub
tez hodowleg tzw. lubindw stodkich o niskiej zawartos$ci alkaloidow. Proces odgoryczania nie
prowadzi do calkowitego usunigcia alkaloidéw.

Kilkanascie lat temu opracowano metod¢ ekstrakcji alkaloidow z nasion tubinu,
umozliwiajaca maksymalne wymycie alkaloidow w ich niezmienionych naturalnych

formach, co umozliwia wykorzystanie ich do dalszych badan. Metoda ta polega na unikaniu
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czynnikéw hydrolizujacych (st¢zonych kwasow 1 zasad) grupy funkcyjne m.in. estrowe 1
laktamowe. Hydroliza uktadu laktamowego w laktamach sparteiny prowadzi do tworzenia si¢
soli kwasow, ktore nie sa rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych 1 nie przechodza
do warstw organicznych w trakcie ekstrakcji. W ten sposdb obniza si¢ zawartos¢ alkaloidow

w ekstraktach.

Cwiczenia zostana przeprowadzone na nasionach réznych gatunkéw tubindéw. Przyktadowo
podano sktad alkaloidéw lubinu bialego odmiany BAC:

Lupanina — C;5sH24N>0 (9)

13-Hydroksylupanina — C;sH24N>O; (10)

Multiflorina — C;5sH2,N,0 (11)

Seco(11,12)-12-didehydromultiflorina — C;5sH2,N,0 (12)

13-Hydroksymultiflorina — C;5H2oN>0O, (13)

Angustyfolina — C;sHy6N,O (14)

Sparteina — CisHy6N, (15)

N N
N N OH
0] 9 0] 10
o) N o) N/)
N . _N Z
1 12
O N NH
x_N OH N
13 O 14
N
N

15
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Ogolny schemat ekstrakcji alkaloidow

mielenie nasion tubinu

NV
odtluszczanie maczki tubinowe;j eterem naftowym

N
suszenie maczki na powietrzu

N

maceracja maczki tubinowej 25% KOH

A

mieszanie zmacerowanej masy z ziemia okrzemkowa

ﬁ

wymywanie alkaloidow za pomoca CH,Cl,

J

oczyszczanie ekstraktu na kolumnie z ALO; (II°)

J

sprawdzenie chromatograficzne otrzymanej mieszaniny alkaloidowe;j

ﬁ

izolacja lupaniny

Analize chromatograficzna TLC przeprowadza si¢ wykorzystujac jako fazy rozwijajace:
A) chloroform - etanol 3:2

B) aceton - metanol - amoniak 5:5:0.5
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4.1.1. Przygotowanie nasion do odtluszczania

Tok postepowania:

I.
2.

3.

Zemle¢ 100 g nasion tubinu na maczke

Przygotowa¢ Soxhlet z kolba okraglodenna o pojemnosci 500 mL 1 napetni¢ ja 370
mL eteru naftowego (t.wrz. 48-53°C). Maczke przenie$¢ do gilzy, umiesci¢ w
aparacie Soxhleta 1 utrzymywac¢ eter w stanie wrzenia przez ok. 8 h (dwa kolejne
¢wiczenia) — proces ten ma na celu usunigcie thuszczOw oraz innych zbgdnych
balastow.

Odthuszczona maczke suszy¢ na powietrzu.

Przygotowac¢ do dalszych ¢wiczen: roztwor 25% KOH oraz alkaliczng ziemig¢ okrzemkowa

(160 g ziemi okrzemkowej zalane 100 mL 20% KOH).

4.1.1.1. Analiza mieszaniny alkaloidow

Tok postepowania:

I.
2.
3.

Zwazy¢ otrzymang probke (mieszanina alkaloidow).

Mieszaning alkaloidow zmiesza¢ z ziemia okrzemkowa.

Przygotowa¢ kolumng: na dnie kolumny umiesci¢ kawalek waty, przygotowana mase
alkaloidow z ziemia okrzemkowa, kawalek waty.

Kolumng wymywac¢ chlorkiem metylenu (porcje po ok. 15 mL). Pasek bibuty
nasycony kropla koncowego wycieku z kolumny po zanurzeniu w odczynniku
Dragendorffa nie powinien zabarwia¢ si¢ na pomaranczowo.

Wykona¢ chromatografi¢ TLC z kolejnych frakeji. Frakcje podobne potaczy¢, zatezy¢
na wyparce, zwazyc.

Przeprowadzi€ krystalizacje alkaloidow obecnych w mieszaninie.
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4.1.2. Maceracja odtluszczonej maczki lubinowej i wymywanie alkaloidow

Tok postepowania:

1.

W celu roztworzenia $cianek komorek roslinnych na kazde 10 g odtluszczonej 1
wysuszonej maczki doda¢ 7.5 mL 25% KOH. Cato$¢ wymieszac 1 pozostawi¢ na 1.5
godziny.

Zmacerowana mas¢ wymiesza¢ z ok. 45 g ziemi okrzemkowej (~1:1 w stosunku do
suchej odtluszczonej maczki tubinowej) w celu powigkszenia powierzchni penetracji
rozpuszczalnika oraz zaabsorbowania nadmiaru wody.

Przygotowanie kolumny: na dnie kolumny umiesci¢ kawalek waty, nastgpnie
uprzednio przygotowane 10 g alkalicznej ziemi okrzemkowej oraz przygotowana
mase alkaloidow z ziemia okrzemkowa.

Kolumng wymywa¢ chlorkiem metylenu do zaniku alkaloidow w wycieku — test
Dragendorffa. Ekstrakt suszy¢ nad bezw. MgSQO., zatezy¢ pod zmniejszonym

ci$nieniem na wyparce 1 zwazyc.

4.1.3. Rozdzial surowej frakcji alkaloidow chinolizydynowych

Tok postepowania:

I.

Przygotowa¢ kolumng z Al,O3: w kolumnie umiesci¢ watg 1 tlenek glinu (20-krotny
nadmiar wagowy w stosunku do masy alkaloidowej). Frakcj¢ alkaloidowa rozpusci¢
w niewielkiej ilosci CH,Cl,, wymiesza¢ z piaskiem, podsuszy¢ aby byla sypka i
umiescic na tlenku glinu.
Kolumng wymywac¢ kolejno:

a. eterem dietylowym

b. chlorkiem metylenu

c. chloroformem

d. metanolem
az do zaniku alkaloidow w wycieku (test Dragendorffa)

Zageszczone roztwory zwazyc.

Opracowanie: Maria Chrzanowska, Beata Jasiewicz, Anna K. Przybyl, 41
Weronika Kozanecka-Okupnik



Chemia alkaloidow

4.1.4. Otrzymywanie (£)-lupaniny i nadchloranu (+)-lupaniny

Gléwnym sktadnikiem frakcji eterowej obok (+)-lupaniny jest racemiczna lupanina, ktora

mozna tatwo oddzieli¢ od towarzyszacych jej pozostatych alkaloidéw poprzez krystalizacje z

eteru dietylowego, a (+)-lupaning - przeprowadzajac tugi pokrystaliczne w nadchloran.

Tok postepowania:

1.

A

Frakcje uzyskana w wyniku odparowania eteru rozpusci¢ na goraco w niewielkiej
ilosci eteru dietylowego.

Odstawi¢ do pojawienia si¢ krysztalow racemicznej lupaniny.

Krysztalki odsaczy¢ i1 przemy¢ eterem naftowym.

Uzyskany osad przekrystalizowa¢ ponownie z eteru dietylowego.

Osad odsaczy¢, przemy¢ eterem naftowym, suszy¢ na powietrzu, a nast¢pnie
oznaczy¢ temperaturg topnienia.

Lugi pokrystalizacyjne zawierajace (+)-lupaning zla¢ do jednego naczynka i1 ostroznie
zakwasi¢ roztworem HCIO; w metanolu (1:4 v/v) do pH~5, pozostawi¢ do
krystalizacji nadchloranu lupaniny.

Wytracony osad odsaczy¢, przemy¢ eterem dietylowym, wysuszy¢, a nastgpnie

oznaczy¢ temperaturg topnienia.

Stale fizyczne dla lupaniny:

(£)-Lupanina [a]p =0

Temperatura topnienia 98-99°C

(+)-Lupanina [a]p = +61.4

W temperaturze pokojowej wystepuje w postaci oleju

Nadchloran lupaniny t.t. 199-201°C
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4.2. Reakcje utleniania alkaloidow chinolizydynowych

Oryginalna definicja Lavoisiera mowi, ze wigkszo$¢ reakcji utleniania w chemii
organicznej wigze si¢ z przylaczeniem atomu tlenu 1 (lub) utrata atomu wodoru. Widoczne
jest to w szeregu reakcji m.in. w prowadzonych od lat prébach utleniania czasteczki sparteiny
1 jej pochodnych. W przypadku utlenienia czasteczki lupaniny dziataniem Hg(OAc),
eliminacji ulega atom wodoru przy atomie wegla C-11, dajac kation 11,16-
dehydrolupaniniowy (A), stosujac natomiast jako utleniacz kompleks HgH/EDTA, eliminacji
ulega atom wodoru przy atomie wegla C-17 rezultatem czego jest kation 16,17-

dehydrolupaniniowy (B).

O (B)

Niektore z alkaloidow tubinowych (lupaning, afyling, 13-hydroksysparteing) poddano
utleniajacemu dziataniu N-bromoimidu kwasu bursztynowego (NBS). Takze 1 w tych
przypadkach tworzy si¢ wiazanie podwojne. Lupanina w reakcji z NBS daje uktad imoniowy,

po zalkalizowaniu ktorego otrzymujemy hydroksyzwiazek: 17-hydroksylupaning.

OH
<)
N N i N
NBS OH
LUPANINA N N
O O
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O. E. Edwards, F. H. Clarc i B. Douglas przebadali zachowanie si¢ niektorych
alkaloidow typu sparteiny wobec Ag,0. Okazalo sig, ze w temperaturze pokojowej sparteina
nie reaguje z Ag,0, natomiast w temperaturze 60°C otrzymano produkty utleniania, ktérych
nie charakteryzowano. Podobnie zachowywala si¢ lupanina, ktéra utleniana Ag,O w temp.
pokojowe] pozostawata nienaruszona, natomiast w temperaturze powyzej 60°C (w
uwodnionym metanolu) wynikiem utlenienia byla mieszanina produktow. Z mieszaniny tej
autorzy wyizolowali produkt bedacy w przewadze, przeprowadzili go w sol nadchloranowa 1
przypisali  jemu  struktur¢ nadchloranu  "dehydrolupaniny", czyli nadchloranu
17-hydroksylupaniny. W obydwu przypadkach wydajnos¢ reakcji byta niska.

Kolejnym stosowanym czynnikiem utleniajacym byt trojtlenek chromu CrOs.
Dzialaniu tego utleniacza na czasteczke lupaniny, multifloriny oraz matryny poswigcone byly
doswiadczenia H. R. Schiittego 1 wsp., natomiast M. Wink 1 K. Grabowski wykorzystali CrO;
do utlenienia sparteiny.

Alkaloidy bis-chinolizydynowe, jako aminy trzeciorzedowe, w reakcji z H,O, lub z

nadkwasami daja aminotlenki.

4.2.1. Utlenianie sparteiny do 17-oksosparteiny

4.2.1.1. Przygotowanie ,,alkalicznego” roztworu zelazicyjanku potasu

W celu otrzymania roztworu nalezy zmiesza¢ 10 mL 1M wodnego roztworu
K3Fe(CN)s z 4 mL 20% wodnego roztworu KOH, 1 mL takiego roztworu zawiera 0.7 mM
K3Fe(CN)g.

4.2.1.2. Otrzymywanie wolnej zasady sparteiny z siarczanu sparteiny

2 g Siarczanu sparteiny rozpusci¢ w ~25 mL 1N HCI, a nastgpnie doda¢ 50% KOH do
odczynu silnie zasadowego. Calo$¢ przenies¢ do rozdzielacza 1 wytrzasa¢ z eterem
dietylowym do zaniku testu Dragendorffa. Ekstrakty eterowe osuszy¢ nad statym KOH 1
odparowa¢ pod zmniejszonym cisnieniem. Wolna zasada sparteiny ma posta¢ jasnozottego

oleju (przechowywa¢ w lodowce!). Otrzymujemy ok. 1 g oleju. Wydajnos$¢ reakcji: 98%.
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4.2.1.3. Utlenianie wolnej zasady sparteiny zelazicyjankiem potasu w
stosunku molowym 1:5

W mozdzierzu umiesci¢ 1 g sparteiny, 5 mL wody, 10 mL dioksanu 1 ,alkaliczny”
roztwor KsFe(CN)g (w stosunku molowym 1:5). Calo$¢ uciera¢ przez 10 minut. Gdy nie
stwierdza si¢ obecnosci sparteiny (TLC) mieszaning reakcyjna dodatkowo alkalizuje si¢ 50%
KOH (do odczynu silnie zasadowego), miesza z ziemia okrzemkowa i1 wprowadza do
kolumny. Kolumng eluowaé eterem dietylowym do zaniku pozytywnej proby na alkaloidy
(test Dragendorfta). Eluat osuszy¢ nad stalym KOH 1 zaggsci¢ pod zmniejszonym ci$nieniem.
Otrzymuje si¢ jasnozotty olej, ktory krystalizuje. Otrzymane krysztaty 17-oksosparteiny
nalezy rekrystalizowac z eteru naftowego (t.t. 86-88°C). Wydajnos¢ reakcji: 75%.

o)

N N
3 C@Q +4K;Fe(CN)g+4KOH — 5 3 ! + 4K Fe(CN)g + 3H,0

4.2.2. Reakcje utleniania lupaniny

4.2.2.1. Otrzymywanie wolnej zasady lupaniny z nadchloranu lupaniny

1.5 g Nadchloranu lupaniny rozpusci¢ w ~15 mL 1IN HCI, a nastgpnie doda¢ 50%
KOH do odczynu silnie zasadowego. Calos¢ przenies¢ do rozdzielacza 1 wytrzasaé z eterem
dietylowym do zaniku reakcji barwnej z odczynnikiem Dragendorffa. Eter osuszy¢ nad
stalym KOH 1 odparowa¢ pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymane krysztaty lupaniny

rekrystalizowa¢ z eteru naftowego (t.t. 90-92°C). Wydajnos¢ reakcji: 85%.

4.2.2.2. Utlenianie lupaniny nadmanganianem potasu

Otrzymana lupaning rozpusci¢ w 15 mL wody. Kolbke umiesci¢ na mieszadle
magnetycznym 1 w ciagu 60 minut wkrapla¢ KMnQOy (40% nadmiar) rozpuszczony w 20 mL
wody. Mieszanie kontynuowac jeszcze przez nastgpne 30 minut. Po nastepnych 30 minutach
stabo alkaliczny roztwor zakwasi¢ przy pomocy 15 mL wodnego roztworu kwasu siarkowego
(1:1 v/v), przenies¢ do rozdzielacza i ekstrahowac chlorkiem metylenu do zaniku reakcji

barwnej z odczynnikiem Dragendorffa. Z ekstraktu tego po osuszeniu (staty bezw. Na,SOy) 1
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odparowaniu rozpuszczalnika pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymujemy krysztaly

17-oksolupaniny (t.t. 152-153°C). Wydajnos¢ reakcji: 65%.

3 +4KMNnOy ——» 3 + 4MnO, +4KOH + H,0

4.2.2.3. Utlenianie lupaniny przy uzyciu NBS

Otrzymana lupaning rozpusci¢ w 10 mL metanolu. Przygotowa¢ (na zimno) roztwor
712 g NBS w 30 mL metanolu — barwa roztworu zielonkawa. Obydwa roztwory potaczy¢. W
chwili wlewania roztwor zotknie, by po kilku sekundach sta¢ si¢ bezbarwnym. Roztwory
wytrzasa¢ kilka minut, a nastgpnie odparowa¢ do sucha. Pozostalos¢ rozpusci¢c w kilku ml
wody, zalkalizowa¢ 50% KOH, przenie$¢ do rozdzielacza 1 wyczerpujaco ekstrahowac
eterem dietylowym. Z ekstraktu tego po osuszeniu (staly KOH) 1 odparowaniu
rozpuszczalnika pod zmniejszonym ciSnieniem otrzymujemy 17-hydroksylupaning.

Wydajnos¢ reakeji: 85 %.

Otrzymywanie nadchloranu 17-hydroksylupaniny

Otrzymany olej rozpusci¢ w metanolu 1 zakwasi¢ HC1IO4/MeOH (1:4 v/v). Wytracaja sig
krysztaly nadchloranu 17-hydroksylupaniny, ktére krystalizuje si¢ z metanolu (t.t. 251-
253°C).
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4.2.2.4. Utlenianie lupaniny kwasem m-chloronadbenzoesowym

Otrzymang lupaning rozpusci¢ w 10 mL chlorku metylenu 1 doda¢ kwas m-chloro-
nadbenzoesowy rozpuszczony w kilku ml chlorku metylenu (stosunek molowy lupaniny do
kwasu 1:1.2). Przebieg reakcji kontrolowa¢ chromatograficznie. Po zakofczeniu utleniania
odparowac rozpuszczalnik, a do pozostalosci doda¢ 1.5 mL 2N HCIL. Nadmiar utleniacza
usuna¢ przez ekstrakcje eterem dietylowym. Kwasna warstwg¢ wodna silnie zalkalizowaé
50% KOH 1 ekstrahowa¢ chlorkiem metylenu. Ekstrakt osuszy¢ nad bezwodnym Na,SOy4 1
odparowac¢ rozpuszczalnik. Otrzymany N-tlenek lupaniny krystalizowa¢ z toluenu (t.t. 76-

78°C). Wydajnos¢ reakcji: 75%.

nadtlenokwas
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4.3. Ekstrakcja cytyzyny i synteza pochodnych cytyzyny

Ekstrakcja i wlasciwosci cytyzyny

Charakterystyka cytyzyny.

Cytyzyna nalezy do gléwnych przedstawicieli
trojpierscieniowych alkaloidow chinolizydy-
nowych. Wystepuje gldownie w roslinach z
rodziny motylkowych (Leguminosae) m. in. w
zlotokapie  (Laburnum  anagyroides). W
Europie cytyzyna (8) moze by¢ izolowana z
dwoch gatunkow nasion zlotokapu:
zwyczajnego (Laburnum anagyroides) oraz
alpejskiego (Laburnum alpinum). Oba te
gatunki sa uprawiane w calej Europie ze
wzgledu na ich kwiaty, ktére pojawiaja sig

wczesng wiosna w postaci bujnych, wiszacych

. i z61tych kisci.
Fot. A. K Przybyt
Jednak wigkszos$¢ drzew zlotokapu jest mieszaning dwdch gatunkoéw (okreslanych Laburnum
x wetereri), co wplywa na niska produkcj¢ toksycznych alkaloidow w nasionach, ktére
wywoluja zatrucia, objawiajace si¢ wzmozong sennoscia, wymiotami oraz drgawkami. Znane

sa przypadki $mierci w wyniku niedotlenienia.

\_/

CHs

17

Cytyzyna zostala wyizolowana w 1863 roku przez Husemman’a i Marne’a, jako jeden
z trujacych alkaloidow znajdujacych si¢ w nasionach zlotokapu zwyczajnego, a jej struktura

zostala ustalona na poczatku lat trzydziestych XX wieku przez H. R. Ing’a. Cytyzyna (16) -
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(7R,95)-1,2,3,4,5,6-heksahydro-1,5-metano-8 H-pirydo[ 1,2-a][ 1,5]diazocin-8-on, posiada
quasi aromatyczny pier§cien A, oraz wolne pary elektronowe na drugorzegdowym atomie

azotu w pierscieniu C, co powoduje jej duza aktywnos$¢ biologiczna.

Aktywnos$¢ biologiczna cytyzyny

(-)-Cytyzyna (16) wykazuje aktywnos¢ biologiczna podobna do aktywnos$ci nikotyny
(17). Oba te alkaloidy wykazuja powinowactwo do specyficznych receptoréw neuronalnych
N-cholinergicznych (nikotynowych), czyli nAChR. Wlasciwosci tego alkaloidu zostaty
wykorzystane w klinicznych badaniach zwiazanych z leczeniem choréb zwiazanych z
uktadem nerwowym: Alzheimer’a i1 Parkinson’a. Jednakze terapeutyczne stosowanie
zwiazkow wzajemnie oddziatujacych z gtdéwnymi receptorami nAChR (czyli a4p2 1 a7) jest
czgsto powigzane z wystgpowaniem niepozadanych skutkéw ubocznych w obwodowym
uktadzie nerwowym.

Nikotynowe receptory acetylocholiny zostaty doktadnie zbadane. Ligandy receptoréw
nAChR, w tym rowniez (-)-cytyzyna (16), oraz ich pochodne zostaly opisane w literaturze
dotyczacej zwalczania chorob takich jak: choroba Alzheimer’a, choroba Parkinson’a,
choroba Huntington’a, syndromu Tourette’a, depresji, stanow lekowych, jaskry. Aktualnie
(-)-cytyzyna (16) oraz jej pochodne znalazty zastosowanie gldwnie w farmakologicznym

leczeniu 0sob uzaleznionych od nikotyny (Tabex®).

4.3.1. Izolacja (-)-cytyzyny z materialu roslinnego

Izolacja (—)-cytyzyny z nasion zlotokapu zwyczajnego obejmuje nastgpujace etapy:

- mielenie ziaren,

- ekstrakcje alkaloidow z tluszczami z alkalicznego roztworu (NH4OH) chlorkiem
metylenu,

- zakwaszenie masy alkaloidowej (HCI) 1 usunigcie thuszczy eterem naftowym,

- zalkalizowanie warstwy wodnej za pomoca KOH, ekstrakcja alkaloidéw
chlorkiem metylenu,

- oczyszczanie na kolumnie chromatograficznej z Al,Os,

- krystalizacjg cytyzyny (16) z heksanu z dodatkiem chlorku metylenu.
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4.3.1.1. Ekstrakcja alkaloidow

W kolbie Erlenmayera o pojemnosci 1 L umiesci¢ 200 g zmielonych nasion zlotokapu
zwyczajnego, 30 mL amoniaku, 80 mL metanolu i 300 mL chlorku metylenu. Pozostawi¢
kolbe na tydzien.

Po uptywie tego czasu, przygotowa¢ duza kolumng: wata - warstwa piasku (ok. 2 cm) -
macerowana maczka zlotokapu. Mieszaning przemywac chlorkiem metylenu, az do wymycia
alkaloidow (do zaniku reakcji barwnej z odczynnikiem Dragendorffa) wraz z pozostatymi

thuszczami. Otrzymany ekstrakt zagesci¢ na wyparce w celu usunigcia rozpuszczalnikow.
4.3.1.2. Odtluszczanie i ekstrakcja alkaloidow

Otrzymany krystalizujacy olej zada¢ woda (40 mL) 1 zakwasi¢ 2M HCI (okoto 5 mL).
Nastgpnie thuszcze wyizolowac¢ eterem naftowym (3 x po 150 mL). Warstwe wodna
zalkalizowa¢ 25% wodnym roztworem wodorotlenku potasu i wyekstrahowa¢ alkaloidy za
pomoca chlorku metylenu (ok. 5 x 100 mL), az do zaniku alkaloidow w roztworze
organicznym (do zaniku reakcji barwnej z odczynnikiem Dragendorffa). Roztwor suszy¢ nad
bezwodnym Na,SQOs, a po przesaczeniu przez lejek z wata, zagesci¢ na wyparce w kolbie o
znanej tarze. Czysto$¢ otrzymanego ekstraktu sprawdzi¢ za pomoca analizy TLC (eluent:
CH,Cl,-MeOH-NH4OH 10:1:0.1). Uzyskuje si¢ ok. 4 g kremowo-biatego osadu (procent
zawartosci cytyzyny w nasionach Laburnum anagyroides zalezy od roku zbioru, klimatu,

stanu gleby).

4.3.1.3. Oczyszczanie na kolumnie z A1,O3

Otrzymany surowy ekstrakt z cytyzyna (16) wymieszac z ziemia okrzemkowa, az do
stanu sypkiego 1 nanie$¢ na kolumneg chromatograficzna z AL,Os; 1 wymywac eluentem: 1)

CH,Cl, - eter dietylowy w stosunku 1:2; 2) nastgpnie 1:1; 3) w stosunku 2:1; 4) samym
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chlorkiem metylenu, az do zaniku reakcji barwnej alkaloidow z odczynnikiem Dragendorfa,
Wykona¢ plytke poroOwnawcza z naniesionymi frakcjami. Polaczy¢ te same frakcje.
Nastgpnie odparowa¢ na wyparce pod zmniejszonym ci$nieniem rozpuszczalnik z
potaczonych odpowiednio frakcji 1 zwazy¢ (Pamigta¢ o wytarowaniu kolb!). Sprawdzi¢
czystos¢ otrzymanego zwiazku na TLC. Na koniec kolumng przemy¢ MeOH, roztwory

odparowac 1 przenies¢ do osobnych zwazonych fiolek.

(-)-Cytyzyne krystalizuje si¢ z mieszaniny chlorku metylenu z dodatkiem eteru naftowego

(1:1 v/v). Wypadaja jasnozoélte krysztaty (t.t. 153°C).

Analiza TLC. Eluent: CH,Cl,-MeOH-NH4OH 10:1:0.1

4.3.2. Synteza pochodnych cytyzyny

4.3.2.1. Synteza N-BOC-cytyzyny

[(CH3);COCOLL,0
CH,Cl,

Cytyzyna (+ N-metylocytyzyna) 1 g (5.26 mmol)

Diwgglan di-tert-butylu 1.37 g (6.3 mmol, 1.2 equiv)
Na,COs 0.67 mg (6.3 mmol, 1.2 equiv)
CH,Cl, 60 mL
NaCl nasyc. roztwor 30 mL
Na;SO4 bezwodny
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Cytyzyne (zawierajaca domieszke¢ N-metylocytyzyny) rozpusci¢ w 40 mL CH,Cl, 1
doda¢ do tego roztworu diwegglanu di-tert-butylu. (UWAGA! Zwiazek zracy o niskiej
temperaturze topnienia 1 samozaplonu! Praca w rgkawicach ochronnych). Nastgpnie wlac
wodny roztwor Na,COs. (Podana ilo$¢ weglanu sodu rozpusci¢ w 2 mL wody).
Przygotowana mieszaning cytyzyny i diweglanu di-fert-butylu miesza¢ za pomoca mieszadta
magnetycznego w temperaturze 60°C przez 1-2 godziny. Przebieg reakcji sprawdzi¢ za
pomoca TLC. Jesli cytyzyna catkowicie przereagowala, to pozostawi¢ mieszaning reakcyjna
do schtodzenia do temperatury pokojowe;.

Nastgpnie do roztworu doda¢ 30 ml nasyconego roztworu NaCl i sprawdzi¢ pH. Jesli
roztwor bedzie wykazywaé odczyn lekko zasadowy, zakwasi¢ roztworem 10% kwasu
cytrynowego do pH~4 1 w rozdzielaczu rozdzieli¢ frakcj¢ organiczng od nieorganicznej.
Frakcje wodna przemy¢ 3 x po 20 mL CH,Cl, 1 ekstrakty potaczy¢ i osuszy¢ nad bezwodnym
Na;SOs4, nastgpnie odsaczy¢ $rodek suszacy i1 roztwdr przenies¢ do wytarowanej kolby.
Rozpuszczalnik odparowa¢ na wyparce pod zmniejszonym ci$nieiem. Otrzymuje si¢ V-
BOC-cytyzyne.

Do surowego produktu N-BOC-cytyzyny doda¢ eteru naftowego i przesaczy¢ przez maly
lejek Biichnera. Przesacz pozostawi¢ do krystalizacji. Otrzymuje si¢ biate krysztaly z
wydajnoscia 90% (ok. 1.4 g).

Pozostata frakcj¢ wodng zalkalizowa¢ 1 3 porcjami po 20 mL CH,Cl, wyekstrahowac
N-metylocytyzyne (do zaniku reakcji barwnej z odczynnikiem Dragendorffa), ktora nie
reaguje z diwegglanem di-fert-butylu. (Jest to sposdb na rozdziat tych dwoch alkaloidow
izolowanych z nasion zlotokapu). Ekstrakty potaczy¢ i osuszy¢ nad bezwodnym Na;SOs,
nastepnie odsaczy¢ S$rodek suszacy, rozpuszczalnik odparowa¢ na wyparce pod

zmniejszonym cisnieniem.
Analiza TLC. Eluent: CH,Cl,-MeOH-NH4OH 10:1:0.1
BC-NMR N-BOC-cytyzyny (CDCl;, 300 MHz)

O (ppm): 163.4; 154.5; 148.7; 138.9; 117.1; 105.8; 80.3; 51.6; 50.5; 48.9; 34.8; 28.0; 27.5;
26.1.
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4.3.2.2. Odblokowanie N-BOC-cytyzyny do cytyzyny

IM HCl/ IM TFA

>

CH,Cl,

N-BOC-cytyzyna 4¢g
IM HC1 5.5mL
kwas trifluorooctowy (TFA) 5.5 mL

Rozpusci¢ N-BOC-cytyzyng w 20 mL H>O w kolbie okraglodennej. Doda¢ 5.5 mL
TFA a nastgpnie 5.5 mL 1M HCI. Ogrzewa¢ pod chiodnica zwrotna przez 30 min. Po tym
czasie sprawdzi¢ wynik reakcji za pomoca TLC.
Jesli N-BOC-cytyzyna catkowicie przereaguje ochtodzi¢ roztwor do temperatury pokojowe;j,
a nastgpnie ostroznie zalkalizowa¢ do pH~14 za pomoca KOH 1 w rozdzielaczu rozdzieli¢
frakcje organiczng od nieorganicznej. Frakcje wodna ekstrahowa¢ CH,Cl, az do zaniku
alkaloidow w roztworze (do zaniku reakcji barwnej z odczynnikiem Dragendorffa). Ekstrakty
potaczy¢ 1 osuszy¢ nad bezwodnym Na,SO,, nastgpnie srodek suszacy odsaczy¢ 1 przesacz
przenies¢ do wytarowanej kolby. Rozpuszczalnik odparowa¢ na wyparce pod zmniejszonym

ci$nieniem. Otrzymuje si¢ bialo-z6étte krysztalki cytyzyny z wydajnoscia 94%.

Analiza TLC. Eluent: CH,Cl,-MeOH-NH4OH 10:1:0.1

(-)-Cytyzyne krystalizuje si¢ z mieszaniny chlorku metylenu z dodatkiem eteru naftowego
(1:1 v/v). Wypadaja jasnozolte krysztaty (t.t. 153°C). C14H 3sN,0O, masa czasteczkowa 190
g/mol.
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MS m/z (%): 190 (M, 96), 160 (26), 147 (99), 146 (100), 134 (28), 44 (40).
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"H-NMR w CDCL; (700 MHz):
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4.3.2.3. Otrzymywanie 3,5-dibromo-N-BOC-cytyzyny

NBS
CH,Cl,
N-BOC-cytyzyna 0.58 g (2 mmol)
NBS 0.712 g (4 mmol, 2 equiv)

CH2C12 30 mL

Rozpusci¢ N-BOC-cytyzyng w chlorku metylenu 1 stopniowo dodawaé NBS
(dwukrotny nadmiar molowy). Calo$¢ utrzymywaé w temperaturze 60°C i miesza¢ na
mieszadle magnetycznym pod chlodnica zwrotng przez 2 godziny. Po tym czasie zbadaé
przebieg reakcji chemicznej za pomoca TLC. Jesli nie stwierdzono obecnosci substratu,
pozostawi¢ roztwor do ostygnigcia, a nastgpnie rozpuszczalnik odparowaé na wyparce
obrotowej pod zmniejszonym cisnieniem.

Otrzymany olej rozpusci¢ w roztworze 10% Na,COs 1 ekstrahowa¢ CH,Cl,. Roztwor
organiczny osuszy¢ nad bezwodnym Na,SOs 1 usunaé rozpuszczalnik pod zmniejszonym
ci$nieniem.

Surowy produkt oczysci¢ na kolumnie chromatograficznej z Al,O; przemywajac
kolejno eterem naftowym, eterem dietylowym i chlorkiem metylenu. Roztwory porownac za
pomoca analizy TLC, polaczy¢ te zawierajace produkt i odparowaé na wyparce. Otrzymuje

si¢ 376 mg oleju z wydajnoscia 42%.

Analiza TLC. Eluent: CH,Cl,-MeOH-NH4OH 10:1:0.1

BC-NMR (CDClL, 300 MHz):
O (ppm): 158.6; 154.2; 145.5; 143.8; 113.2; 98.3; 80.7; 51.4; 48.9; 47.9; 34.2; 28.0; 27.3;
26.2.
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4.3.2.4. Otrzymywanie 3-bromo-N-BOC-cytyzyny i 5S-bromo-N-BOC-
cytyzyny

NBS
CH,Cl,
N-BOC-cytyzyna 0.58 g (2 mmol)
N-bromoimid kwasu bursztynowego (NBS) 0.356 g (2 mmol, 1 equiv)
CH2C12 30 mL

N-BOC-cytyzyne (0.58 g, 2 mmol) 1 NBS (356 mg, 2 mmol) miesza¢ w 30 mL
CH,Cl, w temperaturze 60°C przez 2 godziny. Po tym czasie sprawdzi¢ wynik reakcji za
pomoca TLC. Jesli nie stwierdzono obecnosci substratu, ochtodzi¢ roztwér do temperatury
pokojowej, a nastgpnie rozpuszczalnik odparowac na wyparce obrotowej pod zmniejszonym
ci$nieniem.

Olej rozpusci¢ w roztworze 10% Na,COs 1 ekstrahowa¢ CH,Cl,. Roztwor organiczny
osuszy¢ nad bezwodnym Na,SO4 1 rozpuszczalnik odparowa¢ na wyparce obrotowej pod
zmniejszonym cisnieniem.

Otrzymana mieszaning oczysci¢ na kolumnie chromatograficznej z tlenkiem glinu,
wymywajac najpierw mieszaning eter dietylowy:CH,Cl,, a nastgpnie CH,Cl,. Rozdziat
dwoch izomeréw 3-bromo- 1 5-bromo-N-BOC-cytyzyny przeprowadzi¢ na kolumnie
chromatograficznej z Si0,, eluent: chlorek metylenu/MeOH (10:1).

Otrzymuje si¢ dwa izomery: 3-Br-N-BOC-cytyzyne i1 5-Br-N-BOC-cytyzyng, odpowiednio,
w stosunku 52% : 28%.

BC-NMR 3-Br-N-BOC-cytyzyny (CDCl;, 300 MHz)

O (ppm):159.4; 154.4; 148.5; 140.8; 112.5; 105.7; 80.6; 51.4; 50.2; 49.2; 34.7; 28.0; 27.4;
26.0.

BC-NMR 5-Br-N-BOC-cytyzyny (CDCl;, 300 MHz)

O (ppm): 162.3; 154.4; 145.9; 142.4; 118.2; 99.3; 80.5; 50.2; 48.9; 47.2; 34.2; 28.0; 27.4;
26.3.
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4.3.2.5. Otrzymywanie 3,5-dijodo-N-BOC-cytyzyny

(o]
N)ko>< NIS
s
: CH,Cl,
nadtlenki

N-BOC-cytyzyna 0.58 g (2 mmol, 1 equiv)
N-jodoimid kwasu bursztynowego (NIS) (4 mmol, 2 equiv)
nadtlenek benzoilu 1 mg

CH2C12 30 mL

Kolbg owina¢ folia aluminiowa, aby odcia¢ doplyw $wiatla. Rozpusci¢ N-BOC-
cytyzyng w chlorku metylenu 1 doda¢ NIS (w stosunku molowym 1:2) oraz nadtlenek
benzoilu (I mg). Calo$¢ utrzymywaé w temperaturze 60°C i mieszaé na mieszadle
magnetycznym pod chlodnica zwrotna przez 2 godziny. Po tym czasie przeanalizowaé
przebieg reakcji chemicznej za pomoca TLC. Jesli nie stwierdzono obecnosci substratu,
ochlodzi¢ roztwoér do temperatury pokojowej, a nastgpnie rozpuszczalnik odparowaé na
wyparce obrotowej pod zmniejszonym ci$nieniem.

Olej rozpusci¢ w roztworze 10% Na,COs 1 ekstrahowa¢ CH,Cl,. Roztwor organiczny
osuszy¢ nad bezwodnym Na,SO4 1 rozpuszczalnik odparowa¢ na wyparce obrotowej pod
zmniejszonym cisnieniem.

Surowy produkt oczysci¢ na kolumnie chromatograficznej z AL, Os, przemywajac
kolejno eterem naftowym, eterem dietylowym i chlorkiem metylenu. Roztwory porownac¢ za
pomoca analizy TLC, polaczy¢ te zawierajace produkt i odparowaé rozpuszczalnik pod

zmniejszonym ci$nieniem. Produkt otrzymuje si¢ z wydajnoscia 72%.

Analiza TLC. Eluent: CH,Cl,-MeOH-NH4OH 10:1:0.1

BC-NMR (CDCl;, 300 MHz)
O (ppm): 158.6; 154.2; 145.5; 143.8; 113.2; 98.3; 80.7; 51.4; 48.9; 47.9; 34.2; 28.0; 27.3;
26.2.
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4.3.2.6. Otrzymywanie 3-jodo-N-BOC-cytyzyny i 5-jodo-N-BOC—cytyzyny

N-BOC-cytyzyna 0.58 g (2 mmol)
N-jodoimid kwasu bursztynowego (NIS) (2 mmol, 1 equiv)
CH2C12 30 mL

N-BOC-cytyzyng (0.58 g, 2 mmol) 1 NIS (2 mmol, 1 equiv) miesza¢ w 30 mL CH,Cl,
w temperaturze 60°C przez 1-2 godziny. Po tym czasie sprawdzi¢ wynik reakcji za pomoca
TLC. Jesli N-BOC-cytyzyna calkowicie przereaguje, ochtodzi¢ roztwdér do temperatury
pokojowej, a nastgpnie odparowac na wyparce pod zmniejszonym ci$nieniem.

Olej rozpusci¢ w roztworze 10% Na,COs 1 ekstrahowa¢ CH,Cl,. Roztwor organiczny
osuszy¢ nad bezwodnym Na,SO4 1 rozpuszczalnik odparowa¢ na wyparce obrotowej pod
zmniejszonym cisnieniem.

Otrzymana mieszaning oczysci¢ na kolumnie chromatograficznej z tlenkiem glinu,
wymywajac najpierw mieszaning eter dietylowy:CH,Cl, (1:1), a nastgpnie CH,Cl,.

Otrzymuje si¢ dwa izomery: 3-I-N-BOC-cytyzyneg i1 5-I-N-BOC-cytyzyng, odpowiednio, w
stosunku 2:1.

Analiza TLC. Eluent: CH,Cl,-MeOH-NH4OH 10:1:0.1

BC-NMR 3-I-N-BOC-cytyzyny (CDCls, 300 MHz)

O (ppm): 159.4; 154.4; 148.5; 140.8; 112.5; 105.7; 80.6; 51.4; 50.2; 49.2; 34.7; 28.0; 27.4;
26.0.

BC-NMR 5-I-N-BOC-cytyzyny (CDCls, 300 MHz)

O (ppm): 162.3; 154.4; 145.9; 142.4; 118.2; 99.3; 80.5; 50.2; 48.9; 47.2; 34.2; 28.0; 27.4;
26.3.
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4.3.2.7. Synteza N-metylocytyzyny (metoda I)

CHS,I

aceton/KOH

cytyzyna 0.38 g (2 mmol)

CH;l 0.25 ml (4 mmol)
aceton 16 mL
KOH 1 pastylka

Cytyzyne rozpusci¢ w acetonie, doda¢ KOH 1 wolno wkrapla¢ jodek metylu, caty czas
mieszajac. Mieszaning ogrzewaé przez 3 godz. do wrzenia pod chlodnica zwrotna,
kontrolujac przebieg reakcji za pomoca TLC. Jesli po 2 godzinach substrat nie przereaguje
catkowicie wkropli¢ dodatkowo 2 mmol CH;lI 1 kontynuowa¢ ogrzewanie.

Po zakonczeniu reakcji odparowac¢ aceton oraz nadmiar jodku metylu pod zmniejszonym
ci$nieniem. Otrzymany osad rozpusci¢ w wodzie 1 zalkalizowa¢ Na,COs, nastgpnie produkt
ekstrahowa¢ CH,Cly, az do zaniku reakcji barwnej z odczynnikiem Dragendorffa. Roztwor
organiczny suszy¢ na bezw. siarczanem sodu 1 zatgzy¢ na wyparce.

N-Metylocytyzyng krystalizowac z mieszaniny CH,Cl, : eter naftowy, 4:1.

T.t. 135-136 °C

Analiza TLC. Eluent: CH,Cl,-MeOH-NH4OH 10:1:0.1

MS m/z (%): 204 (M" ); 146 (12); 118 (6), 117 (8), 58 (100).

BC-NMR (CDCl;, 300 MHz)
O (ppm): 163.48; 151.30; 138.47; 116.51; 104.57; 62.46; 62.13; 49.97; 46.16; 35.44; 35.44;
27.96; 25.42.
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4.3.2.8. Synteza N-metylocytyzyny (metoda IT)

(CH3),SO4
aceton/KOH

cytyzyna 0.38 g (2 mmol)
(CH3),S04 4 mmol

10% KOH 10 mL

CH,Cl,

W dwuszyjnej kolbie o poj. 50 mL, wyposazonej w chtodnicg zwrotna, rozpuszcza si¢
cytyzyng w wodzie i dodaje 10 mL 10% roztworu wodorotlenku potasu. Do tej mieszaniny
wkropli¢ siarczanu dimetylu (UWAGA!!! Zwiazek silnie trujacy! Praca w rgkawicach
ochronnych 1 pod wyciagiem). Mieszaning miesza si¢ przez 20 minut w temperaturze
pokojowej, kontrolujac przebieg reakcji za pomoca TLC. Jesli po tym czasie substrat nie
przereaguje mieszaning ogrzewa si¢ przez 30 min do wrzenia.

Po zakonczeniu reakcji 1 ochtodzeniu dodaje si¢ 20 mL chlorku metylenu 1 miesza ok.
10 min 1 przelewa do rozdzielacza. Zaalkalizowany roztwér wodny ekstrahowa¢ CH,Cl,, az
do zaniku reakcji barwnej z odczynnikiem Dragendorffa.

Otrzymane frakcje faczy si¢ w Erlenmayerce i1 suszy nad bezwodnym siarczanem
sodu. Roztwor odsaczony od $rodka suszacego zatezy¢ na wyparce obrotowej pod
zmniejszonym cisnieniem.

Obliczy¢ wydajnos¢. Krystalizowac z mieszaniny CH,Cl,:eter naftowy, 4:1.
T.t. 135-136 °C

Analiza TLC. Eluent: CH,Cl,-MeOH-NH,0H 10:1:0.1
MS m/z (%): 204 (M" ); 146 (12); 118 (6), 117 (8), 58 (100).

BC-NMR (CDCl;, 300 MHz)
O (ppm): 163.48; 151.30; 138.47; 116.51; 104.57; 62.46; 62.13; 49.97; 46.16; 35.44; 35.44;
27.96; 25.42.
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4.3.2.9. Synteza N-propionylocytyzyny

CI\[(\

O o
KOH / CH,Cl,
cytyzyna 1.90 g (0,01 mol)
chlorek propionylu 1.11 g (0.012 mol, d = 1.06g/cm’)
KOH 1 pastylka
CH,Cl 20 mL

MeOH I mL

W kolbie rozpusci¢ 1.90 g (10 mmol) cytyzyny w 20 mL CH,Cl, 1 miesza¢ na
mieszadle magnetycznym. Do roztworu doda¢ 1 mL MeOH oraz 1 pastylk¢ KOH. Ochtodzi¢
mieszaning reakcyjna do temperatury 0°C 1 wkropli¢ 12 mmol chlorku propionylu. Reakcja
zachodzi w ciagu 12 godzin (kontrola TLC). Odparowac¢ rozpuszczalnik pod zmniejszonym
ciSnieniem 1 pozostalo$¢ zada¢ woda. Sprawdzi¢ czy roztwdér ma odczyn alkaliczny i
ekstrahowa¢ produkt CH,Cl,. Ekstrakt osuszy¢ nad bezwodnym Na,SO4 1 odsaczy¢ srodek
suszacy. Rozpuszczalnik odparowa¢ pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymany olej oczysci¢
na kolumnie chromatograficznej z tlenkiem glinu, wymywajac kolejno nastgpujacymi
eluentami: eterem dietylowym (400 mL), CH,Cl, (350 mL) oraz MeOH (200 mL), az do
zaniku reakcji barwnej z odczynnikiem Dragendorfta .

Otrzymuje si¢ N-propionylocytyzyng (Ci4HsN>O», m.cz. 246 g/mol) w postaci biatego osadu
(2 g) o temperaturze topnienia: 140°C.

Analiza TLC. Eluent: CH,Cl,-MeOH-NH4OH 10:1:0.1

MS nv/z (%): 246 (M, 58), 190 (30), 148 (24), 147 (100), 146 (71), 82 (23%).

IR: pasmo przy 1624 cm™, odpowiadajace absorpcji grupy amidowej z pierscienia C oraz
pasmo przy 1647 cm™, odpowiadajace absorpcji grupy amidowej z pierécienia A.

BC NMR (CDClL;, 300 MHz)

O (ppm): 173.1; 173.1; 163.4; 163.2; 148.6; 148.5; 138.6; 138.4; 117.7; 117.2; 105.9; 104.9;
52.7; 51.5; 48.9; 48.6; 47.6 (2 at. C); 34.9; 34.3; 27.5; 27.3; 26.2;, 26.1; 26.0; 25.8; 9.12;
9.11.

"H NMR (CDCls;, 600 MHz)

d (ppm): 7.29, 7.28, 6.45, 6.43, 6.07, 6.06, 4.70, 4.68, 4.08, 3.99, 3.90, 3.88, 3.86, 3.83, 3.38,
3.35,3.32,3.08, 2.81, 2.79, 2.30, 2.28, 2.05, 2.01, 1.87 — 1.99, 0.90, 0.87.
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4.3.2.10. Synteza N-tiopropionylocytyzyny

N-propionylocytyzyna 50 mg (0.2 mmol)
odczynnik Lawesson’a 0.8 g (0.2 mmol)
toluen 2 mL

piasek

W kolbie okragltodennej umiesci¢ 50 mg (0.2 mmol) N-propionylocytyzyny, 0.8 g
(0.2 mmol) odczynnika Lawesson’a oraz 2 mL toluenu, a nastgpnie podda¢ ja dziataniu
promieni mikrofalowych (850W) przez 21 minut. Cato$§¢ wymiesza¢ z 30 ml chloroformu 1
nanie$¢ na kolumne z tlenkiem glinu. Kolumng wymywa¢ kolejno: eterem naftowym (300
mL), eterem dietylowym (300 mL), chlorkiem metylenu (350 mL) oraz metanolem (200 mL).
W celu doktadnego oczyszczenia zwiazku, do frakcji metanolowej doda¢ piasku i odparowac
do sucha. Taka mieszaning nanie$¢ na kolumng z SiO, 1 wymywac chlorkiem metylenu (300
mL). N-Tiopropionylocytyzyna nie daje reakcji barwnej z odczynnikiem Dragendorffa, stad
koniecznos$¢ sprawdzania zawartosci alkaloidu w roztworze w §wietle UV (nanies¢ kroplg na
fragment ptytki TLC 1 wlozy¢ pod lampg UV 1 odczyta¢ wynik). Otrzymuje si¢ N-
tiopropionylocytyzyng w postaci zottego osadu (14 mg — 27% wydajnosci). Ci4H;sN,OS,
m.cz. 262 g/mol. T.t. 216°C

Analiza TLC. Eluent: CH,Cl,-MeOH-NH4OH 10:1:0.1

MS nv/z (%): 263 (M+1, 21), 262 (M, 100), 221 (19), 189 (30), 146 (28), ), 73 (18).

BC NMR (CDClL;, 300 MHz)

o (ppm): 207.7; 163.2; 163.1; 147.4; 147.0; 139.0; 138.3; 118.5; 117.8; 106.3; 104.9; 55.7;
55.5;55.0; 54.6; 48.9; 48.3; 36.7; 36.5; 35.5; 35.1; 28.6; 28.4; 26.1; 13.6; 13.20; 9.19.

"H NMR (CDCls;, 300 MHz)

d (ppm): 7.26, 6.16, 6.13, 4.26, 3.93, 3.82, 3.28, 3.16, 2.80, 2.73, 2.12, 2.06, 2.02, 1.65, 0.97.
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4.3.2.11. Synteza N-benzylocytyzyny

PhCH,Br
CH,Cl,/KOH
cytyzyna 0.38 g (2 mmol, 1 equiv)
bromek benzylu 0.357 g (2.1 mmol, d=1.43 g/cm’)
10% KOH w MeOH I mL
CH,Cl, 10 mL

W kolbie na mieszadle magnetycznym rozpusci¢ cytyzyng w 10 mL chlorku metylenu
1 dodac¢ 10% KOH w metanolu (1 mL). Ochlodzi¢ mieszaning reakcyjna do temperatury 0°C 1
wkropli¢ bromek benzylu. Nastgpnie stopniowo podnie$¢ temperatur¢ mieszaniny reakcyjnej
1 po 20 minutach ogrzewa¢ do wrzenia. Reakcja zachodzi przez 1-2 godzin (kontrola TLC).
Nastgpnie odparowac roztwdr pod zmniejszonym cisnieniem, a zawarto$¢ kolby reakcyjnej
rozpusci¢ w wodzie. Zaalkalizowa¢ KOH do pH~14. Ekstrahowa¢ produkt chlorkiem
metylenu. Osuszy¢ ekstrakt nad bezwodnym siarczanem magnezu 1 odsaczy¢ srodek suszacy.
Przesacz odparowa¢ pod zmniejszonym ci$nieniem.
N-Benzylocytyzyna krystalizuje w postaci kremowych krysztatow, t. t.: 133°C
CisH20N>0, m.cz. 280 g/mol

Analiza TLC. Eluent: CH,Cl,-MeOH-NH,OH 10:1:0.1
MS m/z (%); 280 (M", 47), 147 (13), 146 (39), 134 (89), 91 (100), 65 (15).

BC NMR (CDCl; 300 MHz)
& (ppm): 163.59, 151.37, 138.52, 128.19, 126.89, 116.53, 104.59, 77.42, 77.00, 76.57, 61.97,
60.00, 59.94, 49.94, 49.94, 35.48, 28.10, 25.92.

"H NMR (CDCl; 300 MHz)
8 (ppm): 7.38 — 7.28, 6.49 — 5.92, 5.90, 4.26, 4.08, 3.87 — 3.73, 2.93 — 2.83, 2.43 — 2.30, 1.92
~1.77, 0.86.
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