Michaela Novotna

2006

06/

Mikrobiologicky Ustav AV CR
Laborato r Biotransformaci
Praha




ZAVEDENI DVOJNE VAZBY

B DO MOLEKULY DIHYDROLYSERGOLU
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UVOD
Namelové alkaloidy patfi mezi farmakologicky vyznamné pfirodni latky. Tyto latky
jsou nejcastéji obsazeny v tzv. namelu, coz je zvlastni morfologicky utvar vytvareny
houbou pali¢kovici nachovou (Claviceps purpurea), ktera parazituje na zitu.
Pramyslové se ziskavaji pravé izolaci z uméle péstovaného namele.

V namelu jsou tyto alkaloidy obsazeny nej¢astéji ve formé tzv. ergopeptidu (amidy
kyseliny lysergoveé s cyklickym peptidem, tvorenym Ctyfmi aminokyselinami).
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Obili napadené palic¢kovici nachovou a detail sklerocia.



Jinym zdrojem téchto alkaloidd jsou svlacce rodu
I[pomoea (napf. |. purpurea - povijnice nachova),
které obsahuji hlavné alkoholy namelovych

alkaloidu, jako napf. lysergol, dihydrolysergol

a elymoklavin (viz obr. 1), jez se zde vyskytuji ve

volné formé (nejsou vazany s aminokyselinami). [pomoea purpurea
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Obr. 1. Namelové alkaloidy obsazené v rostlinach rod  u Ipomoea



Nameloveé alkaloidy, vyskytujici se v pfirodé, mohou obsahovat v kruhu D dvojnou
vazbu v poloze 8 (napf. elymoklavin) nebo v poloze 9 (lysergol, kyselina lysergova).
Doposud vSak neni znam v pfirodé se vyskytujici namelovy alkaloid s dvojnou

vazbou v poloze 7.
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elymoklavin lysergol kyselina lysergova



Tyto latky patfi mezi fyziologicky zajimavé slouceniny, nebot pusobi na rzné bunécéné
receptory. Tato skute€nost je vysvétlovana pritomnosti nékolika strukturnich motivu

v jejich molekule — Ize u nich nalézt napf. strukturni analogii

s adrenalinem, serotoninem nebo dopaminem (endogenni neurotransmitery,
zodpovédné za fizeni mnoha fyziologickych pochodu, napf. reakce na stres, regulace
spanku, pfenos nervovych vzruchu, atd.).
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ERGOLINE ADRENALINE SEROTONINE DOPAMIN

Zavedeni dvojné vazby do polohy 7 molekuly dihydrolysergolu, popf. jeho jednoduchého
derivatu (aldehydu, esteru), by mohlo pozménit selektivitu tohoto derivatu k bunéénym
receptorum, popf. i zlepSit jeho biologickou aktivitu v porovnani s pfirozené

se vyskytujicimi namelovymi alkaloidy.



CiL PRACE
Cilem této prace bylo vyvinout metodiku pro zavedeni nové dvojné vazhby pravé
do polohy 7 molekuly dihydrolysergolu.
Schudnost tohoto ukolu byla prokazana v 1973 (Stutz P., Stadler P.A.

Tetrahedron Lett. 51, 5095, 1973) reakci nazna¢enou ve Schématu:
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Nicméné, analogické reakce s jinymi namelovymi alkaloidy byly neuspésné. Bylo
prokazano (Kren V., Gazak R. — nepublikované vysledky), Ze tato reakce neprobiha

ani s dihydrolysergolem (Obr. 1), ani s jeho O-acetatem.



MOZNE RESENI

Mozna cesta, jak zlepSit reaktivitu
dihydrolysergolu pro tuto reakci,
spoCiva v oxidaci jeho primarni
alkoholické skupiny v poloze 8
na skupinu aldehydickou. Takto se
ziska sloucenina, ktera by méla mit
podobné chemicke vlastnosti jako jiz
drive publikovany  methylester
kyseliny dihydrolysergove (alde-
hydickdA skupina ma elektron-
akceptorové vlastnosti, stejné jako
skupina esterova).



A

Namel na zitu

Problémem aldehydické skupiny v této reakci je vSak jeji velka citlivost k oxidaci.

Pouzita m-chloroperoxybenzoova kyselina by zpuUsobila jeji nezadouci oxidaci
na skupinu karboxylovou. Je proto nutné aldehydickou skupinu vhodnym zplsobem
chranit proti této nezadouci oxidaci. To je mozno provést tak, ze se aldehydicka

skupina prevede na skupinu, ktera si zachova jeji elektron-akceptorové vlastnosti,

ale nebude jiz nachylna k oxidaci.



Vhodnou skupinou pro tento ucCel je napf. 2,4-dinitrofenylhydrazon,

ktery byl také pouzit v teto praci. Mezi jeho velké vyhody patfi hlavné
jeho stabilita v kyselém prostfedi, stabilita va¢i mirné oxidaci a take
skutecnost, ze latky ve formé 2,4-dinitrofenylhydrazonu velmi snadno
krystalizuji, coz usnadnuje jejich izolaci z reakéni smési.




REAK CNi SCHEMA VEDOUCI K DERIVATU DIHYDROLYSERGOLU
S DVOJNOU VAZBOU V POLOZE 7 ( A-7,8-derivat)
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JEDNOTLIVE FAZE P RIPRAVY
2. 4-dinitrofenylhydrazonu 6- methyl-8 B-formyl- A-7,8-ergolinu

1) Oxidace 6-methyl-8 B-hydroxylmethyl-ergolinu

PRINCIP :
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POSTUP:

Dihydrolysergol (1, 95mmol) byl pfeveden do roztoku DMSO a TEA. K tomuto roztoku byl po
kapkach pfidavan roztok SO, .TEA (4, 87mmol ) / DMSO. Po 10 min stalého michani byl roztok
preveden do pfedem ochlazené 10% kyseliny octove, vznikly roztok se nechal michat 30 min.
Roztok byl neutralizovan 5M NaOH do vzniku srazeniny. Srazenina byla odfiltrovana a filtrat byl
extrahovan CH,Cl,. Srazenina na filtru byla promyta vodou a rozpusténa v CH,CIl,. Spojené
extrakty byly promyty nasycenym roztokem NacCl, vysuseny bezvodym Na,SO, a odpareny na

vakuove odparce. Zbytky vody byly odstranény azeotropni destilaci s toluenem.

Dihydrolysergal................ 6-methyl-83-hydroxylmethyl-ergolin
TEA. ., triethylamin
MeOH...........ccoviiiinn. methanol

DMSO.......ooiiiiiiiiiies dimethylsulfoxid




2. Chromatografie

Byly provedeny 2 nasledné separace 6-methyl-8-B-formyl-ergolinu s naslednymi gradienty

1.mobilni faze:  a) CHCI;/MeOH/ NH,OH = 95/5/1
b) CHCI;/MeOH/ NH,OH = 90/10/1
2. mobilni faze: a) CHCI; /MeOH/TEA = 94,5/5/0,5
b) CHCI; /MeOH/TEA = 92/7,5/0,5
ZAVER:

Po chromatografii byl vytézek 6-methyl-83-formyl-ergolinu 1,38mmol (71%).



2) Priprava hydrazonu (2a) a p recist éni vedlejSiho produktu hydrazonu (2b)
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a) POSTUP:

Aldehyd (1) (0,786mmol ) byl rozpustén v ethanolu. Do pfipraveného roztoku
CH;COOH a EtOH byl predlozen 2,4-dinitrofenylhydrazin (1,0 mmol ). Roztok
aldehydu(1) byl pfeveden do roztoku 2,4 — dinitrofenylhydrazinu a nechan 30 min
reagovat za staleho michani. Vznikla srazenina byla zfiltrovana na frité. Filtrat byl
odparen a pak nasledné rozpustén v MeOH a v CH,CI,. Poté byl roztok zahusStén na
vodni lazni a ponechan krystalizovat pfi laboratorni teploté pozvolnym odparenim
tékavéjSiho rozpoustédla CH,CI, a nasledného uvolnéni produktu ve formé krystald

hydrazonu (2a), jenz byl odfiltrovan na frité.

Chromatografii mate¢ného roztoku byl ziskan disty vedlejSi produkt hydrazon (2b).
ZAVER:

Vytézek Cistého hydrazonu (2a) byl 0,215mmol (19%).

Aldehyd (1)....ccovvviii 6-methyl-83-formyl-ergolin (dihydrolyserg-8-al)
Hydrazon (2a) .......cccoooviiiiiiiinieann .. 2,4 — dinitrofenylhydrazon dihydrolyserg-8-alu
Hydrazon (2b) .......coovviiii 2,4 —dinitrofenylhydrazon iso-dihydrolyserg- 8-alu




Chromatoqgrafie:

Mobilni faze:

CHCI;/ toluen / MeOH / NH; = 85/ 10/ 5/ 0,5

Pro zvySeni polarity byla pouzita mobilni faze s naslednym gradientem:
CHCI;/ toluen / MeOH / NH4 = 90/ 5/ 5/ 0,5

b)POSTUP:
Aldehyd (1) (0,236mmol ) byl rozpuStén ethanolu. Do pfipraveného roztoku CH;COOH a
H,O byl predlozen 2,4- dinitrofenylhydrazin (0,708mmol). Aldehyd (1) byl pfeveden do

roztoku 2,4 -dinitrofenylhydrazinu a nechan 30 min reagovat za stalého michani. Po
ubéhnuti uvedené doby byl roztok pfeveden za stalého michani do nasyceného roztoku
NaHCO,. Nevypadly zadné krystaly.

Reakéni smés byla extrahovana s CH,CI, v délici nalevce a odpafena na vakuové

odparce.

ZAVER:

Tato metoda se neosvédcila k ziskani krystalt . Byl ziskan pouze znecistény roztok.



3) Priprava 2.4-dinitrofenylhydrazonu 6-methyl-83-formyl- A7,8-ergolinu
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a)POSTUP:
Hydrazon (2a)(0,12mmol) byl rozpustén v CH,CI,, k roztoku byla pfidana MCPBA a roztok

byl nechan 1h michat pfi 0 C. Po ub éhnuti dané doby byl k roztoku pfidan Ac,O

a TEA. Vysledny roztok byl po 1 hodiné michani pfi 0°C 2x vytfepan nasycenym roztokem
NaHCO, a poté extrahovan CH,Cl,. Organicka faze byla vysusena bezvodym Na,SO,

a odparena na vakuové odparce; odparek byl zbaven zbytka vihkosti, tak Ze byl rozpustén

v CH,CI, a pak k nému byl pfidam toluen (tvofi s vodou azeotropni smés ).

Chromatoqgrafie:
Mobilni faze: CHCI,/ toluen/ MeOH/ NH; = 85/ 10/5/0,5

ZAVER:
Vytézek Cistého hydrazonu (3) je 0,007mmol (6 %).

MCPBA..........coeeeenn. m-chloroperoxybenzoova kyselina
AC,O....coceiiii acetanhydrid
Hydrazon (2a)............. 2,4 — dinitrofenylhydrazon dihydrolyserg-8-alu

Hydrazon (3)............. 2,4-dinitrofenylhydrazon 6-methyl-83-formyl-A’-8-ergolinu




b) POSTUP:

MCPBA byla pfeciSténa (MCPBA je nestéla a prechazi na m-chlorobenzoovou kyselinu).

MCPBA byla pfevedena do roztoku ( pfiblizné pH=7,5) KH,PO, a Na,HPO,,roztok byl 10 min

nechan michat , poté byl odfiltrovan na frité. Byly ziskany krystaly MCPBA o pfedpokladané
90% Cistoté.

DalSi postup byl totozny s postupem a).

Chromatografie:

1)Mobilni faze:

Petrolether /ethylacetat = 4/ 1

Byl odstranén nezreagovany DNP-hydrazin.
2)Mobilni faze:

CHCI,/ toluen/ MeOH/ NH, = 85/ 10/ 5/ 0,5

ZAVER:
Prakticky vytézek Cisteho hydrazonu (3) byl 4,1 %.



ZAVER:

Vyvinuli a ovéfili jsme
novou metodiku pro zavedeni dvojnée

vazby do polohy 7 dihydrolysergolu.

Struktura vysledného

2,4-dinitrofenylhydrazon 6-methyl-8(3-formyl-A7-8-ergolinu

byla potvrzena nuklearni magnetickou rezonanci.

Claviceps purpunes



