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1. Wprowadzenie

Mianem alkaloidéw oznacza si¢ szereg zwiazkéw organicznych, gtéwnie 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 Ilub lekko kwasnym) i1 wykazuja silne dziatanie fizjologiczne na
organizmy ludzkie 1 zwierzgce.

Pierwsza z takich zasad odkryl w 1817 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 i Caventou, 1819 r.), chinina i cinchonina (Pelletier i
Caventou, 1820 r.), koniina (Giesecke, 1827 r.), atropina (Mein, 1831 r.). Wszystkie te
substancje, podobnie jak morfina, okazaly si¢ zasadami, ktore zawieraja atom azotu i tworza
sole z kwasami. Stad tez pochodzi nazwa ,,alkaloid” oznaczajaca ,,podobny do alkaliow”.

Alkaloidy wystepuja w catym $wiecie roslinnym, sa jednak bardzo nier6wnomiernie
rozdzielone na poszczegolne klasy 1 rodziny roslin. Najwigksza liczba roslin, w ktorych
stwierdzono obecnos¢ alkaloidow nalezy do roslin dwulisciennych; pomigdzy jednoliSciennymi
wyroznia si¢ pod tym wzgledem rodzina Liliaceae. Jedna roslina moze zawiera¢ od kilku do
kilkudziesigciu roznych alkaloidéw, ktore zazwyczaj sa ze soba spokrewnione, zarowno pod
wzgledem chemicznym, jak 1 fizjologicznym. Zawarto$¢ alkaloidow w roslinach waha si¢ w
bardzo szerokich granicach — od ilosci sladowych do 10% wagi wysuszonych czgsci
roslinnych. Zawartos¢ ta nie jest jednak stata. Zalezy od okresu rozwojowego rosliny, od pory
roku, warunkow zewngtrznych np. alkaloidy moga wystepowa¢ we wszystkich cze$ciach
roslin ale tworza si¢ przewaznie w asymilujacych czesciach roslin 1 stad przenosza si¢ do
innych czgsci, 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 zwierzecym zwiazki typu alkaloidéw znaleziono u salamander i1 niektorych
gatunkow owadow, np. u biedronek 1 motyli. Niektore z alkaloidéw obecne sa w organizmach
ssakow, np. u ludzi dotknigtych alkoholizmem lub choroba Parkinsona.

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

L-tryptofan.
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Wiele sposrod alkaloidow wykazuje charakterystyczna czynnos¢ fizjologiczna.
Poczawszy od czasoOw starozytnych uzywano surowe wyciagi z réznych roslin, a nawet
zwierzat, wykorzystujac ich dzialanie lecznicze badz tez trujace. Stad tez zwrdcono juz
wczesniej uwage na wyodrebnienie 1 scharakteryzowanie tych zasad. W alkaloidach wystepuja
niemal wszystkie uklady pierScieniowe zawierajace azot. Nazwy alkaloidow pochodza czgsto
od nazw ro$lin, w ktorych 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 $ciste wzajemne pokrewienstwo. Chociaz alkaloidy
stanowia jedna z najwigkszych grup produktow naturalnych, to z okoto 20 000 znanych
obecnie zwigzkow kilkaset z nich (2-5%) zostalo zanalizowanych pod wzgledem ich
wlasciwosci biochemicznych, a jeszcze mniej w celu okreslenia ich farmakologicznego
dzialania.

Alkaloidy izochinolinowe 1 chinolizydynowe od wielu lat sa przedmiotem
zainteresowan grup badawczych pracujacych na Wydziale Chemii UAM 1 dlatego tematyka
¢wiczen laboratoryjnych dotyczy przede wszystkim tych dwoch grup alkaloidow. Z uwagi na
ograniczony czas ¢wiczen laboratoryjnych (30 h) studenci maja do wyboru prace nad synteza
prostych alkaloidow izochinolinowych lub nad ekstrakcja alkaloidow chinolizydynowych 1 ich

przeksztalceniami chemicznymi.

2. Alkaloidy izochinolinowe

Jedna z najliczniejszych klas naturalnych zasad azotowych stanowia alkaloidy
izochinolinowe (ponad 2500 zwiazkéw), ktére zawieraja w swojej strukturze pierscien
izochinolinowy lub tetrahydroizochinolinowy. Z uwagi na duza réznorodno$¢ budowy, w
ramach tej klasy wyodrebniono kilkadziesiat grup alkaloidow biorac za podstawe cechy
strukturalne i/lub biogenezg. Jedna z takich grup stanowia proste alkaloidy izochinolinowe, do
ktorych m. in. =zalicza si¢: salsoling, salsolidyng, kalikotoming, hydrohydrastyning,
N-metyloheliaming, karneging.
Karnegina zostala wyizolowana po raz pierwszy przez Heyl’a w 1901 roku z kaktusa
meksykanskiego Pachycereus pecten-aboriginum (Engelm.) 1 w 1928 roku z kaktusa
amerykanskiego Carnegia gigantea (Britton and Rose). Obecno$¢ karneginy stwierdzono
rowniez w roslinach z rodziny Chenopodiaceae: Haloxylon articulatum. Naturalnie

wystepujacy alkaloid jest zwiazkiem optycznie czynnym, wykazuje skrecalnos¢ wiasciwa

Opracowanie: Maria Chrzanowska, Beata Jasiewicz, Anna K. Przybyt 5



Chemia alkaloidow

[a]p —24.9 (c=4.45, EtOH), a jego konfiguracj¢ absolutna okreslono jako (S).
N-Metyloheliamina (O-metylokorypallina) wystepuje rowniez w roslinach kaktusowatych
Cactaceae: Backebergia militaris, Pachycereus weberi, Pilosocereus guerreronis, jak

rowniez w rodzinach: Nymphaeaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae.

Hom CH;0 CH,0
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CH,0 H CH,0 H CH,0
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Hydrohydrastynina N-Metyloheliamina (-)-Karnegina

Wigkszo$¢ z prostych alkaloidow izochinolinowych wykazuje znaczaca aktywnos$¢
biologiczng. Oddzialywuja one na centralny uklad nerwowy, obnizaja cisnienie krwi.
Spotykane sa jako wtorne metabolity otrzymywane z L-tyrozyny w czasie jej przemiany przez
mozgowa hydroksylaze 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 $rodek S$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 i1 nastgpnie przeksztalcenie go w uklad
1,2,3,4-tetrahydroizochinolinowy, ktory stanowi podstawe budowy strukturalnej prostych
alkaloidow izochinolinowych. Na schemacie 1 przedstawiono syntez¢ karneginy 1

N-metyloheliaminy z handlowo dostgpnej 3,4-dimetoksyfenyloetyloaminy.
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Schemat 1. Synteza prostych alkaloidow izochinolinowych
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2.1.1. Formylowanie 3,4-dimetoksyfenyloetyloaminy

CH;0 ,CHO

3 NH2 CH3O NL
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) i kwas mrowkowy (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 proézniowej, a pozostatos¢ rozpuszczono w chlorku metylenu (okoto 100 ml) i
przemyto 1% wodnym roztworem NaOH, a nastepnie woda (pH~7). Roztwor organiczny
osuszono nad bezw. siarczanem sodu i1 odparowano przy pomocy wyparki prozniowe;.

Otrzymano 2.9 g oleju, ktory zakrzept.

Analiza TLC. Eluent: CHCl3-MeOH-NH4OH 90:9:1
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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 - reakcje przeprowadza si¢ pod wyciagiem.

Uktad reakcyjny: kolba okraglodenna o poj. 250 ml, chlodnica zwrotna z odprowadzeniem do
pochianiania 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 tazni olejowej przez 2 h.
Pobrano probke do analizy TLC, w ktorej nadmiar POCIl3 rozlozono 20% NaOH 1
ekstrahowano eterem dietylowym. Jesli analiza TLC wykazata brak amidu (wyjSciowy amid
nie daje reakcj barwnej z odczynnikiem Dragendorffa), to mieszaning reakcyjna pozostawiono
do ostygnigcia. Uzyskany roztwor odparowano ,,do sucha” na wyparce prozniowej. Do
pozostatlosci dodano 14 ml wody 1 ogrzewano do wrzenia w tazni wodnej pod chtodnica
zwrotna przez 1 h.

Warstweg wodna silnie zalkalizowano (20% NaOH) 1 rozcienczono woda do objetosci ~150 ml
1 ekstrahowano eterem dietylowym (7x) do =zaniku reakcjyi barwnej z odczynnikiem
Dragendorffa. Potaczone ekstrakty eterowe suszono nad bezw. siarczanem sodu i 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
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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 1 przy intensywnym mieszaniu
dodano jodku metylu (1 ml, 16 mmol). Pozostawiono z mieszaniem na 24 h.
Nastgpnego dnia reakcjg sprawdzono za pomoca TLC. Odsaczono zotte krysztaly i przemyto
eterem dietylowym; t.t. 212-214°C. W razie potrzeby metylojodek 6,7-dimetoksy-3,4-
dihydroizochinoliny mozna rekrystalizowa¢ z metanolu. Czyste krysztaly wysuszono w tzw.

pistolecie do suszenia pod zmniejszonym ci$nieniem.

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

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

dihydroizochinoliny

e
CH; OIC)@ I CH;0
N—CH; N—CH
CH3 O = CH3 OK):Q/\‘ 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 krysztalek jodu. Do mieszaniny wkroplono z wkraplacza (z
rurka do wyréwnywania ci$nien) jodek metylu (0.63 ml, 10 mmol) w 3 ml eteru dietylowego.
(Uwaga: po wkropleniu okoto 1/3 objetosci roztworu, jesli reakcja tworzenia zwiazku
magnezoorganicznego nie rozpoczgla si¢ samorzutnie, mieszaning nalezy lekko ogrzac).
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 i
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-l6d usunigto i po 30 min.
mieszania w temperaturze pokojowej kontrolowano postep reakcji przy pomocy TLC
(pobrana probke mieszaniny reakcyjnej roztozono 20% NHy4Cl 1 wyekstrahowano eterem
dietylowym). Mieszanie kontynuowano do zaniku zoélte] 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
losci metanolu, a nastgpnie dodano kroplami 3.5% metanolowy roztwér HCl az do uzyskania
odczynu kwasnego. Roztwor pozostawiono do krystalizacii.

Chlorowodorek karneginy: t.t. 210°C.

Z tugbw wodnych mozna odzyska¢ nieprzereagowana pochodna dihydroizochinoliny po

zakwaszeniu stez. HCI 1 ekstrakcji chlorkiem metylenu.

Analiza TLC. Eluent: CHCl3-MeOH-NH4OH 90:9:1
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2.1.5. Synteza N-metyloheliaminy

Redukcja metylojodku 6,7-dimetoksy-3,4-dihydroizochinoliny

e
®
i _—
CH,;0 N~ m— CH;,

CH,;0

Metylojodek 6,7-dimetoksy-3,4-dihydroizochinoliny (333 mg, 1 mmol) rozpuszczono
w uwodnionym metanolu (10ml MeOH 1 1 ml HyO) w temperaturze pokojowej 1 umieszczono
w fazni 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 120% NaOH do pH~13 1 ekstrahowano eterem dietylowym. Polaczone ekstrakty
eterowe osuszono nad bezw. NapSO4 1 odparowano eter. Uzyskano 173 mg bialego osadu,

ktory rektrystalizowano z eteru dietylowego. N-Metyloheliamina: t.t. 69-70°C.

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

2.1.6. Literatura

Whaley W. M. , Meadow M., J.Chem. Soc., 1953, 23, 1067-1070.
Bracca A. B. J., Kaufman T., Tetrahedron, 2004, 60, 10575-10610.
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3. Alkaloidy chinolizydynowe

Dieta czlowicka powinna by¢ bogata
zardbwno w produkty pochodzenia
zwierzgcego, jak 1 roslinnego. Szczegdlna
uwage poswigca si¢ biatkom znajdujacym si¢
w nasionach ro$lin straczkowych, gdyz
zawieraja one prawie wszystkie aminokwasy
egzogenne w ilo$ciach zblizonych do tych w
petnowartosciowych produktach zwierzgcych.
Nasiona tubinu zawieraja ok. 44% biatka, 13%
thuszczu oraz skladniki biologicznie aktywne.
Przeprowadzono  szerokie badania  nad

wlasciwosciami  odzywczymi tubinow, ich

potencjalnym dziataniem alergennym,

mutagennym i karcynogennym.

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

roslin straczkowych jest znacznie mniej.

3.1. Ekstrakcja alkaloidéw tubinowych

W celu zwigkszenia wykorzystania bialka lubinowego dazy si¢ do usunigcia alkaloidow
przez odgoryczanie metodami technologicznymi np.: ekstrakcja 48% EtOH lub tez hodowlg
tzw. tubindéw stodkich o niskiej zawartosci alkaloidéw. Proces odgoryczania nie prowadzi do
catkowitego usunigcia alkaloidow.

Kilkanascie lat temu opracowano metode 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 czynnikow
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hydrolizujacych (stgzonych kwaséw 1 zasad) grupy funkcyjne m.in. estrowe i1 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 sposob obniza si¢ zawartos¢ alkaloidow w

ekstraktach.

Cwiczenia zostana przeprowadzone na nasionach réznych gatunkoéw tubindw. Przykladowo
podano sktad alkaloidow lubinu bialego odmiany BAC:

Lupanina — C;sH4N,O (1)

13-Hydroksylupanina — C;sH24N,O; (2)

Multiflorina — C;sH2,N>O (3)

Seco(11,12)-12-didehydromultiflorina — C;5sH2,N,O (4)

13-Hydroksymultiflorina — C;5sH2,N,O; (5)

Angustyfolina — C;sH,sN,O (6)

Sparteina — C;sHyN, (7)

N N
N N OH
© 1) 0 @)
o) N o) N/)
x_N x~_N Z
(3) (4)
0 N NH |
~_N OH N
(5) o) (6)
N
N

(7)
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Ogolny schemat ekstrakcji alkaloidow

mielenie nasion tubinu

N
odtluszczanie maczki lubinowej eterem naftowym

NV
suszenie maczki na powietrzu

A

maceracja maczki tubinowej 25% KOH

J

mieszanie zmacerowanej masy z ziemia okrzemkowa

J

wymywanie alkaloidow za pomoca CH,Cl,

J

oczyszczanie ekstraktu na kolumnie z ALO; (I1°)

J

sprawdzenie chromatograficzne otrzymanej mieszaniny alkaloidowe;j

J

izolacja lupaniny

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

B) aceton : metanol : amoniak — 5 : 5: 0.5
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3.1.1. Przygotowanie nasion do odtluszczania

Tok postepowania:

1.
2.

Zemle¢ 100 g nasion tubinu na maczke

Przygotowa¢ Soxhlet z kolba okraglodenna o pojemnosci 500 ml i napetni¢ ja 370 ml
eteru naftowego (t.wrz. 48-53°C). Maczke przenie$s¢ do gilzy, umiesSci¢ 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 ziemi¢ okrzemkowa

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

3.1.1.1. Analiza mieszaniny alkaloidow

Tok postepowania:

I.
2.
3.

Zwazy¢ otrzymang probke (mieszanina alkaloidow).

Mieszanine alkaloidow zmieszaé z ziemig okrzemkowa.

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

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

Wykona¢ chromatografi¢ TLC z kolejnych frakcji. Frakcje podobne potaczy¢, zatgzy¢
na wyparce, zwazyc.

Przeprowadzi¢ krystalizacj¢ alkaloidow obecnych w mieszaninie.
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3.1.2. Maceracja odtluszczonej maczki tubinowej i wymywanie alkaloidow

Tok postepowania:

I.

W celu roztworzenia $cianek komoérek roslinnych na kazde 10 g odtluszczonej i
wysuszone] maczki doda¢ 7.5 ml 25% KOH. Calo$¢ wymiesza¢ 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¢ kawatek 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. MgSO,, zatezy¢ pod zmniejszonym

ci$nieniem na wyparce 1 zwazyc.

3.1.3. Rozdzial surowej frakcji alkaloidow chinolizydynowych

Tok postepowania:

I.

Przygotowa¢ kolumng z ALL,O;: w kolumnie umiesci¢ wate i tlenek glinu (20-krotny
nadmiar wagowy w stosunku do masy alkaloidowej). Frakcj¢ alkaloidowa rozpusci¢ w
niewielkiej losci CH,Cl,, wymiesza¢ z piaskiem, podsuszy¢ aby byta sypka i1 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)

3. Zaggszczone roztwory zwazyc.
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3.1.4. Otrzymywanie (£)-lupaniny i nadchloranu (+)-lupaniny

Glownym skladnikiem 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:

I.

A

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

Odstawi¢ do pojawienia si¢ krysztalow racemicznej lupaniny.

Krysztatki odsaczy¢ 1 przemy¢ eterem naftowym.

Uzyskany osad przekrystalizowa¢ ponownie z eteru dietylowego.

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

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

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

oznaczy¢ temperatur¢ 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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3.2. Reakcje utleniania alkaloidow chinolizydynowych

Oryginalna definicja Lavoisiera méwi, ze wigkszo$¢ reakcji utleniania w chemii
organicznej wiaze si¢ z przylaczeniem atomu tlenu i (lub) utrata atomu wodoru. Widoczne jest
to w szeregu reakcji m.in. w prowadzonych od lat probach 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).

17@ 15

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¢ wigzanie podwoéjne. Lupanina w reakcji z NBS daje uklad imoniowy,
po zalkalizowaniu ktérego otrzymujemy hydroksyzwiazek: 17-hydroksylupaning.

OH
@

~
N
NBS OH N

LUPANINA

O O
O. E. Edwards, F. H. Clarc 1 B. Douglas przebadali zachowanie si¢ niektorych

alkaloidow typu sparteiny wobec Ag,0. Okazalo sig, ze w temperaturze pokojowej sparteina
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nie reaguje z Ag,0, natomiast w temperaturze 60°C otrzymano produkty utleniania, ktorych
nie charakteryzowano. Podobnie zachowywala si¢ lupanina, ktéra utleniana Ag,O w temp.
pokojowe] pozostawala 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¢ reakceji byla niska.

Kolejnym stosowanym czynnikiem utleniajacym byt trojtlenek chromu CrQj;. Dziataniu
tego utleniacza na czasteczkg¢ 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.

3.2.1. Utlenianie sparteiny do 17-oksosparteiny

3.2.1.1. Przygotowanie ,,alkalicznego” roztworu zelazicyjanku potasu

W celu otrzymania roztworu nalezy zmiesza¢ 10 ml 1M wodnego roztworu
K5Fe(CN)s z 4 ml 20% wodnego roztworu KOH, 1 ml takiego roztworu zawiera 0.7 mM
K5Fe(CN)g.

3.2.1.2. Otrzymywanie wolnej zasady sparteiny z siarczanu sparteiny

2 g Siarczanu sparteiny rozpusci¢ w ~25 ml 1N HCIl, 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 stalym KOH i
odparowa¢ pod zmniejszonym cisnieniem. Wolna zasada sparteiny ma posta¢ jasnozottego

oleju (przechowywac¢ w lodowce!). Otrzymujemy ok. 1 g oleju. Wydajnos¢ reakceji: 98%.

3.2.1.3. Utlenianie wolnej zasady sparteiny zelazicyjankiem potasu w
stosunku molowym 1:5

W mozdzierzu umiesci¢ 1 g sparteiny, S ml wody, 10 ml dioksanu 1 ,,alkaliczny”

roztwor KsFe(CN)g (w stosunku molowym 1:5). Calo$¢ uciera¢ przez 10 minut. Gdy nie
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stwierdza si¢ obecnosci sparteiny (TLC) mieszaning reakcyjna dodatkowo alkalizuje si¢ 50%
KOH (do odczynu silnie zasadowego), miesza z ziemia okrzemkowa 1 wprowadza do
kolumny. Kolumng eluowac eterem dietylowym do zaniku pozytywnej proby na alkaloidy (test
Dragendorffa). Eluat osuszy¢ nad staltym KOH 1 zaggs$ci¢ pod zmniejszonym ci$nieniem.
Otrzymuje si¢ jasnozotty olej, ktory krystalizuje. Otrzymane krysztaly 17-oksosparteiny nalezy
rekrystalizowa¢ z eteru naftowego (t.t. 86-88°C). Wydajnos¢ reakeji: 75%.

o)

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

3.2.2. Reakcje utleniania lupaniny

3.2.2.1. Otrzymywanie wolnej zasady lupaniny z nadchloranu lupaniny

1.5 g Nadchloranu lupaniny rozpusci¢ w ~15 ml 1N HCI, a nastgpnie doda¢ 50% KOH
do odczynu silnie zasadowego. Calo$¢ przenies¢ do rozdzielacza i wytrzasa¢ z eterem
dietylowym do zaniku reakcji barwnej z odczynnikiem Dragendorffa. Eter osuszy¢ nad stalym
KOH 1 odparowa¢ pod =zmniejszonym ciSnieniem. Otrzymane krysztaly lupaniny

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

3.2.2.2. Utlenianie lupaniny nadmanganianem potasu

Otrzymana lupaning rozpusci¢ w 15 ml wody. Kolbke umiesci¢é na mieszadle
magnetycznym 1 w ciaggu 60 minut wkrapla¢ KMnO, (40% nadmiar) rozpuszczony w 20 ml
wody. Mieszanie kontynuowac jeszcze przez nastgpne 30 minut. Po nast¢pnych 30 minutach
stabo alkaliczny roztwor zakwasi¢ przy pomocy 15 ml wodnego roztworu kwasu siarkowego
(1:1 v/v), przenies¢ do rozdzielacza i ekstrahowa¢ chlorkiem metylenu do zaniku reakcji
barwnej z odczynnikiem Dragendorffa. Z ekstraktu tego po osuszeniu (staty bezw. Na,SOy) 1
odparowaniu rozpuszczalnika pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymujemy krysztaty 17-

oksolupaniny (t.t. 152-153°C). Wydajnos¢ reakcji: 65%.
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3 +4KMnOy ——» 3 + 4MnO, + 4KOH + H,0

3.2.2.3. 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 polaczy¢. W
chwili wlewania roztwor zotknie, by po kilku sekundach sta¢ si¢ bezbarwnym. Roztwory
wytrzasa¢ kilka minut, a nastgpnie odparowa¢ do sucha. Pozostato$¢ rozpusci¢ w kilku ml
wody, zalkalizowa¢ 50% KOH, przenie$¢ do rozdzielacza i wyczerpujaco ekstrahowac eterem
dietylowym. Z ekstraktu tego po osuszeniu (staty KOH) 1 odparowaniu rozpuszczalnika pod

zmniejszonym ci$nieniem otrzymujemy 17-hydroksylupaning. Wydajnos¢ reakcji: 85 %.

Otrzymywanie nadchloranu 17-hydroksylupaniny
Otrzymany olej rozpusci¢ w metanolu 1 zakwasi¢ HCIO4/MeOH (1:4 v/v). Wytracaja si¢
krysztaly nadchloranu 17-hydroksylupaniny, ktére krystalizuje si¢ z metanolu (t.t. 251-253°C).
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3.2.2.4. Utlenianie lupaniny kwasem m-chloronadbenzoesowym

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

78°C). Wydajnos¢ reakcji: 75%.

nadtlenokwas
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3.3. Ekstrakcja cytyzyny i synteza pochodnych cytyzyny

3.3.1. Ekstrakcja i wlasciwosci cytyzyny

Charakterystyka cytyzyny.

Cytyzyna nalezy do glownych przedstawicieli
trojpierscieniowych alkaloidow  chinolizydy-
nowych. Wystepuje gloéwnie 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 si¢

wczesng wiosna w postaci bujnych, wiszacych

Fot. A. K Przybyl 20ltych kisci.

Jednak wigkszo$¢ drzew zlotokapu jest mieszaning dwoch gatunkow (okreslanych Laburnum
x wetereri), co wplywa na niska produkcje toksycznych alkaloidéw w nasionach, ktoére
wywoluja zatrucia, objawiajace si¢ wzmozona sennoscia, wymiotami oraz drgawkami. Znane

sa przypadki $§mierci w wyniku niedotlenienia.

Cytyzyna zostata wyizolowana w 1863 roku przez Husemman’a i Marne’a, jako jeden
z trujacych alkaloidéw znajdujacych si¢ w nasionach zlotokapu zwyczajnego, a jej struktura
zostala ustalona na poczatku lat trzydziestych XX wieku przez H. R. Ing’a. Cytyzyna (8) -
(7R,95)-1,2,3,4,5,6-heksahydro-1,5-metano-8 H-pirydo[ 1,2-a][ 1,5]diazocin-8-on, posiada
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quasi aromatyczny pierscien A, oraz wolne pary elektronowe na drugorzegdowym atomie azotu

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

Aktywnos$¢ biologiczna cytyzyny

(-)-Cytyzyna (8) wykazuje aktywnos$¢ biologiczna podobna do aktywnosci nikotyny
(9). Oba te alkaloidy wykazuja powinowactwo do specyficznych receptorow neuronalnych
N-cholinergicznych (nikotynowych), czyli nAChR. Wlasciwosci tego alkaloidu zostaly
wykorzystane w klinicznych badaniach zwiazanych z leczeniem chordéb zwiazanych z ukfadem
nerwowym: Alzheimer’a 1 Parkinson’a. Jednakze terapeutyczne stosowanie zwiazkoéw
wzajemnie oddziatujacych z glownymi 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 receptorow
nAChR, w tym rowniez (-)-cytyzyna (8), 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 lgkowych, jaskry. Aktualnie (-)-cytyzyna
(8) oraz jej pochodne znalazty zastosowanie gtownie w farmakologicznym leczeniu os6b

uzaleznionych od nikotyny (Tabex®).

3.3.1. Izolacja (-)-cytyzyny z materialu roslinnego

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

mielenie ziaren,

- ekstrakcjg 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 alkaloidow chlorkiem
metylenu,

- oczyszczanie na kolumnie chromatograficznej z ALOs,

- krystalizacj¢ cytyzyny (8) z heksanu z dodatkiem chlorku metylenu.
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3.3.1.1. Ekstrakcja alkaloidow

W kolbie Erlenmayera o pojemnos$ci 1 1 umiesci¢ 200 g zmielonych nasion ztotokapu
zwyczajnego, 30 ml amoniaku, 80 ml metanolu 1 300 ml chlorku metylenu. Pozostawi¢ kolbg
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 pozostalymi

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

Otrzymany krystalizujacy olej zada¢ woda (40 ml) 1 zakwasi¢ 2M HCI (okoto 5 ml).
Nastgpnie thuszcze wyizolowa¢ 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 MgSO,, a po przesaczeniu przez lejek z wata zages$ci¢ na wyparce w kolbie o
znanej tarze. Czysto$¢ otrzymanego ekstraktu sprawdzi¢ za pomoca analizy TLC (eluent:
CH,Cl,-MeOH-NH,OH 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).

3.3.1.3. Oczyszczanie na kolumnie z Al,O3

Otrzymany surowy ekstrakt z cytyzyna (8) nanie$¢ na kolumng chromatograficzng z ALO;
1 wymywac¢ eluentem: CH,Cl, - eter dietylowy (8:2), az do zaniku alkaloidéw w wycieku (do

zaniku reakcji barwnej z odczynnikiem Dragendorffa). Sprawdzi¢ czysto$¢ otrzymanego
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zwiazku na TLC. Odparowaé rozpuszczalnik na wyparce pod zmniejszonym cisnieniem 1
zwazy¢. Na koniec kolumng przemy¢ MeOH, roztwory odparowac i przenies¢ do osobnych

zwazonych fiolek.

(-)-Cytyzyne krystalizuje si¢ z mieszaniny chlorku metylenu z dodatkiem eteru naftowego (1:1
v/v). Wypadaja jasnozotte krysztaly (t.t. 153°C).

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

3.3.2. Synteza pochodnych cytyzyny
3.3.2.1. Synteza N-BOC-cytyzyny

[(CH5);COCO],0
CH,Cl,

»

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

Diweglan 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

MgSO, bezwodny

Cytyzyng (zawierajaca domieszke¢ N-metylocytyzyny) rozpusci¢ w 40 ml CH,Cl, i
doda¢ do tego roztworu diweglanu di-tert-butylu. (UWAGA! Zwiazek zracy o niskiej
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temperaturze topnienia i samozaptonu! Praca w rgkawicach ochronnych). Nastgpnie wlaé
wodny roztwor Na,COs. (Podana ilo$¢ weglanu sodu rozpusci¢ w 2 ml wody).

Przygotowana mieszaning cytyzyny i diwgglanu di-fert-butylu miesza¢ za pomoca mieszadla
magnetycznego w temperaturze 60°C przez 1-2 godziny. Przebieg reakcji sprawdzi¢ za
pomoca TLC. Jesli cytyzyna calkowicie przereagowata, to pozostawi¢ mieszaning reakcyjna
do schtodzenia do temperatury pokojowe;j.

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

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

Pozostalg frakcje wodna zalkalizowa¢ 1 3 porcjami po 20 ml CH,Cl, wyekstrahowaé
N-metylocytyzyne (do zaniku reakcji barwnej z odczynnikiem Dragendorffa), ktora nie
reaguje z diweglanem di-tert-butylu. (Jest to sposodb na rozdzial tych dwoch alkaloidow
izolowanych z nasion ztotokapu). Ekstrakty pofaczy¢ i1 osuszy¢ nad bezwodnym MgSO,,
nastgpnie odsaczy¢ Srodek suszacy, rozpuszczalnik odparowaé na wyparce pod zmniejszonym

cisnieniem.

Analiza TLC. Eluent: CH,Cl,-MeOH-NH,OH 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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3.3.2.2. Odblokowanie N-BOC-cytyzyny do cytyzyny

ﬁ X
., N0
\/ 1M HCV 1M TFA
CH,Cl,

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

Rozpusci¢ N-BOC-cytyzyng w 20 ml H,O w kolbie okragtodennej. Doda¢ 5.5 ml TFA
a nastgpnie 5.5 ml 1M HCI. Ogrzewac¢ pod chlodnica zwrotna przez 30 min. Po tym czasie
sprawdzi¢ wynik reakcji za pomoca TLC.
Jesli N-BOC-cytyzyna catkowicie przereaguje ochtodzi¢ roztwoér do temperatury pokojowej, a
nastgpnie ostroznie zalkalizowa¢ do pH~14 za pomoca KOH i w rozdzielaczu rozdzieli¢
frakcje organiczna od nieorganicznej. Frakcje wodna ekstrahowaé CH,ClL, az do zaniku
alkaloidow w roztworze (do zaniku reakcji barwnej z odczynnikiem Dragendorffa). Ekstrakty
potaczy¢ 1 osuszy¢ nad bezwodnym MgSQO,, nastgpnie Srodek suszacy odsaczyC i przesacz
przenies¢ do wytarowanej kolby. Rozpuszczalnik odparowa¢ na wyparce pod zmniejszonym

cisnieniem. Otrzymuje si¢ biato-zotte krysztatki cytyzyny z wydajnoscia 94%.

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

(-)-Cytyzyne krystalizuje si¢ z mieszaniny chlorku metylenu z dodatkiem eteru naftowego (1:1

v/v). Wypadaja jasnozotte krysztaly (t.t. 153°C). C,4HsN,O, 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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3.3.2.3. Otrzymywanie 3,5-dibromo-N-BOC-cytyzyny

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 dodawa¢ NBS
(dwukrotny nadmiar molowy). Calo$¢ utrzymywaé¢ w temperaturze 60°C i miesza¢ na
mieszadle magnetycznym pod chlodnica zwrotna przez 2 godziny. Po tym czasie zbadac
przebieg reakcji chemicznej za pomoca TLC. Jesli nie stwierdzono obecnosci substratu,
pozostawi¢ roztwor do ostygnigcia, a nastgpnie rozpuszczalnik odparowaé na wyparce
obrotowej pod zmniejszonym ci$nieniem.

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

Surowy produkt oczysci¢ na kolumnie chromatograficznej z ALO; przemywajac
kolejno eterem naftowym, eterem dietylowym i chlorkiem metylenu. Roztwory poréwna¢ za
pomoca analizy TLC, polaczy¢ te zawierajace produkt i odparowac na wyparce. Otrzymuje si¢

376 mg oleju z wydajnoscia 42%.

Analiza TLC. Eluent: CH,Cl,-MeOH-NH,OH 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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3.3.2.4. Otrzymywanie 3-bromo-N-BOC-cytyzyny i 5-bromo-N-BOC-

cytyzyny

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-cytyzyng (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¢ roztwor do temperatury pokojowe,
a nastegpnie rozpuszczalnik odparowac¢ na wyparce obrotowej pod zmniejszonym ci$nieniem.

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

Otrzymana mieszaning oczys$ci¢ na kolumnie chromatograficznej z tlenkiem glinu,
wymywajac najpierw mieszaning eter dietylowy:CH,Cl,, a nastgpnie CH,Cl,. Rozdzial 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-cytyzyng 1 5-Br-N-BOC-cytyzyng, odpowiednio, w
stosunku 52% : 28%.

BC-NMR 3-Br-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-Br-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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3.3.2.5. Otrzymywanie 3,5-dijodo-N-BOC-cytyzyny

)J\o>< NIS
_—

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

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

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

Surowy produkt oczysci¢ na kolumnie chromatograficznej z ALO;, przemywajac
kolejno eterem naftowym, eterem dietylowym i chlorkiem metylenu. Roztwory poréwnac 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-NH,OH 10:1:0.1

BC-NMR (CDCls;, 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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3.3.2.6. 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 catkowicie przereaguje, ochlodzi¢ roztwér do temperatury
pokojowej, a nastgpnie odparowac na wyparce pod zmniejszonym ci$nieniem.

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

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

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

Analiza TLC. Eluent: CH,Cl,-MeOH-NH,OH 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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3.3.2.7. Synteza N-metylocytyzyny (metoda I)

CH,I

—

aceton/KOH

cytyzyna 0.38 g (2 mmol)

CHsl 0.25 ml (4 mmol)
aceton 16 ml
KOH 1 pastylka

Cytyzyng rozpusci¢ w acetonie, doda¢ KOH 1 wolno wkrapla¢ jodek metylu, caly czas
mieszajac. Mieszaning ogrzewac 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;l 1 kontynuowac ogrzewanie.

Po zakonczeniu reakcji odparowacé aceton oraz nadmiar jodku metylu pod zmniejszonym
cisnieniem. Otrzymany osad rozpusci¢ w wodzie 1 zalkalizowa¢ Na,COs, nastgpnie produkt
ekstrahowa¢ CH,Cl,, az do zaniku reakcji barwnej z odczynnikiem Dragendorffa.
N-Metylocytyzyne krystalizowa¢ z mieszaniny CH,Cl, : eter naftowy, 4:1.

T.t. 135-136 °C

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

MS m/z (%): 204 (M"); 146 (12); 118 (6), 117 (8), 58 (100).
BC-NMR (CDClL;, 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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3.3.2.8. Synteza N-metylocytyzyny (metoda II)

(CH;),SO,
aceton/KOH

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

10% KOH 10 ml

CH,Cl,

W dwuszyjnej kolbie o poj. 50 ml, wyposazonej w chtodnice zwrotna, rozpuszcza sig
cytyzyng w wodzie 1 dodaje 10 ml 10% roztworu wodorotlenku potasu. Do tej mieszaniny
wkropli¢ siarczanu dimetylu (UWAGA!!! Zwiazek silnie trujacy! Praca w rekawicach
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 ochlodzeniu dodaje si¢ 20 ml chlorku metylenu 1 miesza ok.
10 min 1 przelewa do rozdzielacza. Zaalkalizowany roztwor wodny ekstrahowa¢ CH,Cl,, az
do zaniku reakcji barwnej z odczynnikiem Dragendorffa.

Otrzymane frakcje laczy si¢ w Erlenmayerce 1 suszy nad bezwodnym siarczanem
magnezu. Roztwdr odsaczony od $rodka suszacego zatgzy¢ na wyparce obrotowej pod
zmniejszonym cisnieniem.

Obliczy¢ wydajnos¢. Krystalizowa¢ z mieszaniny CH,Cl:eter naftowy, 4:1.

T.t. 135-136 °C

Analiza TLC. Eluent: CH,Cl,-MeOH-NH,OH 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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3.3.2.9. Synteza N-propionylocytyzyny

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 1 ml

W kolbie rozpusci¢ 1.90 g (10 mmol) cytyzyny w 20 ml CH,Cl, i 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 ci$nieniem i
pozostalo$¢ zada¢ woda. Sprawdzi¢ czy roztwdr ma odczyn alkaliczny i1 ekstrahowac¢ produkt
CH,Cl,. Ekstrakt osuszy¢ nad bezwodnym MgSO, 1 odsaczy¢ srodek suszacy. Rozpuszczalnik
odparowa¢ pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany olej oczy$ci¢ 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 Dragendorffa .

Otrzymuje si¢ N-propionylocytyzyng (C;4sH;sN,O,, m.cz. 246 g/mol) w postaci bialego osadu

(2 g) o temperaturze topnienia: 140°C.

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

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

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

C NMR (CDCl;, 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)

o (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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3.3.2.10. Synteza N-tiopropionylocytyzyny

odczynnik Lawesson'a

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

piasek

W kolbie okraglodennej umiesci¢ 50 mg (0.2 mmol) N-propionylocytyzyny, 0.8 g (0.2
mmol) odczynnika Lawesson’a oraz 2 ml toluenu, a nastgpnie poddac ja dzialaniu promieni
mikrofalowych (850W) przez 21 minut (7 razy po 3 minuty). Calo$¢ wymiesza¢ z 30 ml
chloroformu 1 nanie$¢ na kolumng 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 1 odparowa¢ do sucha. Taka mieszaning nanie$¢ na kolumng z SiO, 1 wymywacé
chlorkiem metylenu (300 ml). N-Tiopropionylocytyzyna nie daje reakcji barwnej z
odczynnikiem Dragendorffa, stad konieczno$¢ sprawdzania zawartosci alkaloidu w roztworze
w $wietle UV (nanie$¢ krople na fragment ptytki TLC 1 wlozy¢ pod lampg UV 1 odczytaé
wynik). Otrzymuje si¢ N-tiopropionylocytyzyng¢ w postaci zoltego osadu (14 mg — 27%
wydajnosci). Ci4H;sN,OS, m.cz. 262 g/mol. T.t. 216°C

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

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

C NMR (CDCl;, 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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3.3.2.11. 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 1 ml
CH,Cl, 10 ml

W kolbie na mieszadle magnetycznym rozpusci¢ cytyzyng w 10 ml chlorku metylenu i
doda¢ 10% KOH w metanolu (1 ml). Ochtodzi¢ mieszaning reakcyjna do temperatury 0°C 1
wkropli¢ bromek benzylu. Nastgpnie stopniowo podnie$¢ temperature mieszaniny reakcyjnej i
po 20 minutach ogrzewaé¢ do wrzenia. Reakcja zachodzi przez 1-2 godzin (kontrola TLC).
Nastgpnie odparowacé roztwor pod zmniejszonym cisnieniem, a zawarto$¢ 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 odparowac¢ pod zmniejszonym cisnieniem.
N-Benzylocytyzyna krystalizuje w postaci kremowych krysztatow, t. t.: 133°C
CisH20N,0, m.cz. 280 g/mol

Analiza TLC. Eluent: CH,CLL-MeOH-NH,OH 10:1:0.1
MS m/z (%); 280 (M, 47), 147 (13), 146 (39), 134 (89), 91 (100), 65 (15).
C NMR (CDCI; 300 MHz)

d (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)
& (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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