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SUM MARY

T h e  w o r k  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s  i s  d i v i d e d  i n t o  

f o u r  s e c t i o n s  : a )  S y n t h e s i s  o f  a n a l o g u e s  o f  a k n o w n

i n t e r m e d i a t e  i n  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d  b i o s y n t h e s i s  a n d  

t h e  s t u d y  o f  t h e i r  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  v a r i o u s  

p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d - p r o d u c i n g  p l a n t  s p e c i e s ;  b )

S t u d i e s  o n  t h e  k i n e t i c s  o f  e n z y m i c  o x i d a t i o n  o f  t h e s e  

a n a l o g u e s  b y  p e a  s e e d l i n g  d i a m i n e  o x i d a s e ;  c )  F u r t h e r  

b i o s y n t h e t i c  s t u d i e s  o n  t h e  p y r r o l i z i d i n e  n e c i n e  b a s e s ;  

d )  B i o s y n t h e s i s  o f  t h e  3 - h  y d r  o x  y - 3 - m e  t h y  1 g 1 u t a r a  t e 

p o r t i o n  o f  d i c r o t a l i n e .

a ) A n a l o e u e  S t u d i e s

R a d i o l a b e l l e d  a n a l o g u e s  o f  N . - ( 4 - a m i n o b u t y l ) - 1 , 2 -  

d i d e h y d r o p y  r r o l i d i n i u m  ( A )  w e r e  s y n t h e s i s e d  a n d  f e d  t o 

v a r i o u s  p l a n t  s p e c i e s  w h i c h  p r o d u c e  p y r r o l i z i d i n e  

a l k a l o i d s .  * ^ C - L a b e l l e d  a n a l o g u e s  ( B )  a n d  ( C )  w e r e

s y n t h e s i s e d  b y  t h e  e x t e n s i o n  o f  a n  e s t a b l i s h e d  r o u t e  to 

t h e  n a t u r a l  p r e c u r s o r  ( A) .  T h e s e  c o m p o u n d s  w e r e  o f  l o w  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  ( 2 - 3 0  ( i Ci  m m o l " * ) .  A  n e w  s y n t h e t i c  

r o u t e  w a s  d e v e l o p e d  w h i c h  f u r n i s h e d  a s e r i e s  o f  

a n a l o g u e s  ( D )  a n d  ( E )  l a b e l l e d  w i t h  t r i t i u m .  T h e s e

c o m p o u n d s  w e r e  o f  h i g h e r  s p e c i f i c  a c t i v i t y  ( 1 5 0 - 2 5 0  |i.C i 

m m o l " * ) ,  a n d  h i g h e r  i n c o r p o r a t i o n s  w e r e  o b s e r v e d  i n  t h e  

f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  ( S e n e c i o  p l e i s t o c e p h a l u s ,  S . 

i s a t i d e u s , a n d  C y n o  g l o s s u m  a u s t r a l e  s p p . ) .  A l l  f e e d i n g  

e x p e r i m e n t s  u s e d  r a d i o l a b e l l e d  p u t r e s c i n e  as  a n  i n t e r n a l  

s t a n d a r d .  I m i n i u m  i o n  p r e c u r s o r s  ( E )  w e r e  u t i l i s e d

m o r e  e f f i c i e n t l y  t h a n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  s a t u r a t e d  s a l t s  

( D ) .  T h e  s a t u r a t e d  s a l t s  ( D )  a p p e a r e d  t o  i n h i b i t  t h e
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i n c o r p o r a t i o n  o f  p u t r e s c i n e  i n t o  p y r r o l i z i d i n e  

a l k a l o i d s .  T h e  h i g h e r  h o m o l o g u e s  w e r e  g e n e r a l l y  m o r e

p o o r l y  u t i l i s e d  t h a n  p u t r e s c i n e .

NH-
(A)

m=l or 2
n=l or 2

2C1'
(C)
m=l  or 2, 
n=l  or 2 
•  = 14C

Ni
H NHm

(D)
m=l or 2, 
n=l or 2 
•  = 14C

2cr

(E)
m=l or 2, 
n=l or 2 
•  = 14C

+
NHc

2cr

2cr
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b)  E n z y m e  K i n e t i c s

T h e  e n z y m i c  o x i d a t i o n  o f  n o n - l a b e l l e d  a n a l o g u e s  o f  

( B )  a n d  ( C )  b y  p e a  s e e d l i n g  d i a m i n e  o x i d a s e  w a s  s t u d i e d  

u s i n g  a s p  e c t r  o p h o t o m  e t r  i c a s s a y  w h i c h  a l l o w e d  

d e t e r m i n a t i o n  o f  a n d  ^ m a x  d a t a  f o r  e a c h  s u b s t r a t e .

S a t u r a t e d  a n a l o g u e s  c o u l d  b e  c l a s s i f i e d  as  p u t r e s c i n e  o r  

c a d a v e r i n e  a n a l o g u e s  o n  t h e  b a s i s  o f  b i n d i n g  a f f i n i t i e s ,  

a s  i n d i c a t e d  b y  v a l u e s .  I m i n i u m  i o n s  c o u l d

s i m i l a r l y  b e  d i v i d e d  i n t o  s u b - g r o u p s .  T h e  s t r o n g

b i n d i n g  a f f i n i t i e s  o f  t h e  i m i n i u m  i o n s  a r e  o f  

p a r t i c u l a r  n o t e .  T h i s ,  a l o n g  w i t h  t h e  r e l a t i v e l y  l o w

c a t a l y t i c  r a t e  c o n s t a n t s ,  m a k e s  t h e  i m i n i u m  i o n s  

p o t e n t i a l  c a n d i d a t e s  a s  i n h i b i t o r s  o f  t h e  e n z y m i c  

o x i d a t i o n  o f  p u t r e s c i n e .

c )  B i o s y n t h e s i s  o f  N e c i n e  B a s e s

P l a t y n e c i n e  a n d  r o s m a r i n e c i n e  w e r e  i d e n t i f i e d  as  

i n t e r m e d i a t e s  o n  t h e  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  t o  r o s m a r i n i n e  

b y  a n  i n t e r m e d i a t e  t r a p p i n g  e x p e r i m e n t .

N  - A c e t y l p u t r e s c i n e  w a s  i n c o r p o r a t e d  m o r e  

e f f i c i e n t l y  t h a n  p u t r e s c i n e  i n t o  t h e  a l k a l o i d s  o f  

C y n o  g l o s s u m  a u s t r  a l e , w h i l e  p u t r e s c i n e  w a s  t h e  b e t t e r  

p r e c u r s o r  o f  r o s m a r i n i n e  i n  S e n e c i o  p l e i s t o c e p h a l u s .

d )  B i o s y n t h e s i s  o f  t h e  3 - H v d r o x v - 3 - m e t h v l g l u t a r a t e  

( H M G )  p o r t i o n  o f  D i c r o t a l i n e

A c e t a t e ,  m e v a l o n a t e ,  a n d  3 - h y d r o x y - 3 - m e t h y l -  

g l u t a r a t e  w e r e  n o t  s p e c i f i c  p r e c u r s o r s  f o r  t h e  n e c i c



a c i d  p o r t i o n  o f  d i c r o t a l i n e  ( F )  i n  C r o t a l a r i a

l a c h n o s e m a . T h e  C - 5  m e t h y l  g r o u p  o f  i s o l e u c i n e  w a s

s p e c i f i c a l l y  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  m e t h y l  g r o u p  o f  H M G .  

T h i s  w a s  s h o w n  b y  t h e  s p e c i f i c  i n c o r p o r a t i o n  o f  [ 4 , 5 -
'i

H ] i s o l e u c i n e  i n t o  t h e  n e c i c  a c i d  p o r t i o n  o f  d i c r o t a l i n e  

a n d  d e g r a d a t i o n  t o  e s t a b l i s h  t h e  s i t e  o f  l a b e l l i n g  as

t h e  m e t h y l  g r o u p  o f  d i c r o t a l i n e .
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1

C h a p t e r !

IN TRO D U CTIO N

1. 1  P y r r o l i z i d i n e  A l k a l o i d s .

I n  t h e  a r e a  o f  n a t u r a l  p r o d u c t  c h e m i s t r y  t h e  m a n y  

u n i q u e  f e a t u r e s  o f  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s *  h a v e  b e e n  a 

s o u r c e  o f  c o n s i d e r a b l e  i n t e r e s t .  T h e s e  c o m p o u n d s  h a v e  

b e e n  t h e  s u b j e c t  o f  m a n y  e l e g a n t  s y n t h e t i c  a n d  

b i o s y n t h e t i c  s t u d i e s ,  a n d  t h e i r  t o x i c o l o g y  h a s  b e e n  

c h a r a c t e r i s e d .

P y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  a r e  f o u n d  i n  14 u n r e l a t e d  

p l a n t  f a m i l i e s .  T h e  m o s t  e x a m i n e d  f a m i l i e s  a r e

C o m p o s i t a e  ( e g  t r i b e s  S e n e c i o n e a e  a n d  E u p a t o r i e a e ) ; 

L e g u m i n o s a e ,  i n  w h i c h  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  a r e  f o u n d  

o n l y  i n  t h e  g e n u s  C r o t a l a r i a ; a n d  B o r a g i n a c e a e ,  i n  w h i c h  

e v e r y  g e n u s  e x a m i n e d  h a s  b e e n  s h o w n  t o  c o n t a i n  

p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s ,  e g  H e l i o t r o p i u m . T h e  p l a n t

s p e c i e s  a r e  g e o g r a p h i c a l l y  w i d e s p r e a d  a n d  m a y  b e  p r e s e n t  

i n  m o s t  e n v i r o n m e n t s .  I t  h a s  b e e n  e s t i m a t e d  t h a t  u p  t o 

8 0 0 0  p l a n t  s p e c i e s  m a y  c o n t a i n  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s ,  

r e p r e s e n t i n g  3 %  o f  t h e  w o r l d ’ s f l o w e r i n g  p l a n t s . ^  

S e n e c i o  i s  t h o u g h t  t o h a v e  m o r e  s p e c i e s ,  c a . 1 4 5 0 ,  t h a n  

a n y  o t h e r  g e n u s  o f  p l a n t s . *

M o s t  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  a r e  d e r i v a t i v e s  o f  1- 

h y d r o x y m e t h y l p y r r o l i z i d i n e  ( 1 )  r a t h e r  t h a n  o f  

p y r r o l i z i d i n e  ( 2 ) .  A n  e x c e p t i o n  i s  1 - m e t h y l e n e -

p y r r o l i z i d i n e  ( 3 ) ,  p r e s e n t  i n  C r o t a l a r i a  d a  m a r  e n s  i s . ^ 

T h e  a m i n o a l c o h o l  m o i e t y ,  k n o w n  a s  a n e c i n e ,  m a y  be  

f u r t h e r  h y  d r o x y l a t e d ,  a n d  a w i d e  r a n g e  o f  n e c i n e s  i s  

k n o w n ,  d i f f e r i n g  i n  t h e  p o s i t i o n  a n d  s t e r e o c h e m i s t r y  o f  

t h e  h y d r o x y l  g r o u p s ,  e g .  r  o s m a r  i n e c i n e ( 4 ) .
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F u r t h e r m o r e ,  m a n y  n e c i n e s  c o n t a i n  a 1 , 2 - d o u b l e  b o n d ,  e g  

r e t r o n e c i n e  ( 5 ) .  M o s t  n e c i n e s  a r e  f o u n d  i n  n a t u r e  as  

e s t e r s ,  w i t h  n o t a b l e  e x c e p t i o n s  s u c h  a s  l o l i n e  ( 6 ) .  

T h e  e s t e r i f y i n g  a c i d s ,  k n o w n  as  n e c i c  a c i d s ,  a r e  o f t e n

o f  a n  o x y g e n a t e d ,  h i g h l y  b r a n c h e d  n a t u r e ,  a n d  s o m e  h a v e  

n o t  b e e n  f o u n d  i n  a n y  o t h e r  p l a n t  o r  a n i m a l  s o u r c e .  

P y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  m a y  b e  m o n o e s t e r s ,  s u c h  as  

h e l e u r i n e  ( 7 ) ,  d i e s t e r s ,  e g  h e l i o s u p i n e  ( 8 ) ,  o r  

m a c r o c y c l i c  d i e s t e r s ,  s u c h  as  f u l v i n e  ( 9 ) .

R e c e n t l y ,  a s e r i e s  o f  p  o 1 y h  y d r  o x y 1 a t e d 

p y  r r o l i z i d i n e s  h a s  b e e n  i s o l a t e d ,  e x e m p l i f i e d  b y  a l e x i n e

( 1 0 ) .  T h e s e  d i f f e r  f r o m  t h e  u s u a l  p y r r o l i z i d i n e

a l k a l o i d  s t r u c t u r e s ,  i n  t h a t  t h e y  h a v e  a c a r b o n  

s u b s t i t u e n t  a t  C - 3  r a t h e r  t h a n  a t  C - l .  A l e x i n e  h a s

b e e n  t e s t e d  f o r  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  b e c a u s e  o f  i t s

s t r u c t u r a l  r e s e m b l a n c e  t o  t h e  g l u c o s i d a s e  i n h i b i t o r

( 1 1 ) ,  b u t  i t  h a s  b e e n  s h o w n  to b e  a p o o r  i n h i b i t o r  o f  a 

s e r i e s  o f  g l u c o s i d a s e s . ^

1 . 2  E f f e c t s  o f  P y r r o l i z i d i n e  A l k a l o i d s  o n  H u m a n s  a n d  

A n i m a l s .

M a n y  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  a r e  t o x i c ,  a n d  h a v e

o f t e n  b e e n  r e s p o n s i b l e  f o r  p o i s o n i n g  o f  l i v e s t o c k  a n d  

h u m a n s .  A s  l o n g  a g o  as  1 7 8 7  f a r m e r s  i n  B r i t a i n

s u s p e c t e d  t h e  c o m m o n  r a g w o r t  S e n e c i o  j a c o b a e a  o f  b e i n g  

h a r m f u l  t o  l i v e s t o c k .  T h e  p o i s o n i n g  o f  c a t t l e  h a s

b e c o m e  a s e v e r e  e c o n o m i c  p r o b l e m :  S . j a c o b a e a  i s  s a i d  t o

c a u s e  m o r e  l i v e s t o c k  l o s s e s  t h a n  a l l  o t h e r  p o i s o n o u s

p l a n t s  p u t  t o g e t h e r .  H u m a n s  h a v e  c o m e  i n t o  c o n t a c t

w i t h  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  b y  d e l i b e r a t e  u s e  o r  i n  

m i s t a k e  f o r  o t h e r  s p e c i e s ,  e i t h e r  a s  m e d i c i n e s  o r  as
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f o o d .  H e r b a l  t e a s  s o l d  i n  ‘ h e a l t h  f o o d ’ s h o p s  m a y

c o n t a i n  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s ,  e g  c o m f r e y  ( S y m p h y t u m  

s p  . ) .

H u m a n  p o i s o n i n g  b y  c o n s u m p t i o n  o f  p y r r o l i z i d i n e  

a l k a l o i d s  i s  w e l l  d o c u m e n t e d .  " B r e a d  p o i s o n i n g " ,

c o n s i s t i n g  o f  a b d o m i n a l  p a i n  a n d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  

a s c i t e s  o c c u r r e d  i n  C a p e  P r o v i n c e ,  S o u t h  A f r i c a  w h e n  

s e e d s  o f  S e n e c i o i l i e  i f o  l i u s  a n d  S . b u r  c h e  l l i  w e r e
o

h a r v e s t e d  a l o n g  w i t h  t h e  w h e a t .  V e n o - o c c l u s i v e

d i s e a s e ,  c h a r a c t e r i s e d  b y  c e n t r i l o b u l a r  n e c r o s i s  o f  t h e  

l i v e r  l e a d i n g  t o  o c c l u s i o n  o f  c e n t r a l  a n d  s u b l o b u l a r  

h e p a t i c  v e i n s  a n d  c o n g e s t i o n  o f  t h e  l i v e r  h a s  b e e n  

a s c r i b e d  t o  i n g e s t i o n  o f  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  v i a  

b u s h  t e a s  i n  J a m a i c a  i n  t h e  1 9 5 0 ’ s ,  a n d  m o s t  s e r i o u s l y  

i n  A f g h a n i s t a n  i n  1 9 7 4 . ^ A r o u n d  1 6 0 0  p e o p l e  w e r e

a f f e c t e d  b y  a b d o m i n a l  d i s t e n t i o n  a n d  e m a c i a t i o n ,  a n d  

m a n y  d i e d .

I n g e s t i o n  o f  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  r e s u l t s  i n  

t i s s u e  d a m a g e  p r i m a r i l y  t o  t h e  l i v e r ,  a l t h o u g h  t h e  

l u n g s ,  k i d n e y s  a n d  s o m e t i m e s  t h e  h e a r t  m a y  b e  a f f e c t e d .  

M a n y  o r g a n i c  c o m p o u n d s  e x e r t  t o x i c  e f f e c t s  o n  l i v e r  

c e l l s ,  e g  h a l o g e n a t e d  h y d r o c a r b o n s ,  d i a l k y  l n i t r o s  a m i n e s  

a n d  a f l a t o x i n s .  H o w e v e r ,  p r o g r e s s i v e  a n d  i r r e v e r s i b l e

c h r o n i c  l i v e r  d a m a g e ,  c h a r a c t e r i s e d  b y  i n h i b i t i o n  o f  

c e l l  d i v i s i o n  a n d  m e g a l  o c y t o s i s o f  t h e  l i v e r  i s  

v i r t u a l l y  r e s t r i c t e d  t o  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s .

F u r t h e r m o r e ,  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  i n c l u d e  s o m e  

o f  t h e  r e l a t i v e l y  f e w  s u b s t a n c e s  o c c u r r i n g  i n  h i g h e r  

p l a n t s  k n o w n  t o  b e  c a r c i n o g e n i c .  I n d e e d ,  t h e
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c a r c i n o g e n i c  e f f e c t s  a r e  o f  a c h r o n i c  a n d  p r o g r e s s i v e  

c h a r a c t e r  r e s e m b l i n g  t h e  e f f e c t s  o f  m y c o t o x i n s  r a t h e r  

t h a n  t h o s e  o f  m o s t  k n o w n  a l k a l o i d s .

A l t h o u g h  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  a r e  p o i s o n o u s  to

m o s t  a n i m a l s  t h e y  c a n  b e  s t o r e d  b y  s p e c i a l i s e d  i n s e c t s ,

w h i c h  u s e  t h e m  t o  t h e i r  a d v a n t a g e .  F o r  e x a m p l e ,

i n g e s t i o n  o f  S e n e c i o  v u l g a r i s  b y  t h e  t i g e r  m o t h  A r c  t i c  a

c a j a  r e n d e r s  i t  u n p a l a t a b l e  t o  p r e d a t o r s  s u c h  as  b i r d s

a n d  s p i d e r s . * * *  M a l e  d a n a i d  b u t t e r f l i e s ,  e g  D a n a u s

p l e x i p p u s , t r a n s f o r m  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  i n t o  m a l e

s e x  p h e r o m o n e s  s u c h  as  d a n a i d o n e  ( 1 2 ) . * *  I t  h a s  a l s o

b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  f e m a l e  b u t t e r f l i e s  w i l l

p r e f e r e n t i a l l y  m a t e  w i t h  m a l e s  w h i c h  c a n  p a s s  o n  t h e

a l k a l o i d s  s i n c e  h e r  e g g s  w i l l  t h e n  b e c o m e  d i s t a s t e f u l  t o  
1 2p r e d a t o r s .

1 . 3 M e t a b o l i s m  a n d  C y t o t o x i c i t y .

T h e  p r i n c i p a l  r o u t e s  o f  m e t a b o l i s m  a r e  e s t e r  

h y d r o l y s i s ,  c o n v e r s i o n  i n t o  N - o x i d e s  a n d  

d e h y d r o g e n a t i o n .  T h e  f i r s t  t w o  a r e  d e t o x i c a t i o n

r o u t e s ,  w h i c h  r e s u l t  i n  m o r e  w a t e r - s o l u b l e  s p e c i e s  a n d  

h e n c e  f a c i l i t a t e  e x c r e t i o n  i n  t h e  u r i n e .  T h e  l a s t

m e t a b o l i c  p a t h w a y  i s  t h e  o n e  a s s o c i a t e d  w i t h  

c y t o t o x i c i t y .  V a r i o u s  o b s e r v a t i o n s  p o i n t  t o  t h e  f a c t

t h a t  i t  i s  m e t a b o l i t e s  r a t h e r  t h a n  t h e  a l k a l o i d s  

t h e m s e l v e s  w h i c h  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  t o x i c  a c t i o n .  

F o r  e x a m p l e ,  t h e  m a i n  s i t e  o f  t i s s u e  d a m a g e  i s  t h e  

l i v e r ,  r e g a r d l e s s  o f  t h e  s i t e  o f  a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  

a l k a l o i d .  I t  i s  k n o w n  t h a t  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  c a n

b e  o x i d i s e d  b y  h e p a t i c  m i c r o s o m a l  e n z y m e s  t o  p y r r o l i c
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d e r i v a t i v e s  ( 1 3 )  ( S c h e m e  1) .  P y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s

a r e  t h e m s e l v e s  c h e m i c a l l y  r a t h e r  u n r e a c t i v e  w h e r e a s  t h e  

p y r r o l i c  m e t a b o l i t e s  a r e  h i g h l y  r e a c t i v e .  M a t t o c k s

h a s  s h o w n ,  b y  m e a s u r i n g  t h e  l e v e l s  o f  p y r r o l i c  

m e t a b o l i t e s  i n  t h e  l i v e r s  o f  r a t s ,  t h a t  t h e r e  i s  a 

d i r e c t  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  a m o u n t s  o f  s u c h  

m e t a b o l i t e s  a n d  a c u t e  h e p a t o t o x i c i t y . * ^ S u c h

d e r i v a t i v e s  c a n  a c t  a s  b i f u n c t i o n a l  a l k y l a t i n g  a g e n t s  

w h i c h  c a n  b e  a t t a c k e d  b y  n u c l e o p h i l i c  m o i e t i e s  o n  D N A  

m o l e c u l e s ,  r e s u l t i n g  i n  c r o s s - l i n k i n g  o f  t h e  D N A  ( S c h e m e  

1 ) .

S u p p o r t  f o r  t h e  m e t a b o l i t e s  o f  p y r r o l i z i d i n e  

a l k a l o i d s  a c t i n g  a s  D N  A - i n t e r a c t i v e  l i g a n d s  h a s  c o m e  

f r o m  t h e  i s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  a d d u c t s  o f  

m i t o m y c i n  C ( 1 4 )  ( w h i c h  i s  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  t o  

p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s )  a n d  D N A . ^  A d d u c t  ( 1 5 )

d e m o n s t r a t e s  t he  c r o s s - l i n k i n g  o f  a D N A  m o l e c u l e  v i a  t w o  

d e o x y g u a n o s i n e  r e s i d u e s .

1 . 4  S t r u c t u r e - A c t i v i t v  R e l a t i o n s h i p s .

S c h o e n t a l  n o t e d  t h a t  a l l  k n o w n  h e p a t o t o x i c

p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  w e r e  e s t e r s  o f  r e t r o n e c i n e  ( 5 ) ,

h e l i o t r i d i n e  ( 1 6 ) ,  o r  s u p i n i d i n e  ( 1 7 ) .  C o n v e r s e l y ,

G r e b e n n i k  a n d  Z a h a r o v a  s h o w e d  t h a t  p l a t y p h y l l i n e  ( 1 8 ) ,

w h i c h  l a c k s  t h e  a l l y l i c  e s t e r  f u n c t i o n ,  p r o d u c e d  n o

t r a c e  o f  l i v e r  d a m a g e  a f t e r  p r o l o n g e d  e x p o s u r e  i n

d o g s . ^  T h i s  l e d  S c h o e n t a l  t o  p r o p o s e  t h a t  t h e  1 , 2 -

d o u b l e  b o n d  w a s  n e c e s s a r y  f o r  h e p a t o t o x i c i t y .  1 ^

F u r t h e r m o r e ,  C u l v e n o r  e t  a l  p r o p o s e d  t h e  m e c h a n i s m  f o r
1 7t i s s u e  d a m a g e  v i a  a l k y l a t i o n  as  s h o w n  i n  S c h e m e  1.
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D e t o x i c a t i o n  c a n  o c c u r  b y  e s t e r  h y d r o l y s i s  t o  a n  

a m i n o a l c o h o l  w h i c h  i s  n o t  h e p a t o t o x i c .  B u l k y

s u b s t i t u e n t s  a t  t h e  a - c a r b o n  o f  t h e  a c i d  p o r t i o n  c a n  

i n h i b i t  h y d r o l y s i s  b y  e s t e r a s e s  a n d  h e n c e  i n c r e a s e  t h e  

t o x i c i t y  o f  t h e  a l k a l o i d s . * ^ ^ H e n c e ,  m a c r o c y c l i c

d i e s t e r s  a r e  u s u a l l y  m o r e  t o x i c  t h a n  s i m i l a r  d i e s t e r s .

T o x i c i t y  i s  a l s o  a f f e c t e d  b y  t h e  l i p o p h i l i c i t y  a n d
O

b a s e  s t r e n g t h  o f  t h e  a l k a l o i d s .  P y r r o l i z i d i n e

a l k a l o i d s  w h i c h  a r e  h i g h l y  l i p o p h i l i c  a r e  m o r e  

s u s c e p t i b l e  t o  o x i d a t i o n  b y  h e p a t i c  m i c r o s o m a l  e n z y m e s  

w h e r e a s  t h o s e  w h i c h  a r e  m o r e  w a t e r  s o l u b l e  c a n  be  m o r e  

r e a d i l y  e x c r e t e d  a n d  f o r m  l o w e r  l e v e l s  o f  t o x i c  

m e t a b o l i t e s .  A l k a l o i d s  o f  l o w e r  b a s e  s t r e n g t h  t e n d  to 

b e  m o r e  l i p o p h i l i c  a n d  h e n c e  m o r e  t o x i c .  A  h i g h e r

p r o p o r t i o n  o f  t h e  m o r e  b a s i c  a l k a l o i d s  i s  i o n i s e d  a t  

p h y s i o l o g i c a l  p H  a n d  c a n  t h e r e f o r e  b e  e x c r e t e d .

T h e  t o x i c i t y  o f  m a n y  s y n t h e t i c  a n a l o g u e s  o f  

p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  h a s  b e e n  t e s t e d .  S y n t h a n e c i n e

A b i s - d i e t h y l  c a r b a m a t e  ( 1 9 )  i s  m o r e  t o x i c  t h a n  m o n o -  

c r o t a l i n e  ( 2 0 ) ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  t h e  s e c o n d  

( p y r r o l i d i n e )  r i n g  i s  n o t  r e q u i r e d  f o r  t o x i c i t y .

1 . 5  C l i n i c a l  U s e s  o f  P y r r o l i z i d i n e  A l k a l o i d s .

D u e  t o  t h e i r  p r o n o u n c e d  e f f e c t s  o n  b o t h  a n i m a l s  

a n d  h u m a n s ,  s u c h  as  c y t o t o x i c i t y ,  m u t a g e n i c i t y ,  a n d  

a n t i m i t o t i c  a c t i o n ,  m a n y  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  h a v e  

b e e n  t e s t e d  f o r  a n t i - c a n c e r  a c t i v i t y .  T h i s  a n t i - t u m o u r

a c t i v i t y  m a y  be  d u e  to t w o  u n r e l a t e d  m e c h a n i s m s :
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1.  T h e  a n t i m i t o t i c  e f f e c t  o f  p y r r o l i c  m e t a b o l i t e s .

2.  A n  u n k n o w n  m e c h a n i s m  i n v o l v i n g  N - o x i d e s .

T o  d a t e ,  i n d i c i n e  N_- o x i d e  ( 2 1 )  i s  t h e  o n l y

p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d  t o  h a v e  u n d e r g o n e  c l i n i c a l  t r i a l s

as  a n  a n t i - c a n c e r  d r u g .  A  c o u r s e  o f  i n d i c i n e  N - o x i d e

w a s  g i v e n  t o  10 p a t i e n t s  w i t h  a d v a n c e d  a c u t e  l e u k e m i a ,

w i t h  t h e  r e s u l t  t h a t  t w o  p a t i e n t s  h a d  c o m p l e t e
2 0r e m i s s i o n s ,  w h i l e  o n e  h a d  a p a r t i a l  r e m i s s i o n .  w

A l s o  o f  i n t e r e s t  i s  t h e  u s e  o f  t h e  n o n - h e p a t o t o x i c  

p l a t y p h y  l l i n e  ( 1 8 )  i n  t h e  U S S R  as  a n  a n t i s p a s m o d i c  a n d  

m y d r i a t i c .

F u r t h e r  i n f o r m a t i o n  o n  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  c a n
2 2b e  f o u n d  i n  a n n u a l  r e v i e w s .

1 . 6  A i m s  o f  P r o j e c t .

T h e  b i o s y n t h e s i s  o f  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  h a s
2 'Is t i m u l a t e d  m u c h  i n t e r e s t  i n  o u r  r e s e a r c h  g r o u p .  

T h i s  w o r k  i s  r e v i e w e d  i n  C h a p t e r  2.  T h e  b i o s y n t h e t i c  

p a t h w a y  t o  n e c i n e s  i n v o l v e s  t h e  c o u p l i n g  o f  t w o  

m o l e c u l e s  o f  1 , 4 - d i a m i n o b u t a n e  ( p u t r e s c i n e )  v i a  t h e  

i m i n i u m  i o n  ( 2 2 )  t o g i v e  t h e  n e c i n e  ( 2 3 ) .  A  n u m b e r  o f  

s t e p s  i n  t h i s  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  i n v o l v e  o x i d a t i o n  o f  

p r i m a r y  a m i n e s  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  a l d e h y d e s .

T h e s e  p r i m a r y  a m i n e  o x i d a t i o n s  a r e  t h o u g h t  t o  be  

c a t a l y s e d  by  a d i a m i n e  o x i d a s e  ( D A O ) .  I t  w a s  d e c i d e d  

t o  t e s t  w h e t h e r  D A O  w o u l d  a c c e p t  u n n a t u r a l  s u b s t r a t e s .  

A  t w o - f o l d  s t r a t e g y  w a s  a d o p t e d  t o p r o b e  t h i s  p r o p o s a l .
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F i r s t l y ,  r a d i o l a b e l l e d  a n a l o g u e s  o f  N_- ( 4  - a m  i n  o b u t y 1) - 

1 , 2 - d i d e h y d r o p y r r o l i d i n i u m  ( 2 2 ) ,  a n  e s t a b l i s h e d  

i n t e r m e d i a t e  i n  p y  r r o l  i z i d i n  e a l k a l o i d  b i o s y n t h e s i s ,  

w e r e  p r e p a r e d  a n d  t h e i r  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  p l a n t  s p e c i e s  

w h i c h  p r o d u c e  p y  r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  w a s  s t u d i e d  

( C h a p t e r  3 ) .  A s s e s s m e n t  o f  t h e  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  

b i o s y n t h e t i c a l l y - d e r i v e d  a n a l o g u e s  s h o u l d  b e  i n s t r u c t i v e  

i n  t h e  s t u d y  o f  s t r u  c t u r e  - a c t i v i t y  r e l a t i o n s h i p s  o f  

p y  r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s .  S e c o n d l y ,  d e t e r m i n a t i o n  o f

k i n e t i c  p a r a m e t e r s  ( K j ^  a n d  V m a x ) f o r  t h e  a n a l o g u e s  o f  

i m i n i u m  i o n  ( 2 2 )  b y  a s p e c t r o p h o t o m e t r i c  a s s a y  s h o u l d  

g i v e  a n  i n s i g h t  i n t o  t h e  e n z y m e  s p e c i f i c i t y  o f  D A O .  

T h e s e  r e s u l t s  a r e  d i s c u s s e d  i n  C h a p t e r  4.

C h a p t e r  5 c o n t a i n s  a d e s c r i p t i o n  o f  v a r i o u s

b i o s y n t h e t i c  s t u d i e s  o n  p y r r o l i z i d i n e  n e c i n e  b a s e s .  I t

w a s  d e e m e d  n e c e s s a r y  t o  p r o v i d e  f u r t h e r  e v i d e n c e  f o r  t h e

i n t e r m e d i a c y  o f  t h e  i m i n i u m  i o n  ( 2 2 )  i n  p y r r o l i z i d i n e

a l k a l o i d  b i o s y n t h e s i s .  A c c o r d i n g l y ,  i n t e r m e d i a t e

t r a p p i n g  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  t h e  a i m  o f
a

i s o l a t i n g  d e r i v a t i v e s  o f  ( 2 2 )  l a b e l l e d  w i t h  e i t h e r  H o r  

2 H.

T h e  o r d e r  o f  h y d r o x y l  a t i o n  i n  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  

o f  i s o r e t r o n e c a n o l  ( 2 3 )  i n t o  r o s m a r i n e c i n e  ( 4 )  h a s  n o t  

b e e n  f i r m l y  e s t a b l i s h e d ,  a l t h o u g h  p l a t y n e c i n e  ( 2 5 )  i s  a n  

e f f i c i e n t  p r e c u r s o r  o f  r o s m a r i n e c i n e .  A n  i n t e r m e d i a t e

t r a p p i n g  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  d e t e c t  w h e t h e r  o r  

n o t  p l a t y n e c i n e  i s  p r e s e n t  i n  S.  p l e i s t o c e p h a l u s .

N o  s t u d i e s  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  o n  t h e  e n z y m e  

s t e r e o s p e c i f i t i e s  o f  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  n e c i n e  b a s e s  

h a v i n g  H - 8  (3 s t e r e o c h e m i s t r y .  T h e  b i o s y n t h e s i s  o f
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c y n a u s t i n e  ( 2 6 )  a n d  c y n a u s t r a l i n e  ( 2 7 )  i n  C.  a u s t r  a l e  

R . B r .  w a s  i n v e s t i g a t e d  i n  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  

p u t r e s c i n e  e n a n t i o m e r i c a l l y  l a b e l l e d  w i t h  d e u t e r i u m .

T h e  p o s s i b l e  r o l e  o f  N_- a c e  t y l p u  t r e  s e i n e  ( 2 4 )  i n  

p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d  b i o s y n t h e s i s  w a s  i n v e s t i g a t e d  i n  

S  e n e c i o  p l e i s t o c e p h a l u s  S .  M o o r e  a n d  C y  n o  g l o  s s u m  

a u s t r  a l e  R . B r .

I t  w a s  d e c i d e d  t o  w i d e n  t h e  s c o p e  o f  t h e  s t u d y  to 

e n c o m p a s s  t h e  a c i d  p o r t i o n s  o f  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s .  

A n  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  t h e  d i a c i d  

p o r t i o n  o f  d i c r o t a l i n e  ( 2 8 ) ,  t h e  t r i v i a l  n a m e  o f  w h i c h  

i s  d i c r o t a l i c  a c i d ,  w a s  c a r r i e d  o u t  w i t h  t h e  p l a n t  

s p e c i e s  C r o t a l a r i a  l a c h n o s e m a  S t a p f .  T h i s  d i a c i d  h a s  a 

d e c e p t i v e l y  s i m p l e  s t r u c t u r e .  T h e  f i n d i n g s  o f  t h i s

w o r k  a r e  p r e s e n t e d  i n  C h a p t e r  6.
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C h a p t e r  2

BI OSYNTHESI S  OF  PYRROLI ZI DI NE ALKALOI DS

2 . 1  B i o s y n t h e s i s  o f  N e c i n e  B a s e s .

I n  t h e  p a s t  t h r e e  d e c a d e s  m u c h  e f f o r t  h a s  b e e n  

e x p e n d e d  o n  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  

v a r i o u s  d e r i v a t i v e s  o f  1  - h y d r o x y  m e t h y  l p y  r r o l i z i d i n e s  

( n e c i n e s ) .  T h e  o r i g i n a l  p o s t u l a t e  o f  S i r  R o b e r t

R o b i n s o n ^  t h a t  t h e  p y r r o l i z i d i n e  r i n g  s y s t e m  i s  d e r i v e d  

f r o m  t w o  m o l e c u l e s  o f  o r n i t h i n e  ( 2 9 )  v i a  p u t r e s c i n e  ( 3 0 )  

h a s  b e e n  c o n f i r m e d ,  a n d  i n  t h e  e n s u i n g  p e r i o d  a v a s t  

a r r a y  o f  i n f o r m a t i o n  b e e n  u n e a r t h e d ,  l e a d i n g  t o  t h e  

i d e n t i f i c a t i o n  o f  b i o s y n t h e t i c  i n t e r m e d i a t e s ,  a n d  t o  a n  

u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  s t e r e o c h e m i c a l  a s p e c t s  o f  m a n y  o f  

t h e  e n z y m i c  p r o c e s s e s .

9
I n i t i a l  e x p e r i m e n t s  u t i l i s e d  r a d i o i s o t o p e s  ( H ,  

^ C ) ,  a l t h o u g h  t h e  g r e a t e s t  a d v a n c e s  h a v e  b e e n  a c h i e v e d
9  19

b y  t h e  u s e  o f  s t a b l e  i s o t o p e s  ( H ,  C )  i n  c o n j u n c t i o n  

w i t h  n u c l e a r  m a g n e t i c  r e s o n a n c e  s p e c t r o s c o p y .  C o m p l e t e  

l a b e l l i n g  p a t t e r n s  w e r e  o b t a i n e d  b y  t h e  u s e  o f  

s p e c i f i c a l l y  l a b e l l e d  C - p u t r e s  c i n e s , a n d  t h e  s t e r e o ­

c h e m i s t r y  o f  m a n y  e n z y m i c  p r o c e s s e s  w e r e  d e t e r m i n e d  by  

t h e  u s e  o f  p u t r e s c i n e s  e n a n t i o m e r i c a l l y  l a b e l l e d  w i t h  

d e u t e r i u m .

T h e  m o s t  w i d e l y  s t u d i e d  p y r r o l i z i d i n e  b a s e  i s

r e t r o n e c i n e  ( 5 ) ,  t h e  m o s t  c o m m o n  n e c i n e .  M u c h  d e t a i l e d

r e s e a r c h  h a s  a l s o  b e e n  c a r r i e d  o u t  o n  r o s m a r i n e c i n e  ( 4 ) ,

a n d  t h e  s c o p e  o f  b i o s y n t h e t i c  s t u d i e s  h a s  b e e n  f u r t h e r

w i d e n e d  b y  e l u c i d a t i o n  o f  a s p e c t s  o f  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f
2  3h e l i o t r i d i n e  ( 1 6 )  a n d  o t o n e c i n e  ( 3 1 ) .
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B i o s y n t h e t i c  s t u d i e s  o n  t h e  n e c i n e  b a s e s  w e r e  

i n i t i a t e d  i n  1 9 6 2  w h e n  N o w a c k i  a n d  B y e r r u m  d e m o n s t r a t e d  

t h a t  [ 2 -* ] o r n i t h i n e  w a s  s p e c i f i c a l l y  i n c o r p o r a t e d

i n t o  r e t r o n e c i n e  ( 5 ) ,  t h e  b a s e  p o r t i o n  o f  m o n o c r o t a l i n e  

( 2 0 )  i n  C r o t a l a r i a  s p e c t a b i  l i s . ^  T h e y  a l s o  f e d  [ 1 -  

* ^ C ] a c e t a t e  a n d  [ 1  - * ^  C ] p r  o p  i o  n a t e t o  t h i s  s p e c i e s ,

r e s u l t i n g  i n  l a b e l l i n g  m a i n l y  i n  t h e  m o n o c r o t a l i c  a c i d

p o r t i o n .

S e n e c i o  d o u g l a s i i  p r o d u c e s  f o u r  a l k a l o i d s :  

s e n e c i o n i n e  ( 3 2 ) ,  s e n e c i p h y  l l i n e  ( 3 3 ) ,  r e t r o r s i n e  ( 3 4 )  

a n d  r i d d e l l i i n e  ( 3 5 ) ,  a l l  o f  w h i c h  c o n t a i n  r e t r o n e c i n e  

as  t h e  b a s e  p o r t i o n .  B o t t o m l e y  a n d  G e i s s m a n  °  c a r r i e d  

o u t  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  [ 1 , 4 - *  ^ C ] p u t r e s c i n e ,  [ 2 -  

* ^ C ] o r n i t h i n e  a n d  [5 - * ^ C ] o r n i t h i n e  w h i c h  p r o d u c e d  t o t a l  

i n c o r p o r a t i o n s  i n t o  S . d o u g l a s i i  o f  0 . 1 8 ,  0 . 3 0 ,  a n d  0 . 7 5 %

r e s p e c t i v e l y .  I t  w a s  s h o w n  t h a t  9 4 - 9 8 %  o f  t h e  r a d i o ­

a c t i v i t y  r e s i d e d  i n  r e t r o n e c i n e  ( 5 )  b y  b a s i c  h y d r o l y s i s  

o f  e a c h  a l k a l o i d  m i x t u r e .  O x i d a t i v e  d e g r a d a t i o n  w i t h

o s m i u m  t e t r  o x i d e  - s o d i u  m p e r i o d a t e  y i e l d e d  C - 9  o f  

r e t r o n e c i n e  a s  f o r m a l d e h y d e ,  i s o l a t e d  a s  i t s  d i m e d o n e

d e r i v a t i v e  ( 3 6 )  ( S c h e m e  2 ) .  T h i s  d e r i v a t i v e  c o n t a i n e d  

o n e - q u a r t e r  o f  t h e  t o t a l  a c t i v i t y  o f  r e t r o n e c i n e ,  

s u g g e s t i n g  t h a t  C - 2  a n d  C - 5  o f  o r n i t h i n e  b e c o m e  

e q u i v a l e n t  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  r i n g  B o f  r e t r o n e c i n e .

9 7I n  1 9 7 5 ,  B a l e  a n d  C r o u t  ' s u g g e s t e d  t h a t  t h e  u s e

o f  a d o u b l e  i s o t o p e  ( ^ H / 1 4 C )  t e c h n i q u e  w o u l d  b e  o f

v a l u e ,  s i n c e  t h i s  w o u l d  a l l o w  t h e  r e l a t i v e  e f f i c i e n c i e s

o f  d i f f e r e n t  p r e c u r s o r s  t o  b e  m e a s u r e d .  U s i n g  L - [ 3 -

3 H ] a r g i n i n e  a s  a s t a n d a r d ,  t h e y  s h o w e d  t h a t  i n  S.
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m a g n i f i c u s  a r g i n i n e  ( 3 7 )  a n d  o r n i t h i n e  ( 2 9 )  a r e  b o t h  

s p e c i f i c a l l y  i n c o r p o r a t e d  i n t o  r e t r o n e c i n e ,  t h e  b a s e

p o r t i o n  o f  s e n e c i o n i n e  ( 3 2 ) .  F e e d i n g  a m i x t u r e  o f
14 . 'XL - [ U -  C ] a r g i n i n e  a n d  L - [ 3 -  H ] a r g i n i n e  l e d  t o  a d e c r e a s e

f r o m  t h e  i n i t i a l  r a t i o  o f  4 . 8 4  t o  3 . 0  w h e r e a s  t h e

r a t i o  f e l l  f r o m  3 . 6 2  to 2 . 2  i n  s e n e c i o n i n e  w h e n  a

m i x t u r e  o f  L - [ U - ^ C ]  o r n i t h i n e  a n d  L - [ 3 - ^ H ] a r g i n i n e  w a s

f e d .  H e n c e ,  i n  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  r e t r o n e c i n e  i n  S.

m a g n i f i c u s , o r n i t h i n e  i s  m a r g i n a l l y  m o r e  e f f i c i e n t l y

i n c o r p o r a t e d  t h a n  i s  a r g i n i n e .

D i f f e r e n t  g r o u p s  o f  w o r k e r s  h a v e  c o n t r a s t i n g  v i e w s  

o n  t h e  r o l e  o f  a m i n o  a c i d s  i n  n e c i n e  b i o s y n t h e s i s  v i a  

p u t  r e  s e i n e .  B i r e c k a  e t  al  s u g g e s t  t h a t  i n  H  e l i o t r  o p i u m

s p p .  a r g i n i n e  ( 3 7 )  a c t s  as  t h e  p r e c u r s o r  f o r  p u t r e s c i n e

( 3 0 )  w h e r e a s  o r n i t h i n e  ( 2 9 )  i s  t h e  p r o g e n i t o r  i n
2 9S e n e  c i o  a n d  C r o t a l a r i a  s p p .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,

H a r t m a n n  e t  a l ^ ^  a r e  o f  t h e  o p i n i o n  t h a t  a r g i n i n e  a l o n e  

i s  t h e  s o u r c e  o f  p u t r e s c i n e  i n  S . v u l g a r i s .

T h e  f i r s t  o f  a v a s t  r a n g e  o f  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s

w i t h  S e n e  c i o  i s a t i d e u s , w h i c h  p r o d u c e s  r e t r o r s i n e  ( 3 4 ) ,
3 1w a s  c a r r i e d  ou t  by R o b i n s  a n d  S w e e n e y  i n  1 9 7 8 .  T o t a l

i n c o r p o r a t i o n s  o f  1 . 6 - 5 . 2 %  w e r e  o b t a i n e d  o n  f e e d i n g  

p u t r e s c i n e  ( 3 0 ) ,  s p e r m i d i n e  ( 3 8 )  a n d  s p e r m i n e  ( 3 9 ) ,  t h e  

l a t t e r  t w o  o f  w h i c h  a r e  l i k e l y  t o  b e  u t i l i s e d  v i a  

p u t r e s c i n e .  T h i s  w o r k  a l s o  c o n f i r m e d  t h e  r o l e  o f

o r n i t h i n e  ( 2 9 )  a n d  a r g i n i n e  ( 3 7 )  i n  n e c i n e  b i o s y n t h e s i s .  

L a b e l l e d  f o r m s  o f  c o m p o u n d s  ( 3 0 ) ,  ( 3 8 )  a n d  ( 3 9 )  w e r e

i n c o r p o r a t e d  s p e c i f i c a l l y  i n t o  r e t r o n e c i n e  a n d  

i n c o r p o r a t i o n s  w e r e  t e n  t i m e s  h i g h e r  t h a n  f o r  o r n i t h i n e  

o r  a r g i n i n e ,  p r o v i d i n g  f u r t h e r  e v i d e n c e  f o r  t h e  t h e o r y



o f  G e i s s m a n  a n d  C r o u t  t h a t  p u t r e s c i n e  ( 3 0 )  f o l l o w s

o r n i t h i n e  ( 2 9 )  i n  t h e  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y .

S p e c i f i c  i n c o r p o r a t i o n  o f  [5 - 1 4 C]  o r n i t h i n e , [ 1 , 4 -
1 4

C j p u t r e s c i n e , s p e r m i n e  a n d  s p e r m i d i n e ,  b o t h  l a b e l l e d

[ 1 » 4 - ^ 4 C]  i n  t h e  t e t r a m e t h y l e n e  p o r t i o n  w a s  d e m o n s t r a t e d  

b y  d e g r a d a t i v e  w o r k .  O n e  q u a r t e r  o f  t h e  1 4 C a c t i v i t y  

f r o m  r e t r o n e c i n e  ( 5 )  w a s  s h o w n  t o  b e  l o c a t e d  a t  C - 9  by  

o s m i u m  t e t r o x i d e - s o d i u m  p e r i o d a t e  o x i d a t i o n ,  c o n f i r m i n g  

t h e  r e s u l t s  o f  B o t t o m l e y  a n d  G e i s s m a n . 2 ^ I n  a d d i t i o n ,  

C - ( 5  + 6  + 7 )  c o u l d  b e  i s o l a t e d  b y  a m o d i f i e d  K u h n - R o t h  

o x i d a t i o n ,  y i e l d i n g  p - a l a n i n e  ( 4 0 )  a s  i t s  2 , 4 - d i n i t r o -  

p h e n y l  d e r i v a t i v e ,  c o n t a i n i n g  2 2 - 2 4 %  o f  t h e  t o t a l  

r a d i o a c t i v i t y  ( S c h e m e  3 ) .  T h i s  d e m o n s t r a t e s  t h a t  C - 2  

a n d  C - 5  o f  o r n i t h i n e  b e c o m e  e q u i v a l e n t  i n  t h e  f o r m a t i o n  

o f  r i n g  A o f  r e t r o n e c i n e  ( 5 ) .

F u r t h e r  p r o g r e s s  i n  t h i s  w o r k  w a s  h i n d e r e d  b y  t h e

l a c k  o f  a p p l i c a b l e  d e g r a d a t i o n s  t o  l o c a t e  a l l  t h e  * 4 C
1 3l a b e l s .  T h e  n e x t  a d v a n c e  c a m e  w i t h  t h e  a d v e n t  o f  r e ­

l a b e l l i n g  e x p e r i m e n t s .  T h e  u s e  o f  s p e c i f i c a l l y

l a b e l l e d  ^ C - p u t r e s c i n e s  a l l o w e d  f u l l  l a b e l l i n g
1 3p a t t e r n s  t o  b e  e s t a b l i s h e d  b y  m e a n s  o f  C n m r  

3 2s p e c t r o s c o p y .

T h e  f i r s t  p r e c u r s o r  e m p l o y e d  w a s  [ 1 , 4 -

1 3  C 2 ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( 4 3 ) ,  s y n t h e s i s e d  b y
1 3K h a n  a n d  R o b i n s  as  s h o w n  i n  S c h e m e  4.  T h e  C l a b e l

w a s  i n t r o d u c e d  b y  S N 2  d i s p l a c e m e n t  o f  b r o m i d e  f r o m  1 , 2 -
1 3d i b r o m o e t h a n e  ( 4 1 )  w i t h  p o t a s s i u m  [ C ] c y a n i d e .  T h e

r e s u l t a n t  [ 1 , 4 - 1 3 C 2 ] s u c c i n o n i t r i l e  ( 4 2 )  w a s  r e d u c e d  w i t h  

b o r a n e  i n  t e t r a h y  d r o f u r a n  ( T H F ) ,  a n d  a c i d i f i c a t i o n  g a v e



2 2

t h e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( 4 3 ) .  [ 2 , 3 - 1  3  C 2  ] P u t r e s c i n e

d i h y d r o c h l o r i d e  ( 4 4 )  w a s  p r o d u c e d  i n  a s i m i l a r  m a n n e r ,  

s t a r t i n g  f r o m  r e a c t i o n  o f  [ 1 , 2 - *  3 C 2 ] -  1 , 2 - d i b r o m o e t h a n e  

w i t h  s o d i u m  c y a n i d e .  R e d u c t i o n  t o  t h e  d i a m i n e  w i t h  

b o r a n e  i n  T H F  a n d  a c i d i f i c a t i o n  g a v e  t h e  d e s i r e d  p r o d u c t

( 4 4 ) .

T h e s e  t w o  s a m p l e s  w e r e  a d m i n i s t e r e d  i n d i v i d u a l l y
a 1

t o  S .  i s a t i d e u s  b y  t h e  x y l e m  p r i c k i n g  m e t h o d  , a n d

a f t e r  a s u i t a b l e  p e r i o d  o f  t i m e ,  t h e  p l a n t s  w e r e
1 3h a r v e s t e d ,  a n d  t h e  C - l a b e l l e d  r e t r o r s i n e  w a s  i s o l a t e d .

i i
A f t e r  b a s i c  h y d r o l y s i s ,  i J C N M R  s p e c t r o s c o p y  r e v e a l e d

c o m p l e m e n t a r y  l a b e l l i n g  p a t t e r n s  i n  t h e  t w o  r e t r o n e c i n e  
3 2s a m p l e s .

1 3R e t r o n e c i n e  d e r i v e d  f r o m  [ 1 , 4 - A J C 2 ] p u t r e s c i n e  ( 4 3 )
1 3s h o w e d  e q u a l  e n r i c h m e n t  o f  t h e  C N M R  s i g n a l s

c o r r e s p o n d i n g  t o  C - 3 ,  C - 5 ,  C - 8  a n d  C - 9  ( S c h e m e  5 ) ,

a l t h o u g h  s i g n a l  b r o a d e n i n g  r e s u l t e d  f r o m  g e m i n a l

c o u p l i n g  ( C - 3  to C- 5  a n d  C - 8  t o  C - 9 )  i n  m o l e c u l e s  w h e r e
1 1c o m b i n a t i o n  o f  t w o  J C l a b e l l e d  p u t r e s c i n e s  h a d  

o c c u r r e d .  F e e d i n g  o f  [ 2 , 3 - 1  3  C 2  ] p  u t r  e s c i n  e ( 4 4 )

p r o d u c e d  a p a i r  o f  d o u b l e t s  s t r a d d l i n g  t h e  n a t u r a l  

a b u n d a n c e  s i g n a l s  o f  C - l  a n d  C - 2  (J_ 7 1 H z )  a n d  a n o t h e r

p a i r  o f  d o u b l e t s  c o r r e s p o n d i n g  t o  C - 6  a n d  C - 7  (J_ 3 4 H z )

( S c h e m e  6 ).  T h e r e  w a s  a l m o s t  e q u a l  e n r i c h m e n t  at  a l l  

f o u r  s i t e s ,  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  a l a t e r  

s y m m e t r i c a l  C 4 - N - C 4  i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  b i o s y n t h e t i c  

p a t h w a y .

F u r t h e r  e v i d e n c e  f o r  t h i s  l a t e r  i n t e r m e d i a t e  w a s  

p r o d u c e d  w h e n  a l m o s t  e q u a l  e n r i c h m e n t  a t  C - 3 ,  C - 5 ,  C - 8
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a n d  C - 9  w a s  o b s e r v e d  o n  f e e d i n g  [ 1 -  ̂ 3  C J p u t r e s c i n e  

d i h y d r o c h l o r i d e  t o  S . i s a t i d e u s . 32

L a b e l l i n g  o f  a l l  e i g h t  c a r b o n  a t o m s  i n  r e t r o n e c i n e

w a s  a c h i e v e d  b y  f e e d i n g  [ 1 , 2 - * 3  C 2  ] P u t r  e s c i n e

d i h y d r o c h l o r i d e  ( 4 7 ) . 3 3  T h i s  w a s  s y n t h e s i s e d  as  s h o w n

i n  S c h e m e  7.  [ 1 , 2 - *  3 C 2 ] - 1 - B r o m o - 2 - p h t h a l i m i d o e t h a n e

( 4 5 )  w a s  r e a c t e d  w i t h  e t h y l  c y a n o a c e t a t e  i n  t h e  p r e s e n c e

o f  s o d i u m  h y d r i d e  i n  D M F  to f u r n i s h  t h e  e s t e r  ( 4 6 ) .  D e -

e t h o x y c a r b o n y l a t i o n  in D M S O  w i t h  s o d i u m

c h l o r i d e / w a t e r  f o l l o w e d  b y  c a t a l y t i c  h y d r o g e n a t i o n  g a v e

t h e  m o n o - p r o t e c t e d  d i a m i n e  w h i c h  w a s  d e p r o t e c t e d  by  a c i d
1 ^h y d r o l y s i s  t o  y i e l d  [ 1 , 2 - C 2 ] p u t r e s  c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  

( 4 7 ) .  R e t r o n e c i n e  ( 4 8 )  d e r i v e d  b i o s y n t h e t i c a l l y  f r o m

( 4 7 )  s h o w e d  f o u r  p a i r s  o f  d o u b l e t s  a r o u n d  t h e  n a t u r a l  

a b u n d a n c e  r e s o n a n c e s  o f  t h e  e i g h t  c a r b o n  a t o m s  i n  t h e  

^ 3 C N M R  s p e c t r u m .  T h e s e  d o u b l e t s  w e r e  o f  a l m o s t  e q u a l  

i n t e n s i t y  w h i c h  a g a i n  p o i n t s  t o  a l a t e r  s y m m e t r i c a l  

i n t e r m e d i a t e .

1 3K h a n  a n d  R o b i n s  s y n t h e s i s e d  a n d  f e d  [ J C -

* ^ N ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( 4 9 )  t o  S .  i s a t i d e u s . 3 4

1 O
T h i s  y i e l d e d  a s a m p l e  o f  r e t r o n e c i n e  h a v i n g  1 J C

e n r i c h m e n t  a t  C - 3 ,  C - 5 ,  C - 8  a n d  C - 9 .  M o r e  i m p o r t a n t l y ,
1 3t h e  s i g n a l s  c o r r e s p o n d i n g  to C- 3  a n d  C - 5  i n  t h e  C N M R

s p e c t r u m  e a c h  c o n s i s t e d  o f  a d o u b l e t  a r i s i n g  f r o m
1 3  15r e t r o n e c i n e  c o n t a i n i n g  i n t a c t  J  C - N  s p e c i e s

s u p e r i m p o s e d  o n  a s i n g l e t  r e p r e s e n t i n g  a 1 3 C - 1 4 N 

s p e c i e s .  T h i s  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  l a b e l l i n g  p a t t e r n

( 5 0 ) .  R e t r o n e c i n e  is l i k e l y  t o  b e  p r o d u c e d  v i a  a 

C 4 - N - C 4  i n t e r m e d i a t e  s i n c e  t h e  d o u b l e t s  at  C - 3  a n d  C- 5  

w e r e  o f  a l m o s t  e q u a l  i n t e n s i t y .  T h i s  f i n d i n g  w a s
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c o r r o b o r a t e d  by  G r u e - S  o r e n s e n  a n d  S p e n s e r . ^

K h a n  a n d  R o b i n s  p r o p o s e d  t h a t  t h e  l a t e r

s y m m e t r i c a l  i n t e r m e d i a t e  w a s  t h e  t r i a m i n e  h o m o s p e r m i d i n e  

( 5 1 ) ,  w h i c h  h a s  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  s a n d a l w o o d  t r e e s  

S a n t a l u m  a l b u m  b y  K u t t a n  e t a l . ^ ^ F e e d i n g

e x p e r i m e n t s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a r g i n i n e  ( 3 7 ) a n d  

o r n i t h i n e  ( 2 9 )  a r e  e f f i c i e n t l y  c o n v e r t e d  i n t o
• 2 *7

h o m o s p e r m i d i n e .  M o r e o v e r ,  i n  1 9 8 0  S r i v e n u g o p a l  a n d

A d i g a  p r o d u c e d  h o m o s p e r m i d i n e  f r o m  p u t r e s c i n e  u s i n g  a 

p a r t i a l l y  p u r i f i e d  e n z y m e  f r o m  L a t h y  r u s  s a t i v u s  ( g r a s s
' 2 O

p e a )  s e e d l i n g s  a n d  f r o m  s a n d a l w o o d  l e a v e s .

H o m o s p e r m i d i n e  i s  a l s o  k n o w n  t o  b e  p r e s e n t  i n
”2  Q

H e  l i o t r  o p i u m  i n d i c u m .

S c h o p f  e t a l ^  ® a n d  R o b i n s o n ‘S  p o s t u l a t e d  t h e

b i o g e n e s i s  o f  l u p i n i n e  ( 5 5 )  as  b e i n g  f r o m  l y s i n e  ( 5 2 )  

a n d  c a d a v e r i n e  ( 5 3 )  v i a  t h e  d i a l d e h y d e  ( 5 4 )  ( S c h e m e  8 ). 

S i m i l a r l y ,  t h e y  p r o p o s e d  t h a t  1 - h y d r o x y  m e t h y l -  

p y r r o l i z i d i n e  w a s  b i o s y n t h e s i s e d  f r o m  o r n i t h i n e  ( 2 9 )  

v i a  d i a l d e h y d e  ( 5 7 ) .  L e o n a r d  a n d  B l u m ^ *  c a r r i e d  o u t  a

b i o m i m e t i c  s y n t h e s i s  o f  1  - h y d r o x y  m e t h y  l p y r r o l i z i d i n e  by  

d o u b l e  r i n g  c l o s u r e  o f  d i a l d e h y d e  ( 5 7 ) ,  d e r i v e d  f r o m  t he  

b i s - k e t a l  ( 5 6 ) ,  i n  a q u e o u s  p h o s p h a t e  b u f f e r  a t  p H 7 ,  

f o l l o w e d  b y  s o d i u m  b o r o h y d r i d e  r e d u c t i o n .  T h i s

p r o d u c e d  t h e  r a c e m a t e s  o f  i s  o r e  t r o n e c  a n o l  ( 2 3 ) ,  ( l p -  

h y d r  o x y  m  e t h y  1  -  ( 8  a  ) - p y r  r  o 1  i z i d i n e ) a n d  t r a c h e l -  

a n t h a m i d i n e  ( 5 8 ) ,  ( 1  a - h y d r o x y m e t h y l - ( 8 a ) - p y r r o l i z i d i n e ) .

T h e  l a t t e r  p r e d o m i n a t e d ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  f o r m a t i o n  o f  

t h e  t h e r m o d y n a m i c a l l y  m o r e  s t a b l e  e x o - a l d e h y d e  ( S c h e m e

9 ) •
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I n i t i a l  e x p e r i m e n t s  o n  t h e  r o l e  o f  h o m o s p e r m i d i n e

( 5 1 )  i n  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d  b i o s y n t h e s i s  u t i l i s e d  

[ 1 , 9 - ^ C ] h o m o s p e r m i d i n e  t r i h y d r o c h l o r i d e  ( 6 1 ) . As  

s h o w n  i n  S c h e m e  10 ,  a m i d e  f o r m a t i o n  b y  r e a c t i o n  o f  N-  

b e n z y l o x y c a r b o n y l - 4 - a m i n o b u t a n o i c  a c i d  ( 5 9 )  w i t h  3 -  

b r o m o p r o p y l  a m i n e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  b e n z o y l  c h l o r i d e  

f o l l o w e d  b y  b r o m i d e  d i s p l a c e m e n t  w i t h  p o t a s s i u m  

[ ^ C ] c y a n i d e  g a v e  a n i t r i l e  ( 6 0 ) .  C a t a l y t i c  

h y d r o g e n a t i o n ,  r e d u c t i o n  o f  t h e  a m i d e  w i t h  b o r a n e  i n  T H F  

a n d  a c i d i f i c a t i o n  a f f o r d e d  [ 1 , 9 - ^ C ] h o m o s p e r m i d i n e  as  

i t s  t r i h y d r o c h l o r i d e  ( 6 1 ) .  A  t o t a l  i n c o r p o r a t i o n  o f

0 . 5 %  w a s  o b t a i n e d  o n  f e e d i n g  t h i s  s p e c i e s  t o  S.  

i s a t i d e u s . B a s i c  h y d r o l y s i s  a n d  d e g r a d a t i v e  w o r k

i n d i c a t e d  t h a t  4 4 %  o f  t h e  *4 C a c t i v i t y  r e s i d e d  at  C - 9  

w h e r e a s  o n l y  2 % o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  w a s  l o c a t e d  at  C-  

( 5  + 6  + 7 )  o f  r e t r o n e c i n e  ( 5 ) .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  

l a b e l l i n g  p a t t e r n  ( 6 2 ) .  I n  a c o m p l e m e n t a r y  e x p e r i m e n t ,  

[ 4 , 6 - ^ C ] h o m o s p e r m i d i n e  t r i h y d r o c h l o r i d e  ( 6 3 )  w a s  

s y n t h e s i s e d  a n d  f e d  t o  S . i s a t i d e u s . 4  ^ T h e  t o t a l

i n c o r p o r a t i o n  o f  1 4 C w a s  0 . 7 %  a n d  as  i n  t h e  c a s e  o f  

[ 1 , 9 - ^ C ] h o m o - s p e r m i d i n e ,  g r e a t e r  t h a n  9 5 %  o f  t h e  

r a d i o a c t i v i t y  w a s  f o u n d  i n  t h e  n e c i n e  b a s e .  

R e t r o n e c i n e  w a s  d e g r a d e d  a n d  i t  w a s  s h o w n  t h a t  1 - 4 %  o f  

t h e  1 4 C a c t i v i t y  w a s  p r e s e n t  at  C - 9  w h i l e  4 5 - 4 7 %  w a s  at  

C - ( 5  + 6  + 7 ) .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  l a b e l l i n g

p a t t e r n  ( 6 4 ) .

A  t r a p p i n g  e x p e r i m e n t  a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h e  

i n t e r m e d i a c y  o f  h o m o s p e r m i d i n e  ( 5 1 )  i n  t h e  b i o s y n t h e t i c  

p a t h w a y . 4 "2  T h e  N - p h e n y l a m i n o  ( t h i o c a r b o n y l )  d e r i v a t i v e  

( 6 5 )  o f  h o m o s p e r m i d i n e  w a s  i s o l a t e d  a n d  s h o w n  to c o n t a i n
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ca_. 0 . 5 %  o f  t h e  o r i g i n a l  r a d i o a c t i v i t y  w h e n  D L - [ 5 - 

C]  o r n i t h i n e  w a s  f e d  t o  S . i s a t i d e u s .

F u r t h e r  c o n v i n c i n g  e v i d e n c e  w a s  o b t a i n e d  w h e n  t he

i n c o r p o r a t i o n  o f  [ 1 , 9 -  ̂ 3  C 2  ] h o m o s p  e r m i d i n e i n t o

r e t r o n e c i n e  i n  S.  i s a t i d e u s  w a s  s t u d i e d .  l - B r o m o - 3 -

c h l o r o p r o p a n e  w a s  r e a c t e d  w i t h  p o t a s s i u m  [ 1 3 C ] c y a n i d e  to

a f f o r d  4 - c h l o r o - [ 1 -  ̂ 3 C ] b u t a n e n i t r i l e . T h e  s y n t h e s i s  o f

h o m o s p e r m i d i n e  b y  B e r g e r o n  e t  a l 4 3 , i n v o l v i n g  r e a c t i o n

o f  b e n z y l a m i n e  w i t h  t w o  e q u i v a l e n t s  o f  4 - c h l o r o b u t a n e -

n i t r i l e ,  g a v e  t h e  d i n i t r i l e  ( 6 6 ) .  C a t a l y t i c

h y d r o g e n a t i o n  o f  t h e  n i t r i l e  g r o u p s ,  w i t h  c o n c o m i t a n t

h y  d r o g e n o l y  s i s  o f  t h e  N _ - b e n z y l  g r o u p  f u r n i s h e d  [ 1 , 9 -  
13 C 2  ] h  o m  o s p  e r  m  i d i n e w h i c h  w a s  p u r i f i e d  a s  i t s

t r i h y d r o c h l o r i d e  s a l t  ( 6 7 )  ( S c h e m e  1 1 ) .  T h e

b i o s y n t h e t i c a l l y  d e r i v e d  r e t r o n e c i n e  h y d r o c h l o r i d e  ( 6 8 )
13 1f r o m  S.  i s a t i d e u s  h a d  a r e s o l u t i o n - e n h a n c e d  C{ H} N M R

s p e c t r u m  i n d i c a t i n g  a p a i r  o f  d o u b l e t s  (J. 6 H z )  o f  e q u a l

i n t e n s i t y  s t r a d d l i n g  t h e  n a t u r a l  a b u n d a n c e  s i g n a l s  f o r  C-

8  a n d  C - 9 .  T h i s  g e m i n a l  c o u p l i n g  i s  i n d i c a t i v e  o f

i n t a c t  i n c o r p o r a t i o n  o f  h o m o s p  e r  m i d i n e i n t o  
4 4r e t r o n e c i n e .

T h e  f e a s i b i l i t y  o f  t h e  R o b i n s o n - S c h o p f  s c h e m e  f o r  

p y r r o l i z i d i n e  s y n t h e s i s  w a s  d e m o n s t r a t e d  b y  R o b i n s . 4 5  

F a c i l e  t r a n s f o r m a t i o n  o f  h o m o s p  e r m  i d i n e  i n t o  1 -  

h y  d r o x y m e t h y l p y r r o l i z i d i n e  w a s  a c h i e v e d  u s i n g  p e a  

s e e d l i n g  d i a m i n e  o x i d a s e  u n d e r  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s .  

T h i s  w a s  p r e s u m a b l y  a c h i e v e d  by  e n z y m i c  o x i d a t i o n  o f  o n e  

p r i m a r y  a m i n e  t o  a n  a l d e h y d e  ( 6 9 )  i n  e q u i l i b r i u m  w i t h  

i m i n i u m  i o n  ( 2 2 ) .  F u r t h e r  o x i d a t i o n  a n d  M a n n i c h

c y c l i s a t i o n  a f f o r d e d  1 - f o r m y l p y r r o l i z i d i n e  w h i c h  c o u l d
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b e  r e d u c e d  e i t h e r  c h e m i c a l l y  o r  e n z y m i c a l l y  t o  ( j ^ ) t r a c h -  

e l a n t h a m i d i n e  ( 5 8 ) .  T h i s  is s h o w n  i n  S c h e m e  12.

B i o s y n t h e t i c  s t u d i e s  o n  r o s m a r i n i n e  ( 7 0 ) ,  t h e  s o l e  

a l k a l o i d a l  c o n s t i t u e n t  o f  S e n e c i o p l e i s t o c e p h a l u s  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  e a r l y  s t a g e s  o f  r e t r o n e c i n e  ( 5 ) 

a n d  r o s m a r i n e c i n e  ( 4 )  b i o s y n t h e s i s  f o l l o w  t h e  s a m e

p a t h w a y .

F e e d i n g  o f  [ 1 - * 3 C ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( 7 1 )

t o  f r e s h l y  r o o t e d  c u t t i n g s  o f  S . p l e i s t o c e p h a l u s

r e s u l t e d  i n  a n  e x c e e d i n g l y  h i g h  ^ 4 C s p e c i f i c

i n c o r p o r a t i o n  o f  2 2 %  p e r  C 4  u n i t .  T h e  1 3 C s p e c i f i c

i n c o r p o r a t i o n  w a s  e s t i m a t e d  at  2 4 . 4 % ,  w i t h  t h e  s i g n a l s

c o r r e s p o n d i n g  t o  C - 3 ,  C - 5 ,  C - 8  a n d  C - 9  e q u a l l y  e n r i c h e d

o v e r  n a t u r a l  a b u n d a n c e  ( S c h e m e  13) .  4 ** N e x t ,  a s a m p l e  
1 3o f  [ 2 , 3 -  C 2 ] p u t r e s c i n e  ( 4 4 )  w a s  p r o d u c e d  u s i n g  t h e

p r o c e d u r e  o f  K h a n  a n d  R o b i n s ,  3 4  a l t h o u g h  c a t a l y t i c  

h y d r o g e n a t i o n  o f  t h e  d i n i t r i l e  w a s  p r e f e r r e d  t o  h y d r o -  

b o r a t i o n  ( s e e  S c h e m e  5) .

T h e  b i o s y n t h e t i c a l l y  d e r i v e d  r o s m a r i n i n e  h a d
1 3d o u b l e t s  a r o u n d  t h e  n a t u r a l  a b u n d a n c e  A J C N M R  s i g n a l s  

c o r r e s p o n d i n g  t o  C - l ,  C - 2 ,  C - 6  a n d  C - 7 ,  w i t h  a l m o s t

e q u a l  e n r i c h m e n t  at  e a c h  s i t e  ( S c h e m e  1 4 ) . 4 6  F e e d i n g  

o f  [ 1 3 C - 1 5 N ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( 4 9 )  g a v e  r i s e  to 

1 3 C e n r i c h m e n t  at  C - 3  a n d  C - 9  o f  0 . 3 + 0 . 0 5 %  a n d  at  C- 5

a n d  C - 8  o f  0 . 4  + 0 . 0 5 % .  T h e  C - 3  a n d  C - 5  r e s o n a n c e s

a p p e a r e d  t o  e x h i b i t  d o u b l e t s  d u e  t o  1 3 C - 1 5 N c o u p l i n g  

w h i c h  u n f o r t u n a t e l y  w e r e  p a r t i a l l y  o b s c u r e d  b y  t h e  

n a t u r a l  a b u n d a n c e  1 3 C s i g n a l s .  C o u p l i n g  c o n s t a n t s

w e r e  e s t i m a t e d  to be  4 H z  f o r  C- 3  a n d  2 - 3 H z  f o r  C- 5  a n d
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h e n c e  t h e  d o u b l e t s  do  n o t  a r i s e  f r o m  C - 3  to C - 5  g e m i n a l  

c o u p l i n g  , 4 6

1 3[ 1 , 9 -  C 2 ] H o m o s p e r m i d i n e  t r i h y d r o c h l o r i d e  ( 6 7 ) ,  on  

f e e d i n g  t o  S . p l e i s t o c e p h a l u s ,  l e d  t o  e n r i c h m e n t  o f  t h e  

s i g n a l s  d u e  to C - 8  a n d  C- 9  o f  r o s m a r i n i n e  i n  t h e  * ^ C { * H }  

N M R  s p e c t r u m .  I t  w a s  n o t e d  e a r l i e r  t h a t  i n  t h e

c o r r e s p o n d i n g  e x p e r i m e n t  i n  S.  i s a t i d e u s , t h e  s a m p l e  o f  

r e t r o n e c i n e  i n d i c a t e d  a g e m i n a l  c o u p l i n g  c o n s t a n t  

b e t w e e n  C - 8  a n d  C - 9  o f  6 Hz .  I n  t h i s  c a s e  t h e  g e m i n a l  

c o u p l i n g  c o n s t a n t  i s  z e r o . 4 6  T h e  f e e d i n g  o f  R e ­

l a b e l l e d  p r e c u r s o r s  t o S . p l e i s t o c e p h a l u s  h a s  s h o w n  t h a t  

r o s m a r i n e c i n e  ( 4 )  i s  d e r i v e d  f r o m  p u t r e s c i n e  ( 3 0 )  v i a  

h o m o  s p e r m i d i n e  ( 5 1 ) ,  w h i c h  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  

f i n d i n g s  f o r  r e t r o n e c i n e .

H o w e v e r ,  t h e  w o r k  o f  R o b i n s  a n d  c o - w o r k e r s  l e d  to 

t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  t h e r e  w a s  a d i v e r g e n c e  i n  t h e  b i o ­

s y n t h e t i c  p a t h w a y s  by  f e e d i n g  t h e  e p i m e r i c  1 - h y d r o x y -  

m e t  h y 1 p  y r r  o 1 i z i d i n e s t r a c h e 1 a n t h a m i d i n e  ( 5 8 )  a n d  

i s o r e t r o n e c a n o l  ( 2 3 ) .  K u n e c  a n d  R o b i n s 4 ^ c a r r i e d  o u t  a 

r  a d  i o 1  a b e 1 1  e d s y n t h e s i s  o f  t r a c h e l a n t h a m i d i n e  a n d  

i s o r e t r o n e c a n o l  ( S c h e m e  1 5 )  s t a r t i n g  f r o m  N - f o r  m y  1- [5 - 

^ H ] - L - p r o l i n e  ( 7 2 ) ,  u s i n g  t h e  m e t h o d  o f  P i z z o r n o  a n d  

A l b o n i c o . 4 ^ 1 , 3 - D i p o l a r  c y  c l o a d d i t i o n  w i t h  e t h y l

p r o p i o l a t e  f o l l o w e d  b y  h y d r o g e n a t i o n  y i e l d e d  t h e  e n d o - 

e s t e r  ( 7 3 ) w h i c h  w a s  r e d u c e d  w i t h  l i t h i u m  a l u m i n i u m  

h y d r i d e  ( L i A l H 4 ) t o  ( ± J - [ 5 - 3  H]  i s o r e t r o n e c a n o l  ( 7 4 ) .  

T h e  t h e r m o d y n a m i c a l l y  m o r e  s t a b l e  e x o - e s t e r  w a s  o b t a i n e d  

b y  e p i m e r i s a t i o n  o f  t h e  e n d o - e s t e r  ( 7 3 )  i n  a c i d ,  a n d  

L i A l H 4  r e d u c t i o n  f u r n i s h e d  ( ± ) - [ 5 -  H]  t r a c h e l a n t h a m i d i n e  

( 7 5 ) .  F e e d i n g  e x p e r i m e n t s  u s i n g  [ 1 , 4 - 1 4 C ] p u t r e s c i n e  as



a n  i n t e r n a l  s t a n d a r d  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  1.

T h u s ,  i s o r e t r o n e c a n o l  ( 2 3 )  i s  t h e  p r e f e r r e d

d i a s t e r e o i s o m e r  u t i l i s e d  i n  r o s m a r i n e c i n e  b i o s y n t h e s i s

s i n c e  i t  i s  i n c o r p o r a t e d  34  t i m e s  m o r e  e f f i c i e n t l y  t h a n

i s  t r a c h e l a n t h a m i d i n e  ( 5 8 )  i n  S . p l e i s t o c e p h a l u s ,

w h e r e a s  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  r e t r o n e c i n e  ( 5 )  i n  S.

i s a t i d e u s  a n d  h e l i o t r i d i n e  ( 1 6 )  i n  C .  o f f i c i n a l e ,

t r a c h e l a n t h a m i d i n e  i s  a m u c h  b e t t e r  p r e c u r s o r  t h a n

i s o r e t r o n e c a n o l .  I n  a l l  c a s e s ,  t h e  1 - h y d r o x y m e t h y l -

p y  r r o l i z i d i n e s  a r e  i n c o r p o r a t e d  m o r e  e f f i c i e n t l y  t h a n

p u t r e s c i n e ,  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e y  a r e

f u r t h e r  a l o n g  t h e  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y ,  s t r e n g t h e n e d  by

t h e  l i k e l y  a s s u m p t i o n  t h a t  o n l y  o n e  e n a n t i o m e r  o f  e a c h

r a c e m a t e  i s  u t i l i s e d .  S i m i l a r  f i n d i n g s  w e r e  p r e s e n t e d

b y  R a n a  a n d  L e e t e ,  s h o w i n g  t h a t  t r a c h e l a n t h a m i d i n e  ( 5 8 )

i s  a m u c h  b e t t e r  p r e c u r s o r  t h a n  i s o r e t r o n e c a n o l  ( 2 3 )  f o r

r i d d e l l i i n e  ( 3 5 )  t h e  b a s e  p o r t i o n  o f  w h i c h  i s
4 9r e t r o n e c i n e ,  i n  S e n e  c i o  r i d e l l i i .

I t  c a n  be  c o n c l u d e d  t h a t  t h e r e  i s  a d i v e r g e n c e  o f  

t h e  p a t h w a y s  t o  r e t r o n e c i n e  a n d  r o s m a r i n e c i n e .  T h i s

m a y  o c c u r  e i t h e r  on  c y c l i s a t i o n  o f  t h e  i m i n i u m  i o n  ( 2 2 ), 

o r  e p i m e r i s a t i o n  o f  t h e  r e s u l t a n t  a m i n o a l d e h y  d e  m a y  

o c c u r .

F u r t h e r  s u p p o r t  f o r  t h e  p r o p o s e d  s e q u e n c e  o f  

e v e n t s  c a m e  f r o m  t h e  w o r k  o f  B i r e c k a  a n d  C a t a l f a m o .  

U s i n g  H e l i o t r o p i u m  s p a t h u l a t u m y w h i c h  p r o d u c e s  

t r a c h e l a n t h a m i d i n e  ( 5 8 ) ,  s u p i n i d i n e  ( 1 7 ) ,  a n d  

r e t r o n e c i n e  ( 5 ) ,  s h o r t  t e r m  f e e d i n g  o f  1 4 C 0 2  p r o d u c e d  

s a m p l e s  w i t h  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e
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S. pleistocephalus 

Initial 3H/14C Final 3H/ 14C 3H Specific incorporation
Trachelanthamidine (75) 10.0 <0 .5  <0.1%
Isoretronecanol (74) 10.0 17.0 2.4%

S. isatideus
Trachelanthamidine (75) 10.0 14.3 2.8%
Isoretronecanol (74) 10.0 0.7 0.3%

C. Officinale

Trachelanthamidine (75) 10.0 17.0 0.35%
Isoretronecanol (74) 10.0 1.0 0.04%



38

s e q u e n c e  (58) —► (17)—► (5). E l a b o r a t i o n  o f

i s o r e t r o n e c a n o l  ( 2 3 )  t o  r o s m a r  i n e c i n e ( 4 )  r e q u i r e s  

o x i d a t i o n s  at  C - 2  a n d  C - 7 .  E f f i c i e n t  i n c o r p o r a t i o n  o f  

p l a t y n e c i n e  ( 2 5 )  l a b e l l e d  w i t h  i n t o  r o s m a r i n i n e  ( 7 0 )

i n  S.  p l e i s t o c e p h a l u s  s u g g e s t s  t h a t  hy  d r o x y l a t i o n  a t  C - 7  

m a y  o c c u r  f i r s t .

K e l l y  a n d  R o b i n s  h a v e  p r o v i d e d  s t r o n g  e v i d e n c e  f o r  

t h e  i n t e r m e d i a c y  o f  t h e  i m i n i u m  i o n  ( 2 2 ) i n  t h e  

b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y . ^ 4 C - L a b e l l e d  i m i n i u m  i o n  w a s  

s y n t h e s i s e d  as  s h o w n  in S c h e m e  16.  C o u p l i n g  o f  [ 1 - * 4 C] -  

4 - c h l o r o b u t a n e n i t r i l e  ( 7 6 )  w i t h  p y r r o l i d i n e  f o l l o w e d  by  

c a t a l y t i c  h y d r o g e n a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  A d a m s ’

c a t a l y s t  f u r n i s h e d  t h e  s a t u r a t e d  s a l t  ( 7 7 ) .  

R e g i o s p e c i f i c  o x i d a t i o n  w i t h  m e r c u r y  ( I I )  a c e t a t e  t h e n  

y i e l d e d  t h e  d e s i r e d  * 4 C - l a b e l l e d  i m i n i u m  i o n  ( 7 8 ) .  T h e  

r e s u l t s  o f  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  S . i s a t i d e  us  a n d  

S . p l e i s t o c e p h a l u s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  2.  T h e s e

r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  i m i n i u m  i o n  ( 2 2 ) i s  a b e t t e r

p r e c u r s o r  f o r  r e t r o n e c i n e  ( 5 )  a n d  r o s m a r i n e c i n e  ( 4 )  t h a n  

i s  p u t r e s c i n e ,  A n  i n t e r m e d i a t e  t r a p p i n g  e x p e r i m e n t

a l l o w e d  t h e  ISL-pheny l a m i n o  ( t h i o c a r b o n y  1 ) d e r i v a t i v e  ( 7 9 )  

o f  t h e  r e d u c e d  i m i n i u m  i o n  to be  i s o l a t e d  i n  r a d i o a c t i v e  

f o r m ,  c o n t a i n i n g  0 . 4 %  o f  t h e  a c t i v i t y  f e d  a s  [ 1 , 4 -  

1 4 C ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e .  C u r i o u s l y ,  t h e

s a t u r a t e d  s a l t  ( 7 7 ) w a s  a l s o  i n c o r p o r a t e d  r e a s o n a b l y

w e l l  i n t o  t h e  n e c i n e s  ( 4 )  a n d  ( 5 ) .  H o w e v e r ,  i n  a n

i n t e r m e d i a t e  t r a p p i n g  e x p e r i m e n t ,  t h e  d e r i v a t i s e d  

s a t u r a t e d  s a l t  c o n t a i n e d  a v e r y  l o w  l e v e l  o f  

r a d i o a c t i v i t y  ( l e s s  t h a n  0 . 0 1 7 %  o f  t h e  o r i g i n a l  C 

a c t i v i t y ) .  T h u s ,  t h e  i m i n i u m  i o n  i s  t h e  l i k e l y

b i o s y n t h e t i c  i n t e r m e d i a t e ,  a l t h o u g h  i_n— v i v o_ o x i d a t i o n
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Table 2

S. pleistocephalus 
S. isatideus

Initial 3H/14C 

5
12.3

Final 3H/ 14C 

2.9 
9.8

14C Specific incorporation 
6.5%
4.5%

(79)
NHCSNHPh



c a n  a p p a r e n t l y  i n t r o d u c e  t he  s a t u r a t e d  c o m p o u n d  i n t o  t he  

b i o s y n t h e t i c  s c h e m e .

R o b i n s  a n d  c o - w o r k e r s  f u r t h e r  w i d e n e d  t h e  s c o p e  o f

b i o s y n t h e t i c  s t u d i e s  o n  n e c i n e  b a s e s  b y  u s i n g  t h e

s p e c i e s  E m i l i a  f l a m m e a . T h i s  p r o d u c e s  e m i l i n e  ( 8 0 )  as

t h e  m a j o r  a l k a l o i d a l  c o m p o n e n t ,  c o n t a i n i n g  t h e  s e c o -

p y r r o l i z i d i n e  o t o n e c i n e  ( 3 1 )  as  t h e  b a s e  p o r t i o n .  I n

s u m m a r y ,  e x p e r i m e n t s  w i t h  r a d i o l a b e l l e d  p r e c u r s o r s  h a v e

s h o w n  t h a t  p u t r e s c i n e  ( 3 0 ) ,  h o m o s p e r m i d i n e  ( 5 1 ) ,  t h e

i m i n i u m  i o n  ( 2 2 ) ,  t r a c h e l a n t h a m i d i n e  ( 5 8 )  a n d

r e t r o n e c i n e  ( 5 )  a r e  a l l  i n c o r p o r a t e d  e f f i c i e n t l y  i n t o

o t o n e c i n e .  C l e a v a g e  o f  t h e  Kj-4 t o  £ - 8  b o n d  i s  l i k e l y

t o  o c c u r  l a t e  i n  t h e  b i o s y n t h e t i c  s e q u e n c e ,  as  s h o w n  by

t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t r a c h e l a n t h a m i d i n e  a n d  r e t r o n e c i n e
5 3i n t o  o t o n e c i n e  ( 3 1 ) .

T h e  m a i n  i n t e r m e d i a t e s  i n  n e c i n e  b i o s y n t h e s i s  h a v e  

n o w  b e e n  w e l l  e s t a b l i s h e d .  T h e s e  i n t e r m e d i a t e s  a r e

e n c l o s e d  i n  b o x e s  i n  S c h e m e  17.  P u t r e s c i n e  ( 3 0 )  i s  

d e r i v e d  f r o m  t h e  a m i n o  a c i d s  o r n i t h i n e  ( 2 9 )  a n d / o r  

a r g i n i n e  ( 3 7 ) .  O x i d a t i o n  o f  p u t r e s c i n e  t o  a n

a m i n o a l d e h y  d e  a n d  c o n d e n s a t i o n  w i t h  a n o t h e r  p u t r e s c i n e

m o l e c u l e  g i v e s  a n  i m i n e  ( 8 1 )  w h i c h  i s  r e d u c e d  t o  

h o m o s p e r m i d i n e  ( 5 1 ) .  O x i d a t i o n  o f  o n e  p r i m a r y  a m i n e

p r o d u c e s  a n  a l d e h y d e  i n  e q u i l i b r i u m  w i t h  t h e  i m i n i u m  i o n  

( 2 2 ) .  F u r t h e r  o x i d a t i o n  a n d  c y c l i s a t i o n  l e a d s  t o

a m i n o a l d e h y d e s  w h i c h  a r e  r e d u c e d  t o  t r a c h e l a n t h a m i d i n e  

( 5 8 )  o r  i s o r e t r o n e c a n o l  ( 2 3 ) .  A f t e r  t h e  d i v e r g e n c e  i n  

t h e  p a t h w a y s ,  t r a c h e l a n t h a m i d i n e  ( 5 ^ )  c a n  b e  e l a b o r a t e d  

t o  r e t r o n e c i n e  ( 5 ) ,  h e l i o t r i d i n e  ( 1 6 )  o r  o t o n e c i n e  ( 3 1 )

w h e r e a s  i s o r e t r o n e c a n o l  ( 2 3 )  i s  t r a n s f o r m e d  i n t o
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NĤ

C H o O H H O  TT C H o O H  
I  . I
I i I

N H o

^ N H o

V - N - V
H

( 5 1 )

C H o O H

„  C H o O H

? J " ?  «
C H o O H H O  TT C H o O H

I  ¥  1CO L_ 1

V -N -^y V nC
( 2 3 ) ( 1 6 ) (5 )

IHO ' CH2OH

ib
Me

(3 1 )

Scheme 17



43

r o s m a r i n e c i n e  ( 4 )  v i a  p l a t y n e c i n e  ( 2 5 ) .

T h e  f o r e g o i n g  d i s c u s s i o n  h a s  n o t  t o u c h e d  o n  

s t e r e o c h e m i c a l  a s p e c t s  o f  n e c i n e  b i o s y n t h e s i s .  T h e

f i r s t  f o r a y  i n t o  t h i s  f i e l d  w a s  t h e  o b s e r v a t i o n  b y  

R o b i n s  a n d  S w e e n e y  t h a t  o n l y  t he  ( n a t u r a l )  L - e n a n t i o m e r s  

o f  o r n i t h i n e  a n d  a r g i n i n e  a r e  u t i l i s e d  i n  r e t r o n e c i n e

b i o s y n t h e s i s . ^ ^

T h e  n e x t  m a j o r  a d v a n c e  i n  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  t h e  

s t e r e o c h e m i s t r y  o f  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  p y  r r o l i z i d i n e  

a l k a l o i d s  c a m e  w i t h  t h e  u s e  o f  p u t r e s c i n e s  s p e c i f i c a l l y  

l a b e l l e d  w i t h  d e u t e r i u m .  M u c h  i n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  

t h e  s t e r e o s p e c i f i c i t y  o f  e n z y m i c  p r o c e s s e s  h a s  b e e n  

o b t a i n e d  b y  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  a s e r i e s  o f  

d e u t e r i a t e d  p u t r e s c i n e s ,  o r i g i n a l l y  w i t h  S e n e c i o

i s a t i d e u s  a n d  s u b s e q u e n t l y  w i t h  S . p l e i s t o c e p h a l u s  a n d  

E m i l i a  f l a m m e a .

9
T h e  f i r s t  e x p e r i m e n t  i n v o l v e d  t h e  u s e  o f  [ 2 , 3 -  H ^ ]  

p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( 8 2 ) .  S u c c i n o n i t r i l e  w a s

h e a t e d  a t  r e f l u x  i n  d e u t e r i u m  o x i d e ,  f o l l o w e d  b y  

c a t a l y t i c  h y d r o g e n a t i o n  a n d  a c i d i f i c a t i o n  t o  g i v e  

c o m p o u n d  ( 8 2 ) .  T h i s  p r e c u r s o r  w a s  f e d  t o  S .

i s a t i d e u s , l e a d i n g  t o  a s p e c i f i c  i n c o r p o r a t i o n  o f  

d e u t e r i u m  i n t o  r e t r o n e c i n e  ( 5 )  o f  3 - 5 %  p e r  C 4  u n i t .  

T h e  2 H { 1 H} N M R  s p e c t r u m  o f  r e t r o r s i n e  ( 8 3 )  s h o w e d  e q u a l  

e n r i c h m e n t  at  H - 2 , H - 6c x , H - 6 | 3 ,  a n d  H-7oc.  T h e  p r e s e n c e  o f

d e u t e r i u m  a t  H - 7 cx i n d i c a t e s  t h a t  h y d r o x y l a t i o n  a t  C - 7  

d o e s  n o t  i n v o l v e  k e t o  o r  e n o l  i n t e r m e d i a t e s .

[ 1  , 4 - 2 H 4 ] P u  t r e s  c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( 8 4 )  w a s
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p r o d u c e d  b y  r e d u c t i o n  o f  s u c c i n o n i t r i 1  e u n d e r  a

d e u t e r i u m  a t m o s p h e r e ,  f o l l o w e d  by  a c i d i f i c a t i o n .  W h e n

t h i s  s a m p l e  w a s  f e d  t o  S . i s a t i d e u s , i t  r e s u l t e d  i n

l a b e l l i n g  o f  r e t r o r s i n e  ( 8 6 ),  at  H - 3 a ,  H-3 |3 ,  a n d  H - 9  p r o -

S_. T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  l a b e l  m a i n l y  in  o n e  h a l f  o f  the

m o l e c u l e  w a s  e x p l a i n e d  b y  a d e u t e r i u m  i s o t o p e  e f f e c t .

A n  i n t r a m o l e c u l a r  i s o t o p e  e f f e c t  ( K H / K D ) o f  3 . 5 - 4  h a s

b e e n  o b s e r v e d  i n  t h e  o x i d a t i o n  o f  [ 1 - 2 H 2 ] p u t r e s c i n e  by

h o g  k i d n e y  d i a m i n e  o x i d a s e . 5 ** I f  a h o m o s p e r m i d i n e

m o l e c u l e  ( 8 5 )  is  f o r m e d  f r o m  o n e  m o l e c u l e  o f  d e u t e r i a t e d

p u t r e s c i n e  a n d  o n e  m o l e c u l e  o f  e n d o g e n o u s ,  u n l a b e l l e d

p u t r e s c i n e ,  p r e f e r e n t i a l  o x i d a t i o n  w i l l  o c c u r  a t  t h e

u n l a b e l l e d  e n d  o f  h o m o  s p e r m i d i n e , r e s u l t i n g  i n  t h e

o b s e r v e d  l a b e l l i n g  p a t t e r n  ( 8 6 ).  T h e  l a b e l l i n g  o f  9 - H

p r  o - S w i t h  d e u t e r i u m  i n d i c a t e s  t h a t  r e d u c t i o n  t o

t r a c h e l a n t h a m i d i n e  ( 5 8 )  o c c u r s  b y  d e l i v e r y  o f  a h y d r i d e

e q u i v a l e n t  t o  t h e  C-re_ f a c e  o f  t h e  a l d e h y d e .  T h i s  is

t h e  e x p e c t e d  s t e r e o s p e c i f i c i t y  f o r  c o u p l e d  d e h y d r o g e n a s e
57e n z y m e  s y s t e m s .

D e c a r b o x y l a t i o n  o f  L - o r n i t h i n e  i s  k n o w n  t o  o c c u r
C O

w i t h  r e t e n t i o n  o f  c o n f i g u r a t i o n .  S a m p l e s  o f  ( R J -

[ 1 - 2 H ] -  a n d  ( S J - [  1 - 2 H ] p u t r e s c i n e  w e r e  p r o d u c e d  u s i n g  t h e  

m e t h o d  o f  R i c h a r d s  a n d  S p e n s e r . 5 9  D e c a r b o x y l a t i o n  o f

L - o r n i t h i n e  i n  d e u t e r i u m  o x i d e ,  c a t a l y s e d  b y  L - o r n i t h i n e  

d e c a r b o x y l a s e  f u r n i s h e d  ( R^) - [ l - 2 H ] p u t r e s c i n e  ( 8 7 )  

w h e r e a s  d e c a r b o x y l a t i o n  o f  t h e  L - c o m p o n e n t  o f  D L - [ 2 -  

2 H ] o r n i t h i n e  ( 8 8 ) i n  H 2 0  y i e l d e d  (S_)- [ 1 - 2 H ] p u t r e s c i n e  

( 8 9 )  ( S c h e m e  18) .

A f t e r  f e e d i n g  ( R J - [ 1 - 2 H ] p u t r e s c i n e  t o  S . i s a t i d e u s ,  

e q u a l  l a b e l l i n g  w a s  o b s e r v e d  at H-3J3,  H - 5 a ,  H - 8 a ,  a n d  H- 9
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P r ° - S o f  r e t r o r s i n e  ( 9 0 ) .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  p r o -

S_ h y d r o g e n  is  r e m o v e d  f r o m  t h e  p r i m a r y  a m i n e  g r o u p s  in 

a l l  t h r e e  o x i d a t i o n s  o n  t h e  p a t h w a y ,  i n  a g r e e m e n t  w i t h  

p r e v i o u s  f i n d i n g s  f o r  t h e  s t e r e o c h e m i c a l  c o u r s e  o f  

p r i m a r y  a m i n e  o x i d a t i o n  w i t h  p e a  s e e d l i n g  a m i n e  o x i d a s e  

b y  B a t t e r s b y  e t  a l . ^ ^

T h e r e  w a s  s u b s t a n t i a l  l o s s  o f  d e u t e r i u m  o n  f e e d i n g  

( S ) - [ l -  H j p u t r e s c i n e  t o  S .  i s a t i d e u s . D e u t e r i u m  w a s

p r e s e n t  o n l y  a t  H - 3 a  a n d  H - 5 p  o f  r e t r o r s i n e  ( 9 1 )  a n d  i t  

w a s  i n f e r r e d  t h a t  r e d u c t i o n  o f  i m i n e  ( 8 1 )  t o  h o m o s p e r m ­

i d i n e  ( 5 1 )  o c c u r s  o n  t h e  C - s i  f a c e .

2
( B J -  [ 2 -  H ] P u t r e s c i n e  w a s  s y n t h e s i s e d  f r o m  ( S )-  

a s p a r t i c  a c i d  ( 9 2 )  b y  a m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  u n p u b l i s h e d
f\ 1 9s y n t h e s i s  o f  A r i g o n i  a n d  E l i e l  o f  ( R ) - T 2 -  H1 s u c c i n i c

a c i d  ( 9 5 )  ( S c h e m e  1 9 ) .  T r e a t m e n t  o f  ( 9 2 )  w i t h

h y d r o c h l o r i c  a n d  n i t r i c  a c i d s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  u r e a

r e p l a c e d  t h e  a m i n o  g r o u p  w i t h  a c h l o r i n e  w i t h  r e t e n t i o n

o f  c o n f i g u r a t i o n .  C o n v e r s i o n  i n t o  t h e  d i e s t e r

f o l l o w e d  b y  D I B A L  r e d u c t i o n  g a v e  t h e  d i o l  ( 9 3 ) .  S j^2

d i s p l a c e m e n t  o f  c h l o r i d e  i n t r o d u c e d  t h e  d e u t e r i u m ,  a n d

t h e  r e s u l t a n t  d i o l  w a s  c o n v e r t e d  i n t o  ( R J  - [ 2  -

2 H ] p u t r e s c i n e  ( 9 4 )  v i a  t h e  d i b r o m i d e  a n d  t h e  d i a z i d e .

S i m i l a r l y  ( S J - [ 2 - 2 H ] p u t r e s c i n e  ( 9 6 )  w a s  f o r m e d  f r o m  ( R ) -

a s p a r t i c  a c i d . ^ 2  I n  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  S.

i s a t i d e u s ,  ( R J - [ 2 - 2 H ] p u t  r e  s e i n e  l a b e l l e d  r e t r o r s i n e  ( 9 7 )

a t  H - 2  a n d  H - 6 a  w h e r e a s  t he  l a b e l s  w e r e  p r e s e n t  a t  H - 6 p

a n d  H - 7 a  i n  r e t r o r s i n e  ( 9 8 )  o n  f e e d i n g  ( S ) - [ 2 -  H]

p u t r e s c i n e .  F r o m  t h e s e  r e s u l t s  i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t

t h e r e  is  r e t e n t i o n  o f  t he  p r o - R  h y d r o g e n  a n d  l o s s  o f  t he

p  r o  - S h y d r o g e n  a t  t h e  c a r b o n  w h i c h  b e c o m e s  C - 2  o f
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r e t r o n e c i n e .  A l s o ,  hy  d r o x y l a t i o n  at  C - 7  o c c u r s  w i t h

n o r m a l  r e t e n t i o n  o f  c o n f i g u r a t i o n  at  an  s p 3  c a r b o n . 5 7

T h e  o u t c o m e  o f  a n u m b e r  o f  e n z y m i c  p r o c e s s e s  in 

S  . p l e i s t o c e p h a l u s  h a s  a l s o  b e e n  d e t e r m i n e d . 6 3  W h e n  ( R) -  

a n d  ( S ) - [ l -  H ] p u t r e s c i n e  w e r e  f e d ,  l a b e l l i n g  p a t t e r n s  in 

r o s m a r i n i n e ,  ( 9 9 )  a n d  ( 1 0 0 )  r e s p e c t i v e l y ,  w e r e  o b s e r v e d ,  

w h i c h  w e r e  c o m p a r a b l e  t o  t h o s e  i n  r e t r o r s i n e .  T h e

s t e r e o s p e c i f i c i t y  o f  a n u m b e r  o f  e n z y m i c  p r o c e s s e s  w a s  

d e m o n s t r a t e d  i n  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  u s i n g  ( R J -  a n d  (S_)-
r\ r  o

[ 2 -  H ] p u t r e s c i n e  , t h e s e  r e s u l t e d  i n  r o s m a r i n i n e  ( 1 0 1 )

l a b e l l e d  a t  H - 2 p  a n d  H - 6 a  f r o m  t h e  ( R J - i s o m e r  a n d

r o s m a r i n i n e  ( 1 0 2 )  l a b e l l e d  at  H - l a ,  H-6f3,  a n d  H - 7 a  f r o m

t h e  ( S _ ) - i s o m e r .  F r o m  t h e s e  r e s u l t s  i t  w a s  i n f e r r e d

t h a t  h y  d r o x y l a t i o n  a t  C - 2  a n d  C - 7  to  f o r m  r o s m a r i n i n e

o c c u r s  w i t h  r e t e n t i o n  o f  s t e r e o c h e m i s t r y .  O f

p a r t i c u l a r  n o t e  i s  t h e  p r e s e n c e  o f  d e u t e r i u m  a t  C - l  i n
o

r o s m a r i n i n e  ( 1 0 2 )  a f t e r  f e e d i n g  (S_)- [2-  H j p u t r e s c i n e .  

T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  p r o - R  h y d r o g e n  is  r e m o v e d  d u r i n g  

M a n n i c h  c y c l i s a t i o n  t o  t h e  p y  r r o l i z i d i n e  r i n g  s y s t e m ,  

a n d  a l s o  t h a t  a l d e h y d e  ( 1 0 3 )  is  f o r m e d  d i r e c t l y  f r o m  the  

i m i n i u m  i o n  ( 2 2 ) ,  r a t h e r  t h a n  by  e p i m e r i s a t i o n  o f  t h e  

e x o - a l d e h y d e  ( 1 0 4 ) .

T h e  m o s t  r e c e n t  w o r k  on  e n z y m e  s t e r e o s p e c i f i c i t y  

w a s  c a r r i e d  o u t  b y  R o d g e r s  a n d  R o b i n s . 6 ^ F e e d i n g  o f  

( R J - [ 1 - 2 H ] - ,  ( R J - [ 2 - 2 H ] - ,  a n d  ( S ) - [ 2 - 2 H ] p u t r e s c i n e  t o

E m i l i a  f l a m m e a  d e m o n s t r a t e d  t h e  f o l l o w i n g :  t h e  t h r e e

p r i m a r y  a m i n e  o x i d a t i o n s  o c c u r  w i t h  t h e  n o r m a l  

s t e r e o s p e c i f i c i t y 6 6 ; r e d u c t i o n  o f  i m i n e  ( 8 1 )  t o  

h o m o s p e r m i d i n e  ( 5 1 )  o c c u r s  o n  t h e  C - s l  f a c e ;  r e d u c t i o n  

o f  a l d e h y d e  ( 1 0 4 )  to t r a c h e l a n t h a m i d i n e  ( 5 8 )  o c c u r s  on
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t h e  C-re_ f a c e  o f  t h e  c a r b o n y l  g r o u p ;  hy  d r o x y l a t i o n  at  C-  

7 o f  o t o n e c i n e  ( 3 1 )  o c c u r s  w i t h  r e t e n t i o n  o f  

c o n f i g u r a t i o n ; a n d  i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  c a r b o n y l  a t  C - 8  

c a u s e s  l o s s  o f  H at  C - 8  b u t  at  n o  o t h e r  p o s i t i o n s  on  

t h e  n e c i n e .  T h e s e  s t e r e o s p e c i f i t i e s  a r e  i n  a c c o r d a n c e  

w i t h  t h o s e  o b s e r v e d  f o r  b o t h  r e t r o r s i n e  a n d  r o s m a r i n i n e .

2 . 2  B i o s y n t h e s i s  o f  N e c i c  A c i d s .

I n  c o n t r a s t  t o  t h e  w e a l t h  o f  i n f o r m a t i o n  w h i c h  h a s  

b e e n  o b t a i n e d  o n  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  n e c i n e  b a s e s ,  t h e  

s t u d y  o f  t h e  d e r i v a t i o n  o f  t h e  n e c i c  a c i d s  h a s  b e e n  l e s s

e x t e n s i v e .  W o r k  h a s  c o n c e n t r a t e d  o n  t h e  u s e  o f

r a d i o t r a c e r  t e c h n i q u e s  : n o  s t a b l e  i s o t o p e  s t u d i e s  h a v e

b e e n  r e p o r t e d .

T h e  n e c i c  a c i d s  a r e  b r a n c h e d - c h a i n  a l i p h a t i c  m o n o -  

o r  d i c a r b o x y l i c  a c i d s  w i t h  5 , 6 , 7 , 8 ,9 o r  ( m o s t  c o m m o n l y )  

10 c a r b o n  a t o m s .  O n  f i r s t  i n s p e c t i o n ,  m a n y  l o o k  to  be 

t e r p e n e - d e r i v e d ,  b u t  a c e t a t e  a n d  m e v a l o n o l a c t o n e  h a v e  

b e e n  s h o w n  n o t  t o  b e  s p e c i f i c  p r e c u r s o r s  f o r  n e c i c  

a c i d s .  F o r  e x a m p l e ,  w h e n  [ 2 - 1 4 C ] m e v a l o n o l a c t o n e  w a s

f e d  t o  S e n e  c i o  i s a t i d e u s , i n a c t i v e  r e t r o r s i n e  ( 3 4 )  w a s

i s o l a t e d . 6 5  1 4 C - L a b e l l e d  a c e t a t e s  h a v e  b e e n  f e d  to

S e n e c i o  s p e c i e s ,  b u t  l a c k  o f  s u i t a b l e  d e g r a d a t i o n s  m e a n t  

t h a t  i n c o m p l e t e  l a b e l l i n g  p a t t e r n s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  t h e  

n e c i c  a c i d s .  6 5 - 6 7

A t t e n t i o n  w a s  n e x t  d i r e c t e d  t o  t h e  p o s s i b i l i t y  

t h a t  t h e  n e c i c  a c i d s  m a y  be  d e r i v e d  f r o m  oc - ami n o  a c i d s  

s u c h  a s  v a l i n e  ( 1 0 5 ) ,  l e u c i n e  ( 1 0 6 ) ,  i s o l e u c i n e  ( 1 0 7 )



a n d  t h r e o n i n e  ( 1 0 8 ) .  S u p p o r t  f o r  t h i s  h y p o t h e s i s  c a m e  

f r o m  t h e  w o r k  o f  G r o u t ,  w h o  s t u d i e d  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f

e c h i m i d i n i c  ( 1 0 9 )  a n d  a n g e l i c ( l l O )  a c i d ,  t h e  

e s t e r i f y i n g  a c i d s  o f  h e l i o s u p i n e  ( 8 ) i n  C y n o g l o s s u m  

o f f i c i n a l e . D L - [ 4 - 1 4 C ] V a l i n e  w a s  s h o w n  t o  b e

i n c o r p o r a t e d  i n t o  e c h i m i d i n i c  a c i d  t o  t h e  e x t e n t  o f

0 . 2 4 6 %  w h e r e a s  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  [ 2 - 1 4 C]  a c e t a t e  w a s  

o n l y  0 . 0 1 9 % . 6 ** F u r t h e r m o r e ,  8 5 %  o f  t h e  a c t i v i t y  w a s  

f o u n d  i n  e c h i m i d i n i c  a c i d  a f t e r  f e e d i n g  D L - [ 4 - 1 4 C ] v a l i n e  

a n d  v i r t u a l l y  a l l  o f  t h i s  a c t i v i t y  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  

a c e t o n e  a n d  i o d o f o r m  a f t e r  d e g r a d a t i o n  ( S c h e m e  2 0 ) .  T h e  

a n g e l i c  a c i d  p o r t i o n  w a s  s h o w n  to be  d e r i v e d  f r o m  L - [ U -

* 4 C ]  i s o l e u  c i n e . I n  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s ,  L - [ U -

* 4  C ] i s o 1 e u c i n e  a n d  [ 2 - *  4 C ]  a c e t a t e  w e r e  f e d  t o  C .  

o f f i c i n a l e , t h e  t o t a l  i n c o r p o r a t i o n s  o f  w h i c h  w e r e  0 . 2 0 5  

a n d  0 . 0 1 9 %  r e s p e c t i v e l y .  I s o l e u c i n e  i s  a s p e c i f i c

p r e c u r s o r  f o r  a n g e l i c  a c i d  s i n c e  9 8 %  o f  t h e  a c t i v i t y  w a s  

l o c a t e d  i n  t h e  a n g e l o y l  e s t e r  p o r t i o n  o f  h e l i o s u p i n e

( 8 ) . 6 ^ I t  i s  k n o w n  t h a t  t i g l i c  a c i d  ( 1 1 1 )  i s  d e r i v e d
70-7?f r o m  L - i s o l e u c i n e  i n  D a t u r a  m e t e l o i d e s . M c G a w  a n d

W o o l l e y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  [ 1 - * 4 C ] t i g  1 i c  a c i d  w a s

s p e c i f i c a l l y  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  a n g e l i c  a c i d  p o r t i o n

o f  h e l i o s u p i n e ,  s u g g e s t i n g  t h a t  a n g e l i c  a c i d  m a y  b e
73f o r m e d  f r o m  t i g l i c  a c i d  by  a c i s - t r a n s  i s  o m e n s  a t  i o n .

C r  o u t e t a l 6  6  s t u d i e d  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  

s e n e c i p h y l l i c  a c i d  ( 1 1 2 )  w i t h  S e n e c i o  d o u g l a s i i  w h i c h  

p r o d u c e s  s e n e c i p h y  l l i n e  ( 3 3 )  a s  t h e  m a j o r  a l k a l o i d  

c o m p o n e n t .  T h e  l a b e l  f r o m  [ 1 - ^  C ] -  a n d  [ 2 -  C ] -

a c e t a t e  w a s  r a n d o m i s e d  b e t w e e n  t h e  a c i d  a n d  b a s e  

p o r t i o n s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e r e  i s  n o  d i r e c t  r o u t e  f r o m  

a c e t a t e  t o  s e n e c i p h y l l i c  a c i d .  [ 2 - 1 4 C ] M e  v a l o n a t e  w a s
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i n c o r p o r a t e d  t o  a b o u t  t h e  s a m e  e x t e n t  as  1 4 C - a c e t a t e ,  

a l t h o u g h  g r e a t e r  s p e c i f i c i t y  f o r  s e n e c i p h y l l i c  a c i d  w a s  

o b s e r v e d .  D i r e c t  u t i l i s a t i o n  o f  [ 2 - 1 4 C ] m e v a l o n a t e

w o u l d  h a v e  b e e n  e x p e c t e d  to l a b e l  C - l  or  C - 8  o f  o n e  h a l f  

o f  s e n e c i p h y l l i c  a c i d ,  b u t  d e g r a d a t i o n  s h o w e d  t h a t  t h e s e  

p o s i t i o n s  c a r r i e d  r e s p e c t i v e l y  0 . 3 5  a n d  0 . 1 7 %  o f  t h e  

t o t a l  a c t i v i t y .  T h e  o p e r a t i o n  o f  a n  a c e t a t e -

m e v a l o n a t e  p a t h w a y  t o  s e n e c i p h y l l i c  a c i d  w a s  t h e r e f o r e  

e x c l u d e d .

H i g h  s p e c i f i c  i n c o r p o r a t i o n s  w e r e  o b s e r v e d  f o r  L-  

[ U  - * 4 C ] i s  o l e u  c i n e  a n d  i t s  b i o g e n e t i c  p r e c u r s o r  L - [ U -  

* 4 C ] t h r e o n i n e  i n t o  s e n e c i p h y l l i c  a c i d  ( 1 1 2 ) . ^  I n  t h e  

c a s e  o f  t h r e o n i n e ,  > 9 9 %  o f  t h e  t o t a l  a c t i v i t y  w a s  f o u n d  

i n  t h e  a c i d  p o r t i o n ,  a n d  t h e  t o t a l  i n c o r p o r a t i o n  w a s  2 0 - 

3 0  t i m e s  g r e a t e r  t h a n  t h a t  f o r  a c e t a t e .  D e g r a d a t i o n  o f  

s e n e c i p h y l l i c  a c i d  d e r i v e d  f r o m  L - [ U - * 4 C ] t h r e o n i n e  s h o w n  

i n  S c h e m e  21 s e e m e d  to  i n d i c a t e  t h a t  t h r e o n i n e  is  n o t  

i n c o r p o r a t e d  i n  a s y m m e t r i c a l  m a n n e r .  I t  s h o u l d  be

n o t e d  t h a t  t h e  f i g u r e  f o r  a c t i v i t y  a t  C - 2  i s  n o t  

r e l i a b l e .  K u h n - R o t h  d e g r a d a t i o n  o f  s e n e c i p h y l l i c  a c i d

l i b e r a t e d  t w o  e q u i v a l e n t s  o f  a c e t i c  a c i d ,  i s o l a t e d  as  

b a r i u m  a c e t a t e ,  c o r r e s p o n d i n g  to  ( C - 2 / C - 8 )  + ( C - 6 / C - 7 ) .

T h e  a c e t i c  a c i d  w a s  d e g r a d e d  by  t h e  S c h m i d t  r e a c t i o n  to 

m e t h y l a m i n e  ( C - 7  a n d  C - 8 ) ,  i s o l a t e d  as 5 - m e t h y l a m i n o - 2 , 4  

d i n i t r o t o l u e n e  ( 1 1 3 ) ,  a n d  c a r b o n  d i o x i d e  ( C - 2  a n d  C - 6 ),  

i s o l a t e d  as  b a r i u m  c a r b o n a t e .  T h e  a c t i v i t y  at  C - 2  w a s

e s t i m a t e d  b y  s u b t r a c t i n g  f r o m  t h e  b a r i u m  a c e t a t e  

a c t i v i t y  t h e  a c t i v i t i e s  f o r  ( C - 6 , C - 7 )  a n d  C - 8  ( o b t a i n e d  

b y  s e p a r a t e  d e g r a d a t i o n s ) .

[ 1 - 1 4 C ] I s o l e u c i n e  w a s  i n c o r p o r a t e d  w i t h  o n e - t e n t h
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o f  t h e  e f f i c i e n c y  o f  [ U - 1  4  C ] i s o 1  e u c i n e i n t o

s e n e c i p h y l l i c  a c i d  a n d  w i t h  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  

s p e c i f i c i t y .  I t  i s  a p p a r e n t  t h a t  t h e  c a r b o x y l  g r o u p

o f  i s o l e u c i n e  i s  l o s t  o n  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  

s e n e c i p h y l l i c  a c i d . ^ ^

A  m a j o r  p a t h w a y  i n  t h r e o n i n e  b i o s y n t h e s i s  l e a d s  to 

a - k e t o b u t y r i c  a c i d  ( 1 1 4 ) ,  w h i c h  i s  u s e d  i n  i s o l e u c i n e

b i o s y n t h e s i s .  T h e  b i o s y n t h e t i c  t r a n s f o r m a t i o n  o f  a -

k e t o b u t y r i c  a c i d  i n t o  i s o l e u c i n e  i s  s h o w n  i n  S c h e m e  22 .  

I n  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  o f  t h r e o n i n e  i n t o  i s o l e u c i n e ,  C - l ,  

- 2 , - 3 ,  a n d  - 4  o f  t h r e o n i n e  b e c o m e  C - l ,  - 2 ,  -4  a n d  -5 o f  

i s o l e u c i n e  r e s p e c t i v e l y ,  w i t h  t h e  s i d e  c h a i n  C - 3  a n d  - 6

b e i n g  d e r i v e d  f r o m  p y r u v a t e .

A s s u m i n g  i n c o r p o r a t i o n  v i a  i s o l e u c i n e ,  t h r e o n i n e  

c o u l d  p r o v i d e  e i t h e r  C - 4 ,  C - 6  a n d  C- 7  ( p a t h  A )  o r  C - 6  C-  

7 a n d  C - 1 0  ( p a t h  B )  o f  s e n e c i p h y l l i c  a c i d  ( S c h e m e  2 3 ) .  

I n c o r p o r a t i o n  o f  [ U - * ^ C ]  t h r e o n i n e  v i a  i s o l e u c i n e  w o u l d  

g i v e  a r a t i o  o f  t h e  a c t i v i t i e s  o f  ( C - 6 / C - 7 )  a n d  C - 1 0  o f  

g r e a t e r  t h a n  2 b y  p a t h  A w h e r e a s  i f  p a t h  B w a s  

o p e r a t i v e ,  t h e  r a t i o  w o u l d  b e  j u s t  t w o .  I t  w a s

o b s e r v e d  t h a t  t h e  C - 6 / C - 7  u n i t  o f  s e n e c i p h y l l i c  a c i d

d e r i v e d  f r o m  [ U - ^  ^ C ]  t h r e o n i n e  c o n t a i n e d  m o r e  t h a n  f o u r  

t i m e s  t h e  a c t i v i t y  o f  C - 1 0 ,  i m p l y i n g  t h a t  p a t h  A w a s

p r e f e r r e d . S u b s e q u e n t l y ,  a r e - e v a l u a t i o n  o f  t h e  

e v i d e n c e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  e n t i r e  C j q  s k e l e t o n  o f  

s e n e c i p h y l l i c  a n d  r e l a t e d  a c i d s  m a y  b e  d e r i v e d  f r o m

i s o l e u c i n e  a n d  h e n c e  f r o m  t h r e o n i n e  a n d  p y r u v a t e .

I t  a p p e a r e d  t h a t  i s o l e u c i n e  w a s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  

t h e  ( C - l , C - 2 , C - 3 , C - 8  a n d  C - 9 )  u n i t  o f  s e n e c i p h y l l i c  a c i d
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( 1 1 2 ) a t  o n l y  h a l f  t h e  r a t e  at  w h i c h  it  w a s  i n c o r p o r a t e d  

i n t o  t h e  o t h e r  h a l f .  H o w e v e r ,  w i t h  L - [ U 1 4 C] i s o l e u c i n e  

a s  a p r e c u r s o r ,  C - l ,  C - 8  a n d  C - 9  w e r e  e q u a l l y  

l a b e l l e d 6 6 , s o  t h e  C - 1 , - 2  , - 3 , - 8  , a n d  - 9  u n i t  o f  

s e n e c i p h y l l i c  a c i d  m i g h t  a l s o  b e  d e r i v e d  f r o m  

i s o l e u c i n e .

S t u d i e s  o n  t h e  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  s e n e c i c  a c i d  

( 1 1 5 ) ,  t h e  d i e s t e r  p o r t i o n  o f  s e n e c i o n i n e  ( 3 2 )  i n  

S e n e c i o  m a g n i f i c u s , i n d i c a t e d  a n  e v e n  d i s t r i b u t i o n  o f  

a c t i v i t y  b e t w e e n  t h e  t w o  C 5  u n i t s  o f  s e n e c i c  a c i d

d e r i v e d  f r o m  [ U - * ^ C ] i s o l e u c i n e . ^ 6

F u r t h e r m o r e ,  [ 2 - ^ ^ C ] -  a n d  [ 6 -* ^ C ] - i s o l e u c i n e  w e r e

s p e c i f i c a l l y  i n c o r p o r a t e d  i n t o  s e n e c i c  a c i d .  [ 2 - * ^ C ]  

I s o l e u c i n e  l a b e l l e d  C - l  a n d  C - 1 0  o f  s e n e c i c  a c i d  

e q u a l l y  a n d  e x c l u s i v e l y ,  w h e r e a s  5 8 %  o f  t h e  l a b e l  

a p p e a r e d  a t  C - 8  o f  s e n e c i c  a c i d  d e r i v e d  f r o m  [ 6 - ^ C ] -  

i s o  1 e u  c i n e  . ^ 6  T h i s  i s  i n  a c c o r d  w i t h  t h e

b i o s y n t h e s i s  s h o w n  i n  S c h e m e  2 4 .  F r o m  t h i s  i t  is

a p p a r e n t  t h a t  p a t h  B ( p .  56 ) is  o p e r a t i v e .  P r e v i o u s l y ,

p a t h  A  w a s  p r o p o s e d  d u e  to g r e a t e r  l a b e l l i n g  at  C - 6 /  

C - 7  t h a n  a t  C - 1 0  o f  s e n e c i p h y l l i c  a c i d  d e r i v e d  f r o m  

[ U - ^ C ] t h r e o n i n e . 6 6

H o w e v e r ,  u n i f o r m l y  l a b e l l e d  t h r e o n i n e  c a n  b e  

m o d i f i e d  i n  v i v o  t o  i n t r o d u c e  a n  i n e q u a l i t y  i n  t h e  

l a b e l l i n g  o f  i t s  C - l , 2 a n d  C - 3 , - 4  c o m p o n e n t s .

T h r e o n i n e  a d o l a s e  i s  w i d e l y  d i s t r i b u t e d  i n  h i g h e r  

p l a n t s . ^ 6  S e q u e n t i a l  a c t i o n  o f  t h r e o n i n e  a l d o l a s e ,

a c e t a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a n d  a c e t y l  C o A  s y n t h e t a s e  is 

s h o w n  i n  S c h e m e  2 5 .  I f  t h i s  is  r e v e r s i b l e  to s o m e
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d e g r e e , t h e n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  l a b e l  in  t h r e o n i n e  w i l l  

d e p e n d  o n  t h e  e x t e n t  t o  w h i c h  t h e  s y s t e m  m o v e s  to 

e q u i l i b r i u m  a n d  o n  t h e  r e l a t i v e  s i z e s  o f  e x i s t i n g  p o o l s  

o f  g l y c i n e  a n d  a c e t y l  C o A .  T h u s  t h e  o b s e r v e d

d i s t r i b u t i o n  o f  l a b e l l i n g  i n  s e n e c i p h y l l i c  a c i d  d e r i v e d  

f r o m  [ U - 1 4 C ]  t h r e o n i n e  m i g h t  h a v e  r e s u l t e d  f r o m  

d i l u t i o n  o f  t h e  l a b e l  o f  t h e  C - l , - 2  p o r t i o n  o f  

t h r e o n i n e  b y  e q u i l i b r a t i o n  w i t h  a p o o l  o f  u n l a b e l l e d  

g l y c i n e  c o n s i d e r a b l y  l a r g e r  t h a n  t h a t  o f  a c e t y l  C o A .

T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  s e n e c i c  a c i d  i s  f o r m e d

f r o m  t w o  m o l e c u l e s  o f  i s o l e u c i n e ,  o r  i t s  b i o l o g i c a l

p r e c u r s o r  t h r e o n i n e  w i t h  l o s s  o f  b o t h  c a r b o x y l  g r o u p s  o f

i s o l e u c i n e .  F u r t h e r m o r e ,  o f  t h e  f o u r  p o s s i b l e

s t e r e o i s o m e r s  o f  i s o l e u c i n e ,  o n l y  L - i s o l e u c i n e  i s
7 7u t i l i s e d  i n  s e n e c i c  a c i d  b i o s y n t h e s i s .

T h e  S . -me  t h y  1 g r o u p  o f  L - [ M e - ^ C ] m e t h i o n i n e  h a s

b e e n  s h o w n  t o  b e  a r e l a t i v e l y  s p e c i f i c  p r e c u r s o r  f o r  C - 8

o f  s e n e c i p h y l l i c  a c i d ,  t h o u g h  t h e  t o t a l  i n c o r p o r a t i o n

w a s  low.^** I n d e e d ,  t h e  l a b e l  w a s  s o m e w h a t  r a n d o m i s e d

b e t w e e n  t h e  n e c i c  a c i d  a n d  t h e  n e c i n e  b a s e .  T h e r e  is

e v i d e n c e ^  t h a t  t h e  S^-methy l  o f  m e t h i o n i n e  ( 1 1 6 )  c a n  be

t r a n s f o r m e d  i n t o  C - 3  o f  s e r i n e  ( 1 1 7 )  via_ a o n e - c a r b o n

p o o l .  S e r i n e  c a n  b e  c o n v e r t e d  i n t o  p y r u v a t e  i n — v iy_o.

a n d  h e n c e  t h e  S_- m e t h y l  g r o u p  o f  m e t h i o n i n e  c o u l d  be

i n c o r p o r a t e d  i n t o  C - 8  o f  s e n e c i p h y l l i c  a c i d  v ia .  C - 6  o f

i s o l e u c i n e  ( S c h e m e  2 6 ) .  T h e  l a b e l  f r o m  [ M e -

^ C ] m e t h i o n i n e  i s  i n c o r p o r a t e d  s p e c i f i c a l l y  i n t o  t h e
7 5

h y  d r o x y l m e t h y l  g r o u p  o f  s e r i n e  i n  p e a  s e e d l i n g s .

T h e  n e x t  p o i n t  o f  i n t e r e s t  w a s  t h e  m o d e  o f



c o u p l i n g  b e t w e e n  C - 4  a n d  C - 6  o f  t h e  t w o  i s o l e u c i n e  
7 9m o l e c u l e s  ( S c h e m e  2 7 ) .  F i v e  c a r b o n  i n t e r m e d i a t e s  o f

i s o l e u c i n e  m e t a b o l i s m ,  2 - m e t h y  l b u  t a n o i c  a c i d  ( 1 1 8 ) ,  

a n g e l i c  a c i d  ( 1 1 0 ) a n d  2 - m e t h y l - 3 - o x o b u t a n o i c  a c i d  ( 1 1 9 )  

h a v e  b e e n  e x c l u d e d  as  p r e c u r s o r s  o f  s e n e c i c  a c i d  ( 1 1 5 )  

i n  S e n e c i o  m a g n i f i c u s  . 7 9  T h e  m e c h a n i s m  o f  t h e

c o u p l i n g  r e a c t i o n  w a s  i n v e s t i g a t e d  t h r o u g h  i n c o r p o r a t i o n  

e x p e r i m e n t s  w i t h  [ 6 - 3 H ] -  a n d  [ 4 - 3 H ] - i s o l e u c i n e  i n  

S.  m a g n i f i c u s  a n d  S.  i s a t i d e u s

F e e d i n g  o f  [ 6 - 3 H ,  6  - ^ C ] i s o l e u c i n e  t o  S .

m a g n i f i c u s  r e s u l t e d  i n  r e t e n t i o n  o f  f i v e - s i x t h s  o f  t h e

t r i t i u m  a c t i v i t y .  T h u s ,  i t  is  p r o b a b l e  t h a t  o n e  o f  the

H - a t o m s  a t  C - 6  o f  i s o l e u c i n e  i s  r e t a i n e d  d u r i n g

c o n v e r s i o n  i n t o  C - 1 4  o f  s e n e c i o n i n e ,  a n d  i t  i s  l i k e l y

t h a t  t w o  a r e  r e t a i n e d .  L - [ 4 - 3 H,  U-  * ^ C ] I s o l e u c i n e  w a s  a

s p e c i f i c  p r e c u r s o r  f o r  i s a t i n e c i c  a c i d  ( 1 2 0 ) i n  S .

i s a t i d e u s , a n d  h a l f  o f  t h e  t r i t i u m  w a s  r e t a i n e d .  T h i s

l i m i t s  t h e  o x i d a t i o n  l e v e l  t o  w h i c h  C - 4  o f  i s o l e u c i n e  is

r a i s e d  d u r i n g  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  C - 1 3  o f  r e t r o r s i n e  to

t h a t  o f  a c a r b i n o l  o r  a v i n y l i c  m e t h i n e .  T h i s

p r o v i d e s  f u r t h e r  e v i d e n c e  a g a i n s t  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  2 -

m e  t h y  1 - 3 - o x o  b u  t a n o  a t e  ( 1 1 9 )  s i n c e  c l e a r l y  a c a r b o n y l

f u n c t i o n  i s  n o t  i n t r o d u c e d  f o r  t h e  c o u p l i n g  o f  t w o

i s o l e u c i n e - d e r i v e d  u n i t s .  T h e  p o s s i b i l i t y  o f  a -C = C H 2

f u n c t i o n a l i t y  b e i n g  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  C - 3 ,  C - 6  s i d e

c h a i n  o f  i s o l e u c i n e  w a s  p u r s u e d  s i n c e  t h e  c o r r e s p o n d i n g

a m i n o  a c i d ,  |3 - m e t h y  l e n e n o r v  a l i n e  ( 1 2 1 ) is  k n o w n ,  as a
8 0m e t a b o l i t e  o f  t h e  f u n g u s  L a c t a r i u s  h e l v u s .

j 3 - [ 3 H 2 ] M e t h y l e n e n o r v a l i n e  w a s  i n c o r p o r a t e d  

s p e c i f i c a l l y  i n t o  s e n e c i c  a c i d .  U n f o r t u n a t e l y ,  t h e  l o w
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a c t i v i t y  o f  t h e  d e r i v e d  a l k a l o i d  p r e v e n t e d  d e g r a d a t i v e  

w o r k  to  e s t a b l i s h  w h e t h e r  t h i s  w a s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  o n e  

o r  b o t h  h a l v e s  o f  s e n e c i c  a c i d .  I t  w a s  s u g g e s t e d  t h a t  

i n c o r p o r a t i o n  w a s  i n t o  o n e  h a l f  o n l y ,  s i n c e  f e e d i n g  o f  

[ 6 - H ] i s o l e u c i n e  h a d  s h o w n  t h a t  p r o b a b l y  o n l y  o n e  o f  t h e  

s i x  H - a t o m s  o f  t h e  t w o  m o l e c u l e s  o f  i s o l e u c i n e  i s  l o s t .
'i

F u r t h e r m o r e ,  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  (2S_,4SJ  - [3 , 4 -  H ] -  

a n d  ( 2S _ , 4 R 3 -  [ 4 -  J H ]  i s  o l e u  c i n e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  d u r i n g  

c o n v e r s i o n  i n t o  s e n e c i c  a c i d ,  b o t h  u n i t s  a r e  f o r m e d

w i t h  l o s s  o f  H - 4  p r o - S  a n d  r e t e n t i o n  o f  H - 4  p r o - R  o f
O 1

i s o l e u c i n e .

T h e  b a s i c  Cg  u n i t  p r e s e n t  i n  m a n y  n e c i c  a c i d s  c a n

b e  f o r m u l a t e d  as  ( 1 2 2 ) .  F u r t h e r  m o d i f i c a t i o n  o f  t h i s

u n i t  a n d  c o u p l i n g  w i t h  a s i m i l a r  u n i t  d e r i v e d  f r o m

i s o l e u c i n e  c a n  t h e n  l e a d  t o  s e n e c i c  a n d  s e n e c i p h y l l i c  

a c i d s ,  b y  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  u n s a t u r a t i o n .  F u r t h e r

h y  d r o x y l a t i o n  o f  t h i s  u n i t  m a y  o c c u r  o n  t h e  p a t h w a y

t o  m o n o c r o t a l i c  a c i d  ( 1 2 3 ) .  [ U - * ̂ C j T h r e o n i n e  a n d  [ U-

^ C ] i s o l e u c i n e  a r e  s p e c i f i c a l l y  i n c o r p o r a t e d  i n t o  

m o n o c r o t a l i c  a c i d  i n  C r o t a l a r i a  s p e c t a b i l i s  a n d  

C r o t a l a r i a  r e t u s a . ^ 2  T h e  C 5  u n i t  c o m p r i s i n g  C - 1 , - 2 , - 3 ,  

- 6  a n d  - 7  o f  m o n o c r o t a l i c  a c i d  w a s  m o s t  h e a v i l y  

l a b e l l e d ,  i n  s u p p o r t  o f  t h e  p r o p o s e d  b i o g e n e s i s  ( S c h e m e  

2 8 ) .  S i g n i f i c a n t  l a b e l l i n g  w a s  a l s o  p r e s e n t  at  C - 4 ,  -5

a n d  - 8  a f t e r  f e e d i n g  L - [ U - 1 4 C ]  t h r e o n i n e  a n d  L - [ U -  

* ^ C ]  i s o l e u c i n e , b o t h  o f  w h i c h  c a n  b e  m e t a b o l i s e d  to  

p r o p i o n y l  C o A . ^  H o w e v e r ,  t h e  e x a c t  n a t u r e  o f  t he

u n i t  c o m p r i s i n g  C - 4 ,  -5 a n d  - 8  o f  m o n o c r o t a l i c  a c i d  h a s

y e t  t o  b e  e s t a b l i s h e d .

T r i c h o d e s m i c  a c i d  ( 1 2 4 )  i s  t h e  d i e s t e r  p o r t i o n  o f



t r i c h o d e s m i n e ,  t h e  m a j o r  a l k a l o i d  o f  C r o t a l a r i a  

g l o b i f e r a . B o t h  t h e  ‘ l e f t ’ a n d  ‘ r i g h t ’ h a n d  C 5  u n i t s

a r e  k n o w n  t o  be  d e r i v e d  f r o m  a m i n o  a c i d s .  T h r e o n i n e

a n d  i s o l e u c i n e  m a i n l y  l a b e l  t h e  ‘ r i g h t  h a n d ’ C 5  u n i t ,  

w h i l e  v a l i n e  a n d  l e u c i n e  a r e  i n c o r p o r a t e d  to  a g r e a t e r

e x t e n t  i n t o  t h e  ‘ l e f t  h a n d ’ u n i t ,  as  s h o w n  i n  S c h e m e  2 9 .

I n  c o n c l u s i o n ,  a l l  n e c i c  a c i d s  s t u d i e d  s o  f a r  a r e  

d e r i v e d  f r o m  t h e  c o m m o n  b r a n c h e d - c h a i n  a - a m i n o  a c i d s

t h r e o n i n e ,  i s o l e u c i n e ,  v a l i n e  a n d  l e u c i n e .  T h e

b i o s y n t h e s i s  o f  d i c r o t a l i c  a c i d ,  t h e  d i a c i d  p o r t i o n  o f  

d i c r o t a l i n e  ( 2 8 ) ,  i n  C r o t a l a r i a  l a c h n o s e m a  i s  d i s c u s s e d  

i n  C h a p t e r  6 .
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C h a p t e r  3

BIOSYNTHESIS OF  PYRROLIZI DI NE ALKAL OI D ANALOGUES

3 . 1  I n t r o d u c t i o n

T h e  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y s  l e a d i n g  t o  t h e  n e c i n e  

b a s e s  a r e  n o w  w e l l - e s t a b l i s h e d  a n d  a n u m b e r  o f  

i n t e r m e d i a t e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d .  A  f u r t h e r

c h a l l e n g e  i s  t o  m a k e  u s e  o f  t h e s e  b i o l o g i c a l  s y s t e m s  i n  

p l a n t s  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  n o v e l  c o m p o u n d s ,  as  a n  

a l t e r n a t i v e  t o  t o t a l  s y n t h e s i s ,  b y  t h e  f e e d i n g  o f  

u n n a t u r a l  p r e c u r s o r s .

S t u d i e s  w i t h  a n a l o g u e s  o f  k n o w n  i n t e r m e d i a t e s  o n  a 

b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  c a n  h a v e  a n u m b e r  o f  u s e s .  T h e s e  

c o u l d  i n c l u d e  ( i )  f u r t h e r  e l u c i d a t i o n  o f  t h e  p a t h w a y ;  

( i i )  t h e  b l o c k i n g  o f  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  a n a t u r a l  

p r o d u c t ;  ( i i i )  a m e a n s  o f  p r o d u c i n g  u n n a t u r a l  p r o d u c t s .  

I n  t h e  f i r s t  i n s t a n c e ,  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  a n  e n z y m e  

s y s t e m  c a n  t r a n s f o r m  o n e  u n n a t u r a l  p r e c u r s o r  b u t  n o t  

a n o t h e r  m a y  s h e d  l i g h t  o n  t h e  m e c h a n i s m  o f  a p a r t i c u l a r  

e n z y m i c  r e a c t i o n .  F i g u r e  1 i l l u s t r a t e s  t h e  l a t t e r  t w o  

p o i n t s .  A m o d i f i e d  p r e c u r s o r  A*  m a y  be  c a r r i e d  t h r o u g h  

a g i v e n  n u m b e r  o f  s t e p s  i n  t h e  b i o s y n t h e t i c  r o u t e  b u t  is  

t h e n  t h e  c a u s e  o f  t h e  b l o c k i n g  o f  a s p e c i f i c  

t r a n s f o r m a t i o n .  T h i s  t y p e  o f  e n z y m e  i n h i b i t o r y  a c t i o n  

i s  t h e  b a s i s  o f  m u c h  o f  t h e  r e s e a r c h  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  

p h a r m a c e u t i c a l  a n d  a g r o c h e m i c a l  i n d u s t r i e s .  

A l t e r n a t i v e l y ,  a d m i n i s t r a t i o n  o f  a n  u n n a t u r a l  p r e c u r s o r  

A ^  to  an  o r g a n i s m  m a y  r e s u l t  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a n e w  

c o m p o u n d  D 1 *, t h e  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  w h i c h  c a n  b e  

a s s e s s e d .
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T h e  f i r s t  e x a m p l e  o f  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  o f  an  

u n n a t u r a l  p r e c u r s o r  i n t o  a n  u n n a t u r a l  p r o d u c t  w a s
O C

p r o v i d e d  b y  R u e p p e l  a n d  R a p o p o r t .  F e e d i n g  o f  1 , 3 -

d i m e t h y l - l - p y r r o l i n i u m  ( 1 2 5 )  t o  N  i c o t i a n a  g l u t  i n o  s a 

r e s u l t e d  i n  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  a s u b s t i t u t e d  n i c o t i n e  

w h i c h  w a s  i d e n t i f i e d  as  3/ - m e t h y  l n i c o t i n e  ( 1 2 6 ) .  T h e  

a b s o l u t e  c o n f i g u r a t i o n  a t  C - 2  ̂ w a s  t e n t a t i v e l y  a s s i g n e d  

t o  b e  t h e  s a m e  a s  i n  n i c o t i n e  ( 1 2 7 )  o n  t h e  b a s i s  o f

c i r c u l a r  d i c h r o i s m  a n d  o p t i c a l  r o t a t o r y  d i s p e r s i o n  

m e a s u r e m e n t s .  O n l y  o n e  o f  t h e  p o s s i b l e  d i a s t e r e o m e r s

s e e m e d  t o  b e  f o r m e d  s i n c e  o n l y  o n e  m e t h y l  d o u b l e t  w a s  

p r e s e n t  i n  t h e  N M R  s p e c t r u m ,  a l t h o u g h  t h e  a b s o l u t e

c o n f i g u r a t i o n  a t  C- 3 7 w a s  n o t  c l e a r .

F u r t h e r  e x a m p l e s  o f  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  u n n a t u r a l

p r o d u c t s  c a m e  f r o m  t h e  w o r k  o f  K i r b y  e t  a l . ^ ^  I t  is  

k n o w n  t h a t  c o d e i n e  ( 1 2 8 )  i s  t h e  b i o s y n t h e t i c  p r e c u r s o r
o 7

o f  m o r p h i n e  ( 1 2 9 ) .  E f f i c i e n t  d e m e t h y  l a t i o n  o f

u n n a t u r a l  d i h y d r o d e o x y  c o d e i n e  ( 1 3 0 )  w a s  o b s e r v e d  i n  

P  a p a v  e r  s o m n  i f e  r u m , a n d  ( 1 3 0 )  w a s  c o n v e r t e d  i n t o  

d i h y d r o d e o x y m o r p h i n e  ( 1 3 1 )  w i t h  a t o t a l  i n c o r p o r a t i o n  o f  

9 . 2 7 % . ^ ^  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  o n l y  0 . 1 5 %  i n c o r p o r a t i o n  

o f  l - b r o m o [ 2 - ^ H ] c o d e i n e  ( 1 3 2 )  i n t o  l - b r o m o [ 2 - ^ H ] m o r p h i n e  

( 1 3 3 )  o c c u r r e d ,  i n d i c a t i n g  t h a t  i n t r o d u c t i o n  o f  b r o m i n e  

i n t o  t h e  a r o m a t i c  r i n g  o f  c o d e i n e  ( 1 2 8 )  i n h i b i t s  t h e  

d e m e t h y l a t i o n . ^ ^

H a l o g e n a t e d  p r e c u r s o r s  h a v e  b e e n  m u c h - f a v o u r e d  in  

t h e  s t u d y  o f  a b e r r a n t  b i o s y n t h e s i s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  

u s e  o f  p r e c u r s o r s  l a b e l l e d  w i t h  f l u o r i n e .  T h e  v a n  d e r  

W a a l s  r a d i i  o f  h y d r o g e n  a n d  f l u o r i n e  a r e  v e r y  s i m i l a r ,  

1 . 2 0  A  a n d  1 . 3 5  X  r e s p e c t i v e l y ,  a n d  i t  w a s  p r o p o s e d  t h a t

v.
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f l u o r i n e  w o u l d  c l o s e l y  m i m i c  h y d r o g e n  w i t h  r e s p e c t  to 

s t e r i c  r e q u i r e m e n t s  a t  e n z y m e  r e c e p t o r  s i t e s .  L e e t e  e_L
Q O

a l  f e d  5 - f l u o r o n i c o t i n i c  a c i d  ( 1 3 4 )  t o  N i c o t i a n i a  

t a b a c u m  a n d  t h i s  w a s  c o n v e r t e d  ( i n c o r p o r a t i o n  0 . 1 5 % )  

i n t o  5 - f l u o r o n i c o t i n e  ( 1 3 5 ) .  O r g a n o f l u o r i n e  c o m p o u n d s  

h a v e  b e e n  u s e d  m e d i c i n a l l y  i n  a r e a s  s u c h  a s  c a n c e r  

c h e m o t h e r a p y ,  a n t i b i o t i c s  a n d  a n t i - i n f l a m m a t o r y  a g e n t s .  

T h e y  a r e  o f t e n  m o r e  b i o a c t i v e  t h a n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  

h y d r o g e n - c o n t a i n i n g  c o m p o u n d s  p r o b a b l y  b e c a u s e  t h e y  a r e

u s u a l l y  m o r e  l i p o p h i l i c ,  w h i c h  r e s u l t s  i n  e n h a n c e d  r a t e s  

o f  a b s o r p t i o n  a n d  t r a n s p o r t  o f  d r u g s  i n  v i v o .

I n  t h i s  c h a p t e r ,  t h e  s y n t h e s i s  o f ,  a n d  f e e d i n g  

e x p e r i m e n t s  w i t h ,  a n a l o g u e s  o f  a n  i n t e r m e d i a t e  i n  

p y  r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d  b i o s y n t h e s i s  a r e  d e s c r i b e d .  

J u s t  p r i o r  t o  t h e  s t a r t  o f  t h i s  p r o j e c t  t h e  i m i n i u m  i o n  

N  - ( 4 - a m i n o b u t y l ) - l , 2 - d i d e h y d r o p y r r o l i d i n i u m  ( 2 2 )  h a d  

b e e n  i d e n t i f i e d  a s  a n a t u r a l  p r e c u r s o r  o f  t h e  

p y  r r o l i z i d i n e  n e c i n e s  r o s m a r i n e c i n e  ( 4 )  a n d  r e t r o n e c i n e  

( 5 ) . * * 2  I t  w a s  d e c i d e d  t o  u n d e r t a k e  a s y n t h e s i s  o f

r a d i o l a b e l l e d  a n a l o g u e s  o f  ( 2 2 ) a n d  t o  s t u d y  t h e i r  

i n c o r p o r a t i o n  i n t o  v a r i o u s  p l a n t  s p e c i e s  w h i c h  p r o d u c e  

p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s .  U s i n g  t h e  r o u t e  d e s c r i b e d  b y

K e l l y  a n d  R o b i n s  t o  p r o d u c e  t h e  n a t u r a l  p r e c u r s o r  

( 2 2 ) 5 2 , c o m p o u n d s  w i t h  a l a r g e r  h e t e r o c y c l i c  r i n g  s i z e

( 1 3 6 )  o r  a h o m o l o g a t e d  N . - a l k y l  c h a i n  ( 1 3 7 ) ,  o r  b o t h  o f  

t h e  a b o v e  ( 1 3 8 ) ,  w e r e  r e a d i l y  s y n t h e s i s e d  i n  R e ­

l a b e l l e d  f o r m .
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3 . 2  S y n t h e s i s  a n d  F e e d i n g  o f  1 4 C - L a b e l l e d  A n a l o g u e s

T h e  g e n e r a l  r o u t e  t o  t h e  1 4 C - l a b e l l e d  a n a l o g u e s  o f  

t h e  i m i n i u m  i o n  ( 2 2 )  i s  s h o w n  in  S c h e m e  3 0 .  T h e  1 4 C 

l a b e l  w a s  i n t r o d u c e d  b y  S j ^ 2  d i s p l a c e m e n t  o f  a m e s y l a t e  

w i t h  s o d i u m  [ 1 4 C ] c y a n i d e  t o  y i e l d  [ l - 1 4 C ] - 4 -  

c h l o r o b u t a n e n i t r i l e  ( 7 6 )  o r  [ 1 - 1  4 C ]  - 5 - c h l o r o  v a l e r o  - 

n i t r i l e  ( 1 3 9 ) .  U n f o r t u n a t e l y ,  t h e  y i e l d s  f o r  t h e s e  t w o  

r e a c t i o n s  w e r e  n o t  p a r t i c u l a r l y  h i g h  [ 3 9 % f o r  ( 7 6 )  a n d  

6 1 %  f o r  ( 1 3 9 ) ] ,  a n d  t h e  r a d i o c h e m i c a l  y i e l d s  w e r e  l o w e r ,  

a t  3 5 %  a n d  4 2 %  r e s p e c t i v e l y ,  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  

p r e s e n c e  o f  N a O H  i n  t h e  l a b e l l e d  c y a n i d e .  T h e s e

n i t r i l e s  a n d  s u b s e q u e n t  c o m p o u n d s  w e r e  o f  l o w  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  ( 2 - 3 0 p . C i / m m o l )  w h i c h  w a s  t o  p r o v e  d e l e t e r i o u s  

i n  a t t e m p t s  t o  a c h i e v e  e x p l i c a b l e  r e s u l t s  f r o m  f e e d i n g  

e x p e r i m e n t s .  T h e  c h l o r o - n i t r i l e  c o m p o u n d s  ( 7 6 )  a n d

( 1 3 9 )  w e r e  c o u p l e d  w i t h  e i t h e r  p y r r o l i d i n e  o r  

p i p e r i d i n e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a c a t a l y t i c  a m o u n t  o f  

p o t a s s i u m  i o d i d e ,  f o l l o w e d  b y  c a t a l y t i c  h y d r o g e n a t i o n  

u s i n g  A d a m s ’ c a t a l y s t  t o  a f f o r d  t h e  s a t u r a t e d  s a l t s  ( 7 7 )  

a n d  ( 1 4 2 ) - (  1 4 4 )  .

T h e  c r u c i a l  s t e p  i n  t h e  s e q u e n c e  w a s  t h e  f i n a l  

s t e p ,  i n v o l v i n g  o x i d a t i o n  o f  t h e  s a t u r a t e d  s a l t s  w i t h  

m e r c u r y  ( I I )  a c e t a t e .  P r e c e d e n t  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s

o x i d a t i o n  w o u l d  r e s u l t  i n  a n  e n d o c y c l i c  d o u b l e  b o n d .  

L e o n a r d  a n d  H a u c k  r e a c t e d  t h e  s u b s t i t u t e d  p i p e r i d i n e s  

( 1 4 5 )  a n d  ( 1 4 7 )  w i t h  m e r c u r y  ( I I )  a c e t a t e .  I n  t h e

f o r m e r  c a s e ,  u n s a t u r a t e d  a m i n e  ( 1 4 6 )  w a s  o b t a i n e d  

w h e r e a s  ( 1 4 7 )  w a s  r e s i s t a n t  t o  m e r c u r y  ( I I )  a c e t a t e
o  q

o x i d a t i o n  ^ ( S c h e m e  3 1 ) .  S i m i l a r l y ,  o x i d a t i o n  o f

s u b s t i t u t e d  p y r r o l i d i n e s  o c c u r s  w i t h  f o r m a t i o n  o f  a n
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e n d o c y c l i c  d o u b l e  b o n d ,  as  s h o w n  by  t h e  r e a c t i o n  o f  N - ( 2 -  

h y d r o x y e t h y l ) p y r r o l i d i n e  ( 1 4 8 )  w i t h  m e r c u r y  ( I I )  a c e t a t e  

t o  p r o d u c e  t h e  t e  t r a h y  d r  o - 1 , 3 - o x  a z i n e  ( 1 4 9 ) ^ ®  ( S c h e m e  

3 2 ) .  K e l l y  a n d  R o b i n s  d e m o n s t r a t e d ^  t h a t  t h e

o x i d a t i o n  o f  s a t u r a t e d  s a l t  ( 7 7 )  o c c u r s  w i t h  f o r m a t i o n  

o f  a n  e n d o c y c l i c  d o u b l e  b o n d .  A s a m p l e  o f  i m i n i u m  i o n  

( 7 8 )  w a s  r e d u c e d  w i t h  s o d i u m  c y  a n o b o r o d e u t e r i d e  t o  

f u r n i s h  t h e  c o r r e s p o n d i n g  d e u t e r i a t e d  s a l t  ( 1 5 0 ) .  A

2 0 0  M H z  N M R  s p e c t r u m  o f  t h e  ^ H - l a b e l l e d  s a l t  ( 1 5 0 )

c o n t a i n e d  a t h r e e  p r o t o n  m u l t i p l e t  a t  5 2 . 8 0  w h e r e a s  t h e  

n o n d e u t e r i a t e d  s a l t  ( 7 7 )  s h o w e d  a f o u r  p r o t o n  m u l t i p l e t  

a t  5 2 . 8 0  f o r  t h e  p y r r o l i d i n e  r i n g  p r o t o n s  a  t o  t h e  

n i t r o g e n ,  w h i c h  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  a s s i g n m e n t  o f  an  

e n d o c y c l i c  d o u b l e  b o n d  to  t h e  i m i n i u m  i o n  ( 7 8 ) .

N e v e r t h e l e s s ,  i t  w a s  f e l t  n e c e s s a r y  t o  e s t a b l i s h  

t h a t ,  i n  t h i s  w o r k ,  o x i d a t i o n  o f  a n  N - a l k v l p i p e r i d i n e  

c o m p o u n d  s u c h  as  ( 1 4 4 )  w o u l d  o c c u r  w i t h  f o r m a t i o n  o f  an  

e n d o c y c l i c  d o u b l e  b o n d .  R e d u c t i o n  o f  a s a m p l e  o f  t h e  

i m i n i u m  i o n  ( 1 3 8 )  w i t h  s o d i u m  c y  a n o b o r o d e u t e r i d e  g a v e  a 

m o n o d e u t e r i a t e d  s a l t  ( 1 5 1 )  h a v i n g  a t h r e e  p r o t o n  

m u l t i p l e t  a t  5 2 . 8 2  i n  t h e  2 0 0  M H z  *H N M R  s p e c t r u m .  

T h e  n o n d e u t e r i a t e d  s a l t  ( 1 4 4 )  h a d  a f o u r  p r o t o n  

m u l t i p l e t  a t  5 2 . 8 2 .  T h i s  i n d i c a t e s  r e  g i o  s p e  c i f  i c

f o r m a t i o n  o f  a n  e n d o c y c l i c  d o u b l e  b o n d  as  i n  t h e  c a s e  

f o r  t h e  p y r r o l i d i n e  r i n g  s y s t e m .

W i t h  t h e  s y n t h e s i s  o f  ^ ^ C - l a b e l l e d  p r e c u r s o r s  ( 7 8 )  

a n d  ( 1 3 6 - 1 3 8 )  c o m p l e t e  a s e r i e s  o f  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  

w a s  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  s u m m e r  o f  1 9 8 8  w i t h  p l a n t  s p e c i e s  

w h i c h  p r o d u c e  p y  r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s ,  v i z  S e n e c i o  

p l e i s t o c e p h a l u s ,  E m i l i a  f l a m m e a ,  a n d  C y n o g l o s s u m
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a u s t r a l e . E a c h  p r e c u r s o r  w a s  m i x e d  w i t h  [ 1 , 4 -

H ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  as  a n  i n t e r n a l  s t a n d a r d  to  

g i v e  a n  i n i t i a l  3 H / 1 4 C r a t i o  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 : 1 .  T h e

p r e c u r s o r s  w e r e  f e d  o n  o n e  d a y  a n d  a f t e r  14  d a y s  t h e  

a l k a l o i d s  f r o m  e a c h  p l a n t  s p e c i e s  w e r e  e x t r a c t e d  a n d  a
\ A

H /  C r a t i o  o f  e a c h  c r u d e  a l k a l o i d  m i x t u r e  w a s  

m e a s u r e d .  T h e s e  r a d i o a c t i v e  c o u n t s  w e r e  t a k e n  o n  1% o f  

e a c h  a l k a l o i d  m i x t u r e  a n d  i n  m a n y  c a s e s  g a v e  v e r y  l o w  

r e a d i n g s .  R e c o u n t s  w e r e  t h e n  t a k e n  u s i n g  1 0 %  o f  e a c h

s a m p l e ,  a n d  a g a i n  t h e  r e s u l t s  p r o v e d  i n c o n c l u s i v e .  

A f t e r  t a b u l a t i n g  t h e  r e s u l t s  ( T a b l e s  3 - 5 )  n o  e v i d e n t  

p a t t e r n  o f  r e s u l t s  e m e r g e d .  T h e s e  i n c o n c l u s i v e  r e s u l t s  

m a y  b e  p a r t l y  e x p l a i n e d  b y  t h e  l o w  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f

t h e  r a d i o l a b e l l e d  s y n t h e t i c  p r e c u r s o r s  w h i c h  t o g e t h e r  

w i t h  l o w  i n c o r p o r a t i o n s  g a v e  r i s e  t o  a l a r g e  m a r g i n  o f  

e r r o r  o n  t h e  r a d i o a c t i v e  c o u n t i n g  o f  t h e  a l k a l o i d  

e x t r a c t s .

S i n c e  t h e  s a t u r a t e d  s a l t  ( 7 7 )  h a d  a l s o  b e e n

r e a s o n a b l y  w e l l  i n c o r p o r a t e d  i n t o  r o s m a r i n e c i n e  ( 4 )  a n d
5 9r e t r o n e c i n e  ( 5 )  , i t  w a s  d e c i d e d  t o  s t u d y  t h e

i n c o r p o r a t i o n  o f  ( 7 7 )  a n d  t h e  * 4 C - l a b e l l e d  a n a l o g u e s  

( 1 4 2 ) - ( 1 4 4 )  i n t o  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  p l a n t  s p e c i e s .  

H o w e v e r ,  a s  w i t h  t h e  i m i n i u m  i o n s  ( 7 8 )  a n d  ( 1 3 6 ) - ( 1 3 8 ) ,  

^ 4 C i n c o r p o r a t i o n s  w e r e  d i s a p p o i n t i n g l y  l o w .

S i n c e  t h e  l o w  l e v e l s  o f  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  t h e  

c r u d e  a l k a l o i d  m i x t u r e s  m a d e  i t  i m p r a c t i c a l  t o

i n v e s t i g a t e  f u r t h e r  a t  t h i s  p o i n t ,  a n e w  s y n t h e t i c  r o u t e  

w a s  c o n s i d e r e d  w h i c h  w o u l d  l e a d  t o  r a d i o l a b e l l e d  

p r e c u r s o r s  o f  h i g h e r  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s .
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Table 3

S. pleistocephalus- 
Precursor Amount fed Amount isolated

14C pCi mg mg Initial 3H/14C Final 3H/

(78) 0.57 4.8 143 1.4 0.80
(136) 0.27 13.6 187 1 .8 4.3
(137) 0.43 3.0 117 2 .1 1 .6

(138) 0.54 4.6 160 1 .6 0.87
(77) 0.60 5.9 132 1.5 0.81

(142) 0.24 2.7 173 4.4 5.4
(143) 0 .1 1 0.7 190 1.5 3.8
(144) 0.51 4.2 172 1.7 4.5

14 ~  14C Total incorporation 

0.75 

0.23 
0.92 

0.83 
0.70 
0.94 
0.37 

0.32

(78) 2cr

(137)

(136) 2CT

(138) 2cr

(77) 2cr

NI
H

(143)

(142) 2CT

NH

(144)
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Table 4 

E. flammea
ecursor Amount fed Amount isolated

14C juCi mg mg Initial 3H/14C Final 3H/ 14C

(78) 0.47 3.9 9 1.5 0.43

(136) 0.53 26.6 6 1.7 1.5

(137) 0.42 2.9 7 2 .1 0.57

(138) - - - - -

(77) 0.51 5.0 19 1.4 0.53

(142) 0.19 2 .1 8 4.9 2.3

(143) 0.56 3.9 11 1 .6 1 .0

(144) 0.64 5.4 7 2 .1 0.06

14C Total incorporatior 

0.42 

0.29 
0.88

0.68 
0.39 
0.74 

0.76

(78) 2cr

(137) 2cr

(136) 2Cr

(138) ■ 2C1"

(77) 2cr

NI
H

(143)

(142) 2cr

NH

2cr(144)
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Table 5 

C australe 
Precursor Amount fed Amount isolated

14C jnCi mg mg Initial 3H/14C Final 3H/ 14C 14C Total inco
(78) 0.44 3.7 7 1 .6 1 .2 0.45

(136) 0.55 27.6 26 1.7 0.18 0.38
(137) 0.45 3.1 10 2 . 2 0 . 6 0.32
(138) 0.51 4.3 9 1.7 0.15 0.82

(77) 0.59 5.8 21 1.1 0.23 0.84
(142) 0 .1 1 1 .2 30 3.4 1 .8 0.99
(143) 0.30 2 .1 19 1 .6 1 .8 0.23
(144) 0.38 3.2 27 1 .6 1.5 0.25

(78) 2cr (136) 2C1'

(137) 2cr (138) 2C1'

(77) 2C1“

(143) 2cr

(142) 2cr

NH

(144)
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3 . 3  S y n t h e s i s  a n d  F e e d i n g  o f  J H - L a b e l l e d  A n a l o g u e s

I n  t h i s  c a s e ,  t h e  g e n e r a l  s t r a t e g y  a d o p t e d  w a s  to 

s y n t h e s i s e  t h e  i m i n i u m  s p e c i e s  ( 1 5 2 ) - ( 1 5 5 )  w h i c h  c o u l d  

b e  r e d u c e d  w i t h  a t r i t i d e  ( H )  r e d u c i n g  a g e n t .  L e o n a r d  

a n d  P a u k s t e l i s  r e p o r t e d ^ *  t h e  d i r e c t  s y n t h e s i s  o f  s u c h  

i m i n i u m  s a l t s  b y  r e a c t i o n  o f  s e c o n d a r y  a m i n e  s a l t s  w i t h  

a l d e h y d e s  a n d  k e t o n e s .  S y n t h e t i c  e q u i v a l e n t s  ( 1 5 6 )  a n d  

( 1 5 7 )  o f ,  r e s p e c t i v e l y ,  4 - a m  i n  o b u t a n a 1 a n d  5 -  

a m  i n  o p  e n  t a n a 1 w e r e  r e q u i r e d  f o r  r e a c t i o n  w i t h  

p y r r o l i d i n e  p e r c h l o r a t e  ( 1 5 8 )  o r  p i p e r i d i n e  p e r c h l o r a t e  

( 1 5 9 )  ( S c h e m e  3 3 ) .  N . - P r o  t e c  t i o n  w a s  r e q u i r e d  t o

p r e v e n t  i n t e r -  o r  i n t r a m o l e c u l a r  r e a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  

a m i n e  a n d  a l d e h y d e  g r o u p s .  T h u s ,  4 - a m i n o b u t a n o l  a n d  5-  

a m i n o p e n t a n o l  w e r e  c o n v e r t e d  i n t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  N -  

b e n z y  1 o x y  c a r b  o n y  1 ( C B Z )  d e r i v a t i v e s  ( 1 6 0 )  a n d  ( 1 6 1 ) .
Q  O

S w e r n  o x i d a t i o n ^  o f  t h e  p r i m a r y  a l c o h o l s  o f  ( 1 6 0 )  a n d  

( 1 6 1 )  g a v e  t h e  c o r r e s p o n d i n g  a l d e h y d e s  ( 1 6 2 )  a n d  ( 1 6 3 )  

i n  q u a n t i t a t i v e  y i e l d .  T h e s e  a l d e h y d e s  w e r e  u n s t a b l e

a n d  h a d  to  be  u s e d  i m m e d i a t e l y .

R e a c t i o n  o f  a l d e h y d e s  ( 1 6 2 )  a n d  ( 1 6 3 )  w i t h  e i t h e r  

p y r r o l i d i n e  p e r c h l o r a t e  ( 1 5 8 )  o r  p i p e r i d i n e  p e r c h l o r a t e  

( 1 5 9 )  u n d e r  a v a r i e t y  o f  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  f a i l e d  t o  

p r o d u c e  t h e  d e s i r e d  i m i n i u m  s a l t s  ( 1 5 2 ) - ( 1 5 5 ) .  F o r

e x a m p l e ,  r e a c t i o n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

d e h y d r a t i n g  a g e n t s  s u c h  as  m o l e c u l a r  s i e v e s  o r  a n h y d r o u s  

m a g n e s i u m  s u l p h a t e ,  o r  i n  a D e a n - S t a r k  a p p a r a t u s  w i t h  

r e f l u x i n g  b e n z e n e  a l l  p r o v e d  u n s u c c e s s f u l .

I t  w a s  t h e r e f o r e  d e c i d e d  to s y n t h e s i s e  t h e  i m i n i u m  

s a l t s  v i a  t h e  c o r r e s p o n d i n g  e n a m i n e s .  R e a c t i o n  o f
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NHRm

N H R
n h .h c io 4 o m

(152) m -1, n=l (158) n=1  (156) m =1

(153) m =l, n=2 (159) n = 2  (1 5 7 ) m = 2
(154) m=2, n=l
(155) m=2, n=2
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a l d e h y d e s  ( 1 6 2 )  a n d  ( 1 6 3 )  w i t h  e i t h e r  p y r r o l i d i n e  o r

p i p e r i d i n e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  v a r i o u s  d e h y d r a t i n g

a g e n t s ,  e g .  K 2 C 0 3 93  C a C l 2 9 4  T i C l 4 , 95  o r  m o l e c u l a r  
9 6s i e v e s  w a s  s t u d i e d  i n  o r d e r  t o  m a x i m i s e  t h e  y i e l d  o f

t h e  r e a c t i o n .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  h i g h e s t  y i e l d  o f

i m i n i u m  s a l t ,  f o r m e d  b y  a c i d i f i c a t i o n  o f  a n  e t h e r

s o l u t i o n  o f  t h e  e n a m i n e  w i t h  7 0 %  p e r c h l o r i c  a c i d  
97( H C 1 0 4 ) , w a s  a c h i e v e d  b y  r e a c t i o n  i n  d i e t h y l  e t h e r  i n

t h e  p r e s e n c e  o f  a n h y d r o u s  K 2 C 0 3 . I t  w a s  a l s o  n o t e d  

t h a t  e n a m i n e  f o r m a t i o n  w a s  f a s t e r  i n  d i e t h y l  e t h e r  t h a n  

i n  d i c h l o r o m e t h a n e .

T h e  i m i n i u m  s a l t s  ( 1 5 2 ) - (  1 5 5  ) w e r e  n o t

p a r t i c u l a r l y  s t a b l e  a n d  i n  g e n e r a l  w e r e  u s e d  w i t h o u t
-2

p u r i f i c a t i o n  i n  t h e  n e x t  s t e p ,  in  w h i c h  t h e  H l a b e l  w a s

i n t r o d u c e d  b y  s o d i u m  b o r  o [ H ] b  o r o  h y d r  i d e / N  a B  H 4
*2

r e d u c t i o n ,  y i e l d i n g  t h e  H - l a b e l l e d  c o m p o u n d s  ( 1 6 4 ) -

( 1 6 7 ) .

T h e  p e n u l t i m a t e  s t a g e  i n  t h e  r e a c t i o n  s c h e m e  

i n v o l v e d  r e m o v a l  o f  t h e  C B Z  p r o t e c t i n g  g r o u p .  T h i s

g r o u p  p r o v e d  r e s i s t a n t  t o  c l e a v a g e  u s i n g  c a t a l y t i c  

h y d r o g e n a t i o n  ( 1 0 %  p a l l a d i u m  o n  c h a r c o a l ,  g l a c i a l  a c e t i c  

a c i d ,  H 2 ) s o  a n  a l t e r n a t i v e  m e t h o d  u s i n g  c a t a l y t i c  

t r a n s f e r  h y d r o g e n a t i o n  w a s  a d o p t e d .  C a r r y i n g  o u t  t h e

r e a c t i o n  i n  m e t h a n o l  c o n t a i n i n g  10% P d - C ,  b o t h  c y c l o -  

h e x e n e 9 ^ a n d  1 , 4  - c y c 1 o h e x a d i e n e 9 9 p r o v e d  t o  b e  

i n e f f e c t i v e  a s  h y d r o g e n  d o n o r s .  H o w e v e r ,  s m o o t h

h y  d r o g e n o l y  s i s  o f  t h e  C B Z  g r o u p  c o u l d  b e  a c h i e v e d  in  

e a c h  c a s e  u s i n g  a m m o n i u m  f o r m a t e ^ ^  as  t h e  h y d r o g e n  

d o n o r ,  f u r n i s h i n g  t h e  J H - l a b e l l e d  p r e c u r s o r s  ( 1 6 8 ) -  

( 1 7 1 ) .  T h e  f i n a l  s t e p  t h e n  i n v o l v e d ,  a s  i n  t h e
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s y n t h e s i s  o f  ^ C - l a b e l l e d  a n a l o g u e s ,  o x i d a t i o n  t o  

i m i n i u m  i o n s  ( 1 7 2 ) - ( 1 7 5 )  w i t h  m e r c u r y  ( I I )  a c e t a t e .  

T h e  o v e r a l l  s y n t h e t i c  r o u t e  t o  H - l a b e l l e d  p r e c u r s o r s  is 

s h o w n  i n  S c h e m e  34.

T h i s  s y n t h e t i c  r o u t e  h a d  a n u m b e r  o f  a d v a n t a g e s  

o v e r  t h a t  u s e d  t o  s y n t h e s i s e  * ^ C - l a b e l l e d  a n a l o g u e s .  

T h e s e  w e r e  ( i )  o v e r a l l  y i e l d s  w e r e  h i g h e r ;  ( i i )  t h e  

r a d i o l a b e l  w a s  i n t r o d u c e d  a t  a l a t e r  s t a g e ;  a n d  ( i i i )  

p r e c u r s o r s  h a d  h i g h e r  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s ,  i n  t h e  r e g i o n  

o f  1 5 0 - 2 5 0  p . C i / m m o l ,  c o m p a r e d  w i t h  v a l u e s  o f  2 - 3 0  p.Ci /  

m m o l  f o r  t h e  * ^ C - l a b e l l e d  a n a l o g u e s .  O f  p a r t i c u l a r

n o t e  i s  t h e  f a c t  t h a t  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  e a c h  

p r e c u r s o r  r e m a i n e d  r e a s o n a b l y  c o n s t a n t  a f t e r  o x i d a t i o n  

w i t h  m e r c u r y  ( I I )  a c e t a t e ,  i n d i c a t i n g  l i t t l e  o r  n o  l o s s  

o f  t r i t i u m  d u r i n g  t h e  o x i d a t i o n .

W i t h  t h e  ^ H - l a b e l l e d  i m i n i u m  i o n s  ( 1 7 2 ) - ( 1 7 5 )  as  

w e l l  a s  t h e  c o r r e s p o n d i n g  s a t u r a t e d  s a l t s  ( 1 6 8 ) - ( 1 7 1 )  

n o w  i n  h a n d ,  a s e r i e s  o f  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w a s  c a r r i e d  

o u t  i n  t h e  s u m m e r  o f  1 9 8 9  u s i n g  t h e  p l a n t s  s p e c i e s  

S e n e c i o  p l e i s t o c e p h a l u s ,  S . i s a t i d e  u s  a n d  C y n o  g l o s s u m
'i

a u s t r a l e . E a c h  J H - l a b e l l e d  p r e c u r s o r  w a s  m i x e d  w i t h

[ 1 , 4 -   ̂^ C ] p u  t r e s c i n e  as  a n  i n t e r n a l  s t a n d a r d  t o  g i v e  a n  

i n i t i a l  ^ H / ^ ^ C  r a t i o  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 0 : 1 .  T h e

p r e c u r s o r s  w e r e  a d m i n i s t e r e d  o n  o n e  d a y  a n d  a f t e r  

f o u r t e e n  d a y s  t h e  p l a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  t h e

a l k a l o i d s  w e r e  e x t r a c t e d .  T h i s  t i m e ,  t h e  r e s u l t s  f r o m  

r a d i o a c t i v e  c o u n t i n g  o f  t h e  c r u d e  a l k a l o i d  m i x t u r e s  w e r e

m o r e  e n c o u r a g i n g  ( T a b l e s  6 - 8 ) ,  w i t h  t o t a l  i n c o r p o r a t i o n s  

o f  t r i t i u m  i n t o  t h e  c r u d e  a l k a l o i d  m i x t u r e  o f  2 - 1 5 %  f o r  

S . p l e i s t o c e p h a l u s .  A f e w  g e n e r a l  p o i n t s  e m e r g e d  f r o m



HoN

Ph'

5M NaOH 
O

^ o ^ c . (160) m=l
(161) m= 2

NCBZ
H

m

NCBZm3
(164)-(167)

Scheme 34

i) pyrrolidine 
or piperidine,

1c2C 03, Et20
ii) HC104

i) 10% Pd-C,

HCOO.NH 
MeOH 

ii) HC1

4 >

(COCl)2, DMSO, 
Et3N, CH2C12, -60

CBZN

(162) m=l H
(163) m= 2
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Table 6

S. pleistocephalus 
Precursor Amount fed Amount isolated

3H juCi mg mg Initial 3H/14C Final 3H/ 14C
o
H Total incorporatior

(172) 3.0 3.1 235 4.9 7.8 14.2
(173) 8.9 9.4 118 14.1 10.5 6.4
(174) 6.3 5.9 2 0 2 13.1 14.5 14.1
(175) 10.1 1 0 .8 240 10.1 7.4 5.9
(168) 4.6 6 .1 2 2 2 8 .8 7.5 5.0
(169) 7.5 1 1 .2 379 10.9 9.5 3.4
(170) 9.2 8 . 0 255 9.2 8.8 3.9
(171) 1 0 .8 14.0 255 12.7 8.3 2.9

NH

(172) 2C1' (173)

NH

(174) 2cr

NH

(175) 2C1'

N
I

H NH

(168) 2CT

NI
H

NH

(170) 2CT

(169)

NH

(171) 2C1‘
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Table 7 

C australe
Precursor Amount fed Amount isolated

3H jLi Ci mg mg Initial 3H/14C Final 3H/ 14C 3H Total incorporatioi

(172) 2.9 3.0 90 1 0 .8 11 .1 0.97

(173) 8.5 9.0 71 6 .6 4.5 0.53
(174) 1 0 .8 1 0 .2 41 8.5 7.3 0.71
(175) 9.5 1 0 .2 87 9.5 6.4 0.41
(168) 5.2 6.9 49 14.1 1 1 .2 0.65

(169) 5.4 8 . 0 65 6.9 4.3 0.31
(170) 9.6 8.4 75 9.6 8.2 0.36

(171) 1 0 .0 13.0 45 8.4 5.0 0.26

K

NH
(173) 2C1'(172) 2C1'

s NH

(175)

NH

(174) 2C1'

NH

(169) 2C1"

Ni
H NH

(168) 2CT

NH

2C1'(171)

NI
H

NH

(170) 2C1'
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Table 8 

S. isatideus

Precursor Amount fed Amount isolated
3H juCi mg mg Initial 3H/14C Final 3H/ 14C

(172) 3.1 3.2 54 5.2 5.9
(173) 1 0 .0 1 0 .6 75 9.6 10.3
(174) 9.6 9.0 89 10.1 1 1 .2

(175) 9.7 10.4 84 9.7 8 .6

(172)

NH

(174) 2CT

H Total incorporation 

1.1 
0!84 

0.91 
0.71

(173)

s NH

2cr(175)

CHO

m

(176) m=2, n=l
(177) m =l, n=2
(178) m=2, n=2



t h e s e  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s :  ( i )  t h e  h i g h e s t  t o t a l

i n c o r p o r a t i o n s  w e r e  a c h i e v e d  i n  e x p e r i m e n t s  w i t h  S.  

p l e i s t o c e p h a l u s ; ( i i )  o n  t h e  w h o l e ,  i m i n i u m  i o n  

p r e c u r s o r s  ( 1 7 2 ) - ( 1 7 5 )  w e r e  i n c o r p o r a t e d  m o r e  

e f f i c i e n t l y  t h a n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  s a t u r a t e d  c o m p o u n d s

( 1 6 8 ) - ( 1 7 1 )  - t h e  l a t t e r  p r o b a b l y  h a v e  t o  u n d e r g o  an

a d d i t i o n a l  i n  v i v o  o x i d a t i o n  i n  o r d e r  t o  b e c o m e  i n v o l v e d  

i n  t h e  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y ;  ( i i i ) t h e  h i g h e r  h o m o l o g u e s  

t e n d  t o  b e  i n c o r p o r a t e d  l e s s  e f f i c i e n t l y  t h a n  p u t r e s c i n e  

( 3 0 )  s i n c e  t h e r e  w a s  u s u a l l y  a d e c r e a s e  i n  t h e  

r a t i o  i n  t h e s e  c a s e s ;  ( i v )  t h e  i n c o r p o r a t i o n  f i g u r e s  f o r  

p u t r e s c i n e  w e r e  g e n e r a l l y  l o w e r  i n  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  

w i t h  s a t u r a t e d  p r e c u r s o r s  ( 1 6 8 ) - ( 1 7 1 ) ,  w i t h  s m a l l e r  

d e c r e a s e s  i n  t h e  ^ H / l ^ C  r a t i o s .  T h i s  l a s t  p o i n t  i s  o f  

p a r t i c u l a r  n o t e  s i n c e  i t  s u g g e s t s  t h a t  t h e  s a t u r a t e d  

a n a l o g u e s  m a y  b e  i n h i b i t i n g  e n z y m i c  o x i d a t i o n  o f  

p u t r e s c i n e .  I n c o r p o r a t i o n  f i g u r e s  f o r  e x p e r i m e n t s  w i t h  

S . p l e i s t o c e p h a l u s  w e r e  p a r t i c u l a r l y  h i g h ,  a n d  s o  m o s t  

e f f o r t  w a s  e x p e n d e d  o n  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  c o m p o s i t i o n  

o f  e a c h  c r u d e  e x t r a c t  f r o m  t h i s  s p e c i e s .  A l l  e i g h t

s a m p l e s  d e r i v e d  f r o m  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  S .  

p l e i s t o c e p h a l u s  w e r e  s u b j e c t e d  t o  T L C  a n a l y s i s  u s i n g  

c h l o r o f o r m - m e t h a n o l - c o n c . a m m o n i a  ( 8 5 : 1 4 : 1 )  a s  t h e  

e l u t i n g  m i x t u r e ,  a n d  a r a d i o s c a n  o f  e a c h  c h r o m a t o g r a m  

w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y .  

T h e  s a m p l e s  d e r i v e d  f r o m  f e e d i n g  ( 1 6 8 )  a n d  ( 1 7 2 )  e a c h  

s h o w e d  o n e  r a d i o a c t i v e  b a n d  c o i n c i d e n t  w i t h  a u t h e n t i c  

u n l a b e l l e d  r o s m a r i n i n e  ( 7 0 ) .  O f  p a r t i c u l a r  i n t e r e s t

w a s  t h e  p r e s e n c e  o f  a b r o a d  b a n d  a t  R p  0 . 1 5 - 0 . 2 8  on  t he  

c h r o m a t o g r a m  o f  e a c h  o f  t h e  o t h e r  s i x  s a m p l e s ,  d e r i v e d  

f r o m  ( 1 6 9 ) - ( 1 7 1 )  a n d  ( 1 7 3 ) - ( 1 7 5 )  a l o n g  w i t h  a b a n d  

c o r r e s p o n d i n g  t o  r a d i o l a b e l l e d  r o s m a r i n i n e  ( 7 0 )  a t  R p
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0 . 3 4 .  E a c h  o f  t h e s e  b a n d s  w a s  s h o w n  to  be  d u e  to t h e

p r e s e n c e  o f  o n e  o r  m o r e  t e r t i a r y  a m i n e s  b y  s p r a y i n g  e a c h  

o f  t h e  t i c  p l a t e s  w i t h  t h e  m o d i f i e d  D r a g e n d o r f f  

r e a g e n t . * ® *  N e x t ,  t h e  r o s m a r i n i n e  ( 7 0 )  i n  e a c h  s a m p l e

w a s  r e c r y s t a l l i s e d  t o  c o n s t a n t  s p e c i f i c  a c t i v i t y  f r o m  

d i c h l o r o m e t h a n e - a c e t o n e  ( 1 : 1 ) .  R o s m a r i n i n e  d e r i v e d

f r o m  p r e c u r s o r s  ( 1 6 8 )  a n d  ( 1 7 2 )  g a v e  c o n s t a n t  ^ H / * ^ C

r a t i o s .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  a f t e r  f i v e
-2

r e c r y s t a l l i s a t i o n s  a l m o s t  a l l  t h e  H a c t i v i t y  o f  e a c h  o f  

t h e  r e m a i n i n g  s i x  s a m p l e s  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  t h e  m o t h e r  

l i q u o r s  w h e r e a s  m o s t  o f  * ^ C  a c t i v i t y  w a s  i n  t h e  

r e c r y s t a l l i s e d  r o s m a r i n i n e .  T h e  r e s i d u e  f r o m  e a c h  o f

t h e s e  s i x  m o t h e r  l i q u o r s  w a s  p u r i f i e d  b y  p r e p a r a t i v e  t i c

to  r e m o v e  r e s i d u a l  a m o u n t s  o f  * ^ C - l a b e l l e d  r o s m a r i n i n e ,
■2

a l l o w i n g  i s o l a t i o n  o f  v i r t u a l l y  a l l  o f  t h e  H a c t i v i t y .  

U n f o r t u n a t e l y ,  i n  e a c h  c a s e  t h e  a m o u n t  o f  m a t e r i a l  

i s o l a t e d  w a s  i n s u f f i c i e n t  t o  c h a r a c t e r i s e  a n y  a n a l o g u e  

p r o d u c e d ,  s a v e  t o  s a y  t h a t  e a c h  a p p e a r e d  t o  b e  a 

t e r t i a r y  a m i n e .  T h e  i n i t i a l  p r o d u c t  o f  t h e  a c t i o n  o f  a 

d i a m i n e  o x i d a s e  o n  a n a l o g u e s  s u c h  a s  ( 1 7 3 ) - ( 1 7 5 )  w o u l d  

b e  o f  t h e  g e n e r a l  s t r u c t u r e  ( 1 7 6 ) - ( 1 7 8 ) .  A t  p r e s e n t ,  

t h e  d e g r e e  o f  a n y  f u r t h e r  e l a b o r a t i o n  o f  s u c h  c o m p o u n d s  

h a s  y e t  t o  b e  d e t e r m i n e d .

3 . 4  C o n c l u s i o n s

I t  a p p e a r s  f r o m  t h i s  w o r k  t h a t  t h e  e n z y m e s  p r e s e n t  

i n  p l a n t  s p e c i e s  w h i c h  p r o d u c e  p y  r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s  

c a n  a c c e p t  u n n a t u r a l  s u b s t r a t e s .  T h e  u s e  o f  p r e c u r s o r s  

o f  h i g h  s p e c i f i c  a c t i v i t y  h a s  b e e n  o f  p a r t i c u l a r  v a l u e .  

T h e  h i g h e s t  i n c o r p o r  atu> n s  w e r e  a c h i e v e d  w i t h  S . 

p l e i s t o c e p h a l u S y  s o  f u t u r e  w o r k  s h o u l d  c o n c e n t r a t e  o n
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f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  q u a n t i t i e s  o f  u n n a t u r a l  

p r e c u r s o r s  u s i n g  a n u m b e r  o f  S . p l e i s t o c e p h a l u s  p i  a n t s .  

T h i s  s h o u l d  e n a b l e  m i l l i g r a m  q u a n t i t i e s  o f  a n a l o g u e s  t o  

b e  i s o l a t e d ,  f a c i l i t a t i n g  t h e i r  c h a r a c t e r i s a t i o n  a n d  

p e r h a p s  b i o l o g i c a l  e v a l u a t i o n .



C h a p t e r  4

OXIDATION OF DIAMINES BY DIAMINE OXIDASE

4 . 1  I n t r o d u c t i o n

T h e  p r e v i o u s  c h a p t e r  c o n t a i n s  a d i s c u s s i o n  o f  

b i o s y n t h e t i c  e x p e r i m e n t s  c a r r i e d  o u t  w i t h  a s e r i e s  o f  

a n a l o g u e s  o f  a k n o w n  i n t e r m e d i a t e  i n  p y  r r o l i z i d i n e  

a l k a l o i d  b i o s y n t h e s i s .  I n  t h i s  c h a p t e r  t h e  r e s u l t s  o f  a 

b i o p h y s i c a l  s t u d y  o f  t h e s e  a n a l o g u e s  a r e  p r e s e n t e d .  

S y n t h e s i s  o f  t h e  i m i n i u m  i o n  ( 2 2 )  a n d  n o n - l a b e l l e d  

a n a l o g u e s  ( 1 7 9 ) - ( 1 8 5 )  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  o u t l i n e d  i n  

S c h e m e  3 0  ( C h a p t e r  3 ) ,  s u b s t i t u t i n g  s o d i u m  c y a n i d e  f o r  

s o d i u m  [ ^ C ] c y a n i d e .  T h e s e  c o m p o u n d s  w e r e  t h e n  a s s a y e d

as  s u b s t r a t e s  f o r  t h e  d i a m i n e  o x i d a s e  ( D A O , E C  1 . 4 . 3 . 6 )  

f r o m  p e a  s e e d l i n g s ,  u s i n g  a k i n e t i c  a s s a y  p r o c e d u r e  

w h i c h  a l l o w e d  d e t e r m i n a t i o n  o f  a n d  V m a x  d a t a  f o r  e a c h

s u b s t r a t e .  T h i s  p r o v i d e s  a n  o p p o r t u n i t y  f o r  a m o r e

r i g o r o u s  s t u d y  o f  t h e  e n z y m i c  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  d i a m i n e  

o x i d a s e .

4 . 2  E n z y m e  K i n e t i c s

M u c h  o f  t h e  c a t a l y t i c  p o w e r  o f  e n z y m e s  c o m e s  f r o m  

t h e i r  b r i n g i n g  s u b s t r a t e s  t o g e t h e r  i n  f a v o u r a b l e  

o r i e n t a t i o n s  i n  e n z y m e - s u b s t r a t e  ( E S )  c o m p l e x e s .  H i g h -  

r e s o l u t i o n  i m a g e s  o f  s u b s t r a t e s  a n d  s u b s t r a t e  a n a l o g u e s  

b o u n d  t o  t h e  a c t i v e  s i t e s  o f  e n z y m e s  h a v e  b e e n  p r o v i d e d  

b y  X - r a y  c r y s t a l l o g r a p h y .  T h e s e  n o n - c o v a l e n t l y  b o u n d  

c o m p l e x e s  w e r e  f i r s t  p o s t u l a t e d  b y  M i c h a e l i s  i n  

1 9 1 3 . * ® ^  I t  w a s  n o t e d  t h a t  a t  c o n s t a n t  e n z y m e

c o n c e n t r a t i o n ,  t h e  r a t e  o f  r e a c t i o n  i n c r e a s e s  w i t h
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(22) 2C1* (183) 2C1-

(184) 2 c r

H,

(185) 2C1’

NH
(179) 2C1' (180) 2C1*

(181) 2C1‘

NH

(182) 2C1'
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i n c r e a s i n g  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  u n t i l  a m a x i m a l  

v e l o c i t y  i s  r e a c h e d .  T h e r e  i s  n o  s u c h  s a t u r a t i o n

e f f e c t  i n  u n - c a t a l y s e d  r e a c t i o n s .  I n  e n z y m i c  r e a c t i o n s

t h e  m a x i m a l  v e l o c i t y  i s  r e a c h e d  w h e n  a l l  t h e  c a t a l y t i c  

s i t e s  a r e  f i l l e d .  T h e  M i c h a e l i s - M e n t e n  m o d e l  i s  t h e

s i m p l e s t  o n e  t h a t  c a n  a c c o u n t  f o r  t h e  k i n e t i c  p r o p e r t i e s  

o f  m a n y  e n z y m i c  r e a c t i o n s ,  i n  w h i c h  t h e  r a t e  o f  

c a t a l y s i s ,  V ,  v a r i e s  w i t h  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n ,  [ S ] .

A t  a f i x e d  e n z y m e  c o n c e n t r a t i o n ,  V  i s  a l m o s t  l i n e a r l y  

p r o p o r t i o n a l  t o  [S ]  w h e n  [S]  i s  s m a l l .  A t  h i g h  [ S ] ,  V 

is  n e a r l y  i n d e p e n d e n t  o f  [ S ] ,  a n d  a t  a s a t u r a t i n g  [ S ] ,  V 

r e a c h e s  a l i m i t i n g  v a l u e  t e r m e d  V m a x .

I n  d e r i v i n g  t h e  k i n e t i c  e x p r e s s i o n s  o f  t h e  

M i c h a e l i s - M e n t e n  m o d e l ,  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  e n z y m e  

c o n c e n t r a t i o n  i s  n e g l i g i b l e  c o m p a r e d  t o  t h a t  o f  t h e  

s u b s t r a t e .  T h e  c r i t i c a l  f e a t u r e  o f  t h e  m o d e l  i s  t h a t

a s p e c i f i c  e n z y m e - s u b s t r a t e  c o m p l e x  i s  a n e c e s s a r y

i n t e r m e d i a t e  i n  c a t a l y s i s  ( e q u a t i o n  1 ) .
kj k3

E + S ES ------------ ► E + P m
k2

w h e r e  E = E n z y m e ,  S =  S u b s t r a t e ,  ES  = E n z y m e - S u b s t r a t e  

c o m p l e x ,  P =  P r o d u c t .

A n  e x p r e s s i o n  i s  r e q u i r e d  t h a t  r e l a t e s  t h e  r a t e  o f  

c a t a l y s i s  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u b s t r a t e  a n d  e n z y m e  

a n d  t h e  r a t e s  o f  t h e  i n d i v i d u a l  s t e p s .  T h e  c a t a l y t i c

r a t e ,  V ,  i s  e q u a l  t o  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

t h e  ES  c o m p l e x  a n d  k-^:

V = k 3[ES] [2]
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W e  n o w  n e e d  to  e x p r e s s  [ E S ]  in k n o w n  q u a n t i t i e s :

Rate of formation of ES = k j [E] [S] [3]
Rate of breakdown of ES = (k2+k3)[ES] [4]

s i n c e  E S  c a n  e i t h e r  d i s s o c i a t e  t o  E a n d  S o r  c a n  p r o c e e d  

to  f o r m  p r o d u c t  P.

U n d e r  s t e a d y  s t a t e  c o n d i t i o n s ,  w h e n  t h e

c o n c e n t r a t i o n  o f  E S  i s  c o n s t a n t  w h i l e  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  S a n d  P a r e  c h a n g i n g ,  t h e  r a t e s  o f  f o r m a t i o n  a n d  

b r e a k d o w n  o f  ES  a r e  e q u a l :

k,[E][S] = (k2+k3)[ES] [5]

i . . .  [ES] = - ™ L _  [6]
(k2+k3)/k,

T h i s  e x p r e s s i o n  c a n  b e  s i m p l i f i e d  b y  d e f i n i n g  t h e

M i c h a e l i s  c o n s t a n t ,  K j ^ ,  as  :

T/r ^ 2 + ^3  [T1

ki

i - e -  [ES] = ft!
Km

P r o v i d e d  t h e  e n z y m e  c o n c e n t r a t i o n  i s  m u c h  l e s s  

t h a n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s u b s t r a t e ,  t h e n  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  u n c o m b i n e d  s u b s t r a t e  i s  e f f e c t i v e l y  

e q u a l  t o  t h e  t o t a l  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n .  T h e

c o n c e n t r a t i o n  o f  u n c o m b i n e d  e n z y m e  [ E]  i s  e q u a l  t o  t h e  

t o t a l  e n z y m e  c o n c e n t r a t i o n  [ E ^ ]  m i n u s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  

o f  t h e  e n z y m e - s u b s t r a t e  c o m p l e x  [ E S ]  

ie [E] =[Ej.]-[ES] t 9 ]
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S u b s t i t u t i n g  t h i s  e x p r e s s i o n  f o r  [ E ]  i n t o  e q u a t i o n  8 

g i v e s :
([Et ]-[ES])[S] [10]

[ES] = ---------------------
Km

[S]/Km r i l l[ES] = [Et]--------------1 J ICTJ 1+[S]/Km

^  ,  IS ] [1 2 ]
[E S ]  -  [ E j ]  [ S ] + K m

S u b s t i t u t i n g  t h i s  e x p r e s s i o n  f o r  [ E S ]  i n t o  e q u a t i o n  2 

g i v e s :
[S ]  [13]

V-W M 1sFKm

T h e  l i m i t i n g  r a t e ,  ^ m a x » *s a t t a i n e d  w h e n  t h e  e n z y m e  

a c t i v e  s i t e s  a r e  s a t u r a t e d  w i t h  s u b s t r a t e ,  i e  w h e n  [ S ]  

i s  m u c h  g r e a t e r  t h a n  K M , s o  [ S ] / [ S ]  + K M  a p p r o a c h e s  1. 

T h u s ,

VmK = k3[ET] [14]

T h e  M i c h a e l i s - M e n t e n  e q u a t i o n  i s  o b t a i n e d  b y

s u b s t i t u t i n g  e q u a t i o n  14  i n t o  e q u a t i o n  13 :

[S ]  [1 5 ]v = v --------
max [S]+Km

A t  v e r y  l o w  [ S ] ,  w h e n  [S]  is m u c h  l e s s  t h a n  K j ^ ,

[S ]  [1 6 ]
v  = v max—

a n d  t h e  r a t e  i s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  s u b s t r a t e  

c o n c e n t r a t i o n .  A t  h i g h  [ S ] ,  w h e n  [ S ]  i s  m u c h  g r e a t e r  

t h a n  K|yj ,  i t  c a n  be  s e e n  f r o m  e q u a t i o n  15 t h a t  V  = V m a x , 

i e  t h e  r a t e  i s  m a x i m a l ,  a n d  i n d e p e n d e n t  o f  e n z y m e  

c o n c e n t r a t i o n .  A l s o ,  w h e n  [S]  = K ^ j ,  v  =  v m a x ' 2 ’ ie

K j ^  i s  e q u a l  t o  t h e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  a t  w h i c h  t h e  

r e a c t i o n  r a t e  i s  h a l f  i t s  m a x i m a l  v a l u e .  is  o f

s i g n i f i c a n c e  s i n c e  i t  g i v e s  a n  i n d i c a t i o n  o f  t h e  b i n d i n g
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e f f i c i e n c y  o f  a g i v e n  s u b s t r a t e  s i n c e  i t  i s  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  a t  w h i c h  h a l f  t h e  e n z y m e  a c t i v e  s i t e s  a r e  

f i l l e d .

T h e  t u r n o v e r  n u m b e r  o f  an  e n z y m e  is  t h e  n u m b e r  o f  

s u b s t r a t e  m o l e c u l e s  c o n v e r t e d  i n t o  p r o d u c t  b y  a n  e n z y m e  

m o l e c u l e  i n  a u n i t  t i m e  w h e n  t h e  e n z y m e  i s  f u l l y  

s a t u r a t e d  w i t h  s u b s t r a t e .  T h e  k i n e t i c  c o n s t a n t  k ^

d e n o t e s  t h e  t u r n o v e r  n u m b e r .  T h e  m a x i m a l  r a t e ,  V m a x , 

r e v e a l s  t h e  t u r n o v e r  n u m b e r  i f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

a c t i v e  s i t e s  i s  k n o w n  s i n c e .

V m a x  = k 3 [=T]  U 4 ]
A  p l o t  o f  t h e  r e a c t i o n  v e l o c i t y ,  V ,  as  a f u n c t i o n  o f  t h e

s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n ,  [ S ] ,  f o r  a n  e n z y m e  t h a t  o b e y s

M i c h a e l i s - M e n t e n  k i n e t i c s  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  2.

'■* V — V  max [ S

K M

S

F i g u r e  2 1 0 3 .

T h e  M i c h a e l i s - M e n t e n  e q u a t i o n  c a n  b e  t r a n s f o r m e d  i n t o  a 

s t r a i g h t  l i n e  p l o t  b y  t a k i n g  t h e  d o u b l e  r e c i p r o c a l :

V
1 KiM 1

v r v ma* [S] [17]

A p l o t  o f  1 / V  v e r s u s  1 / [ S ] ,  c a l l e d  a L i n e  w e a v e r - B u r k  

p l o t ,  g i v e s  a s t r a i g h t  l i n e  w i t h  i n t e r c e p t  1 / V m a x  a n d  

s l o p e  K M / V m a x  ( F i g u r e  3) .



9 5

\ /K

0

F i g u r e  3 *03

The Lineweaver-Burk plot

T h e  M i c h a e l i s - M e n t e n  e q u a t i o n  c a n  a l s o  b e  r e a r r a n g e d  to  

g i v e  V  as  a f u n c t i o n  o f  V / [ S ] :

V  =  V max- K MV / [ S ] [ 18 ]

T h e  g r a p h i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  V  v e r s u s  V / [ S ]  i s  a n  E a d i e  

H o f s t e e  p l o t  ( F i g u r e  4 ) .

F i g u r e  4  1 0 3 .

The Eadie-Hofstee plot

T h i s  p l o t  g i v e s  a n  i n t e r c e p t  o f  V m a x  o n  t h e  y a x i s  as  

V / [ S ]  t e n d s  t o  z e r o .  T h e  s l o p e  o f  t h e  l i n e  i s  e q u a l

to  - K m .

T h e  L i n e w e a v e r - B u r k  p l o t  c o m p r e s s e s  t h e  d a t a  

p o i n t s  a t  h i g h  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  i n t o  a s m a l l  

r e g i o n  a n d  e m p h a s i s e s  t h e  p o i n t s  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n .

max

V

■/[s]



96

T h e  E a d i e - H o f s t e e  p l o t  d o e s  n o t  c o m p r e s s  t h e  h i g h e r  

v a l u e s  a n d  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  m o r e  a c c u r a t e  a n d  

g e n e r a l l y  s u p e r i o r .

4 . 3  T h e  O x i d a t i o n  o f  D i a m i n e s  bv  D A O .

T h e r e  i s  m u c h  i n t e r e s t  i n  d i a m i n e  o x i d a s e s  d u e  to 

t h e i r  r o l e  i n  t h e  m e t a b o l i s m  o f  p o l y a m i n e s  i n  m o s t  

o r g a n i s m s .  T h e y  a r e  r e q u i r e d  f o r  t h e  r e g u l a t i o n  o f

c e l l u l a r  l e v e l s  o f  p o l y a m i n e s  w h i c h  a r e  e s s e n t i a l  f o r  

t h e  g r o w t h  a n d  p r o l i f e r a t i o n  o f  a l l  l i v i n g  c e l l s .  

A l t h o u g h  t h e  p r e c i s e  f u n c t i o n  o f  t h e  c e l l u l a r  p o l y a m i n e s  

i s  u n c e r t a i n ,  i t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t h a t  t h e  p o l y a m i n e s  

s e r v e  t o  s t a b i l i s e  D N A  t h r o u g h  e l e c t r o s t a t i c  a n d  

h y d r o g e n - b o n d i n g  i n t e r a c t i o n s  a n d ,  i n  t h i s  w a y ,  m a y  p l a y  

a r o l e  i n  c e l l  r e p l i c a t i o n .  * ^

T h e  m a j o r i t y  o f  d i a m i n e  o x i d a s e s  a r e  d i m e r i c  

p r o t e i n s  w i t h  s u b u n i t s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  c a . 9 0 , 0 0 0
9 4-c o n t a i n i n g  C u  a n d  p y r r o l o q u i n o l i n e q u i n o n e  ( P Q Q )  ( 1 8 6 )
10 7as  c o - f a c t o r s .  w T h e  p r o p o s e d  m e c h a n i s m  f o r  D A O

o x i d a t i o n  i n v o l v i n g  P Q Q  is s h o w n  i n  S c h e m e  35 .  K i n e t i c
1 0 Ra n d  s p e c t r o s c o p i c  e v i d e n c e  s u g g e s t  t h a t  P Q Q  f o r m s  an 

i m i n e  ( 1 8 7 )  w i t h  t h e  d i a m i n e  s u b s t r a t e .  S u b s e q u e n t

t a u t o m e r i s  a t i o n  a n d  h y d r o l y s i s  o f  t h e  r e s u l t a n t  i m i n e  

( 1 8 8 )  l i b e r a t e s  t h e  a l d e h y d e  ( 1 8 9 ) .  T h e  c o - f a c t o r  i s
9 i

o x i d i s e d  b y  O 2  i n  a p r o c e s s  r e q u i r i n g  C u  a n d  H 2 O 2  is 

r e l e a s e d .  H y d r o l y s i s  o f  i m i n e  ( 1 9 0 )  r e g e n e r a t e s  P Q Q  

a n d  l i b e r a t e s  N H ^ .
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4 . 4  T h e  S p e c t r o p h o t o m e t r i c  A s s a y

T h e  k i n e t i c  d a t a  f o r  D A O - c a t a l y s e d  o x i d a t i o n  o f  

s u b s t r a t e s  ( 2 2 )  a n d  ( 1 7 9 ) - ( 1 8 5 )  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  

p r o c e d u r e  o f  S t o n e r .  * 0 9  T h i s  i n v o l v e s  a p e r o x i d a s e -  

c o u p l e d  a s s a y  ( h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e ,  E C  1 . 1 1 . 1 . 7 ,  f r o m  

S i g m a )  t o  m o n i t o r  c o n t i n u o u s l y  t h e  h y d r o g e n  p e r o x i d e  

r e l e a s e d  d u r i n g  d i a m i n e  o x i d a t i o n  ( S c h e m e  3 6 )  a t  2 5 ° C ,  

7 O m M  p h o s  p h  a t e  b u f f e r ,  p H  6 . 3 ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  3 -  

m e t h y l - 2 - b e n z o t h i a z o l i n o n e  h y d r a z o n e  ( M B T H )  ( 1 9 1 )  a n d  3 -  

( d i m e t h y l a m i n o ) b e n z o i c  a c i d  ( D M A B )  ( 1 9 2 ) .  O x i d a t i v e  

c o u p l i n g  ( S c h e m e  3 7 )  g e n e r a t e s  s t o i c h i o m e t r i c  q u a n t i t i e s  

o f  a n  i n d a m i n e  d y e  ( 1 9 3 )  w i t h  a c h a r a c t e r i s t i c  

a b s o r b a n c e  m a x i m u m  at  5 9 5 n m ,  a n d  r a t e s  o f  r e a c t i o n  c a n  

b e  d e t e r m i n e d  d i r e c t l y  i n  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r .

I n i t i a l  r a t e s  w e r e  d e t e r m i n e d  o v e r  a r a n g e  o f  s u b s t r a t e  

c o n c e n t r a t i o n s  f r o m  t h e  l i n e a r  a b s o r b a n c e  c h a n g e s  d u r i n g  

t h e  f i r s t  m i n u t e  o f  r e a c t i o n ,  a n d  M i c h a e l i s - M e n t e n  

b e h a v i o u r  w a s  o b s e r v e d  i n  a l l  c a s e s .  R a t e  d a t a  w e r e  

a n a l y s e d  f o r  Kjyj a n d  V m a x  b y  l e a s t - s q u a r e s  f i t t i n g  o f  

E a d i e - H o f s t e e  ( V  v s  V / [ S ] )  a n d  L i n e w e a v e r - B u r k  ( 1 / V  v s
1 O'!

1 / [ S ] )  p l o t s .  D a t a  q u o t e d  a r e  t h e  m e a n s  o f  a t

l e a s t  t h r e e  d e t e r m i n a t i o n s .



4 . 5  R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n

T h e  e i g h t  c o m p o u n d s  ( 2 2 )  a n d  ( 1 7 9 ) - ( 1 8 5 )  w e r e

t e s t e d  a s  s u b s t r a t e s  f o r  p e a - s e e d l i n g  D A O  u s i n g  t h e

a f o r e m e n t i o n e d  p e r o x i d a s e - c o u p l e d  a s s a y .  T h i s

p r o v i d e d  M i c h a e l i s - M e n t e n  p a r a m e t e r s  f o r  e a c h

e n z y m e / s u b s t r a t e  p a i r  ( T a b l e s  9 a n d  1 0 ) .  P u b l i s h e d
1 1 od a t a  f o r  p u t r e s c i n e  ( 3 0 ) ,  N - m e t h y l p u t r e s c i n e  ( 1 9 4 ) ,

N _ - e t h y l p u t r e s c i n e  ( 1 9 5 ) ,  N _ - p r o p y l p u t r e s c i n e  ( 1 9 6 ) ,  a n d  

c a d a v e r i n e  ( 1 9 7 )  a r e  a l s o  s h o w n  f o r  c o m p a r i s o n  ( T a b l e  

1 1 ) .

A n a l y s i s  o f  t h e  p a r a m e t e r s  f r o m  T a b l e  9 r e v e a l s  

t h a t  t h e  v a l u e s  c a n  b e  c l a s s i f i e d  i n t o  t w o  d i s t i n c t

g r o u p s .  T h e  s u b s t r a t e  b i n d i n g  a f f i n i t i e s ,  a s  i n d i c a t e d  

b y  K m  v a l u e s ,  f o r  c o m p o u n d s  ( 1 7 9 )  a n d  ( 1 8 0 )  a r e  0 . 9 4  m M  

a n d  1 . 1 9 m M  r e s p e c t i v e l y ,  w h i c h  is  i n  g o o d  a g r e e m e n t  w i t h

t h e  v a l u e  f o r  p u t r e s c i n e  ( 1 . 1 8 m M ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e

b i n d i n g  a f f i n i t i e s  f o r  s u b s t r a t e s  ( 1 8 1 )  a n d  ( 1 8 2 ) ,  

0 . 2 0 m M  a n d  0 . 3 7 m M  r e s p e c t i v e l y ,  c o r r e l a t e  w e l l  w i t h  t h a t

f o r  c a d a v e r i n e  ( 0 . 2 4 m M ) .  T h u s ,  i t  c a n  b e  s a i d  t h a t  

c o m p o u n d s  ( 1 7 9 )  a n d  ( 1 8 0 )  a r e  s u b s t r a t e s  c o m p a r a b l e  i n  

b i n d i n g  a f f i n i t y  t o  N_- a l k y l  p u t r e s c i n e s  w h e r e a s  

c o m p o u n d s  ( 1 8 1 )  a n d  ( 1 8 2 )  b e h a v e  l i k e  c a d a v e r i n e  

a n a l o g u e s .  I n  b o t h  o f  t h e s e  g r o u p s  o f  s u b s t r a t e s

t h e r e  i s  a l a r g e  d e c r e a s e  i n  t h e  c a t a l y t i c  r a t e  c o n s t a n t  

( V m a x ) c o m p a r e d  w i t h  p u t r e s c i n e  or  c a d a v e r i n e .  S m a l l e r  

d e c r e a s e s  i n  V m a x  a r e  o b s e r v e d  w i t h  i n c r e a s i n g  b u l k  o f  

t h e  N - a l k y l  s u b s t i t u e n t .  T h i s  i s  i n  a c c o r d  w i t h  t h e

o b s e r v e d  t r e n d  o f  r a t e  c o n s t a n t s  f o r  N - a l k v l  p u t r e s c i n e s  

( 1 9 4 ) - (  1 9 6 ) .   ̂ ® I t  i s  c l e a r  f r o m  t h i s  w o r k ,  a s  w i t h

t h e  s t u d y  o n  N_- a l k y l p u t r e s c i n e s ,  t h a t  m o l e c u l a r



d i f f e r e n t i a t i o n  b y  p e a - s e e d l i n g  D A O  f o r  t h e s e  s u b s t r a t e s  

l i e s  i n  t h e  r a t e  o f  c a t a l y s i s  r a t h e r  t h a n  i n  s u b s t r a t e  

b i n d i n g  a f f i n i t y .  T h e  c a t a l y t i c  r a t e  c o n s t a n t  ( V m a x )

i s  l o w e r  f o r  s u b s t r a t e s  w i t h  b u l k i e r  s u b s t i t u e n t s ,  b u t  

t h e  s i m i l a r  b i n d i n g  a f f i n i t i e s ,  a s  s h o w n  b y  v a l u e s ,

f o r  e a c h  g r o u p  o f  s u b s t r a t e s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  a c t i v e  

s i t e  o f  t h e  e n z y m e  i s  r e l a t i v e l y  u n c r o w d e d .  I t

r e m a i n s  t o  b e  s e e n  w h a t  r o l e  N^- a l ky l  s u b s t i t u e n t s  h a v e  

i n  r e d u c i n g  t h e  r a t e  o f  c a t a l y s i s ,  b u t  i t  h a s  b e e n  

s u g g e s t e d * * ®  t h a t  s u c h  s u b s t i t u e n t s  m a y  i n h i b i t  

c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  r e q u i r e d  i n  t h e  e n z y m i c  p r o c e s s .

A n o t h e r  p o s s i b l e  e f f e c t  o f  b u l k y  s u b s t i t u e n t s  i s  t o  

r e s t r i c t  a c c e s s  o f  o t h e r  r e a g e n t s  ( H 2 O a n d  O 2 ) t o  t h e

a c t i v e  s i t e .  T h e  d i f f e r e n c e s  i n  a n d  V m a x  v a l u e s

o b s e r v e d  f o r  5 -  a n d  6 - m e m b e r e d  r i n g s  m a y  b e  d u e  t o  

d i f f e r e n c e s  i n  c o n f o r m a t i o n s  o f  t h e s e  c y c l i c  s y s t e m s .

N e x t ,  t h e  u n s a t u r a t e d  a m i n e s  ( 2 2 )  a n d  ( 1 8 3 ) - ( 1 8 5 )  

w e r e  t e s t e d  as  s u b s t r a t e s  f o r  p e a - s e e d l i n g  D A O .  A s  

p r e v i o u s l y  d i s c u s s e d ,  ( 2 2 ) i s  a k n o w n  i n t e r m e d i a t e  i n  

p  y r  r  o 1  i z i d i n  e a l k a l o i d  b i o s y n t h e s i s ,  a n d  s o  a n  

o p p o r t u n i t y  t o  s t u d y  i t s  i n t e r a c t i o n  w i t h  i s o l a t e d  D A O  

w a s  p a r t i c u l a r l y  v a l u a b l e .  A s  s h o w n  i n  T a b l e  1 0 ,  a l l

f o u r  u n s a t u r a t e d  a m i n e s  h a v e  h i g h  b i n d i n g  a f f i n i t i e s ,  as  

i n d i c a t e d  b y  v a l u e s ,  f o r  D A O .  T h e  f o u r  c o m p o u n d s

c a n  b e  s u b d i v i d e d  i n t o  t w o  g r o u p s  o n  t h e  b a s i s  o f  K j ^

v a l u e s :  ( 2 2 )  a n d  ( 1 8 3 )  h a v e  s i m i l a r  b i n d i n g  a f f i n i t i e s

w h i l e  ( 1 8 4 )  a n d  ( 1 8 5 )  c a n  b e  c l a s s e d  t o g e t h e r  o n  t h i s

c r i t e r i o n .  T h i s  i s  i n  l i n e  w i t h  t h e  t r e a t m e n t  o f

s a t u r a t e d  c o m p o u n d s  ( 1 7 9 ) - ( 1 8 2 )  i n  t h a t  t h e  s u b s t r a t e s  

c a n  b e  s u b - d i v i d e d  i n t o  p u t r e s c i n e  a n a l o g u e s  a n d  

c a d a v e r i n e  d e r i v a t i v e s  w i t h  r e l a t e d  k i n e t i c  d a t a .



S i m i l a r l y ,  w i t h i n  e a c h  s u b - g r o u p  t h e  c a t a l y t i c  r a t e

c o n s t a n t  ( V m a x ) d e c r e a s e s  as  t h e  b u l k  o f  t h e  N - a l k v l  

s u b s t i t u e n t  i n c r e a s e s .  F i n a l l y  i t  i s  c l e a r  t h a t

u n s a t u r a t e d  a m i n e s  s u c h  as  ( 2 2 ) h a v e  a m u c h  h i g h e r

b i n d i n g  a f f i n i t y  f o r  p e a - s e e d l i n g  D A O  t h a n  t h e

c o r r e s p o n d i n g  s a t u r a t e d  c o m p o u n d s ,  e g  ( 1 7 9 ) .

+ .

I t  a p p e a r s  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  a C = N d .  d o u b l e

b o n d  h a s  a p r o f o u n d  e f f e c t  o n  t h e  b i n d i n g  a f f i n i t y .  I t  

i s  n o t  c l e a r  y e t  h o w  t h i s  r e l a t e s  t o  t h e  o b s e r v e d  

b i n d i n g  a f f i n i t i e s .  P o s s i b l e  c o n s e q u e n c e s  o f  t h e

i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  d o u b l e  b o n d  i n c l u d e  c h a n g e s  i n  p K a

a n d / o r  p o l a r i t y  o f  t h e  s u b s t r a t e  m o l e c u l e .  A n

i m p o r t a n t  e f f e c t  i s  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  d i f f e r e n t

h y b r i d i s a t i o n  o f  t h e  o r b i t a l s  a r o u n d  t h e  n i t r o g e n  a t o m  

o f  t h e  c y c l i c  s y s t e m .  F a v o u r a b l e  b i n d i n g  i n t e r a c t i o n s

b e t w e e n  t h e  r e - s y s t e m  a n d  t h e  e n z y m e  a r e  p o s s i b l e .  

T h e  p r e s e n c e  o f  a d o u b l e  b o n d  w i l l  a l s o  a l t e r  t h e

c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  c o m p o u n d s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  c a s e  

o f  t h e  6 - m e m b e r e d  r i n g  i m i n i u m  i o n s .
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H,N X-----NH,+ H ,0  + O, DA°  » H.

Scheme 36

X NH2 + h 2o 2 + n h 3

O

(191)

' y = N  NH2 + NMe2 + H20 2

Me HOoC
“ (192)

+ /  
N
Me

Scheme 37
(193)

N

Table 9

Substrate

(179)
(180) 
(181) 
(182)

KM(mM)

0.94 (10.04) 
1.19 (10.11) 
0.20 (10 .02) 
0.37 (10.03)

v max (Mmol mg"1 h"1)

31.9 (10.85) 
5.43 (10.05) 
17.2 (10.42) 
3.57 (10.25)

(179) 2C1"
NH

(180) 2cr

(181) 2C1"

NH

(182)



Table 10

Substrate

(22)
(183)

(184)
(185)

103

Km (mM)

0.052 (±0.005) 

0.056 (±0.003) 

0.035 (±0.003) 
0.037 (±0.004)

Vmax(jumol mg' 1 h'1)

15.7 (±0.78) 

7.69 (±0.46) 

25.3 (±0.92) 

7.96 (±0.53)

(22) 2cr (183) 2cr

(184) 2C1' (185) 2cr

Table 11

Substrate

(30)
(194)
(195)
(196)
(197)

Km  (mM)
1.18 (±0.37) 
1.12 (+0.14) 
1.17 (±0.40) 
0.68 (±0.22) 
0.24 (±0.07)

Vmax (Mmol mg"1 h"1)

1170 (±220)
211 e  24)
3.1 (±0.3)

0.26 (±0.06) 

2680 (±410)

HoN
(30)

MeHN
(194)

NH,

EtHN
(195)

rt-PrHN
(196)
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4 . 6  C o n c l u s i o n s

T h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e  f o r  t h e  o x i d a t i o n  o f  a 

s e r i e s  o f  a m i n e s  b y  p e a - s e e d l i n g  D A O  a r e  v a l u a b l e  f o r  

t w o  r e a s o n s .  F i r s t l y ,  a s  a c o n t r i b u t i o n  t o  t h e

u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  o f  a n  e n z y m e  

w h i c h  h a s  g r e a t  p o t e n t i a l  f o r  u s e  i n  b i o t r a n s f o r m a t i o n s  

a n d  as  a  t a r g e t  f o r  d r u g  d e s i g n .  T h e r e  i s  n o  r e l i a b l e

o r  c o n v e n i e n t  n o n - e n z y m i c  m e t h o d  f o r  t h e  o x i d a t i v e  

d e a m i n a t i o n  o f  p r i m a r y  a m i n e s ,  so  t h e  u s e  o f  D A O  f o r  

t h i s  r e a c t i o n  i s  a t t r a c t i v e .

I n  t h e  s e c o n d  i n s t a n c e ,  t h i s  s t u d y  c a n  b e  l i n k e d  

w i t h  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s .  T h i s  

w o r k  h a s  s h o w n  t h a t  t h e  i m i n i u m  i o n  ( 2 2 ) ,  a k n o w n  

p r e c u r s o r  o f  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s ,  h a s  a g r e a t e r  

b i n d i n g  a f f i n i t y  f o r  D A O  t h a n  h a s  t h e  c o r r e s p o n d i n g  

s a t u r a t e d  c o m p o u n d  ( 1 7 9 ) .

T h e  f i n d i n g  o f  a s e t  o f  c o m p o u n d s  ( 2 2 )  a n d  ( 1 8 3 ) -  

( 1 8 5 )  w i t h  s t r o n g  b i n d i n g  a f f i n i t i e s  a n d  r e l a t i v e l y  l o w  

c a t a l y t i c  r a t e  c o n s t a n t s  f o r  D A O  s u g g e s t s  t h a t  t h e s e  

c o m p o u n d s  s h o u l d  b e  t e s t e d  a s  i n h i b i t o r s  o f  D A O  i n  

e x p e r i m e n t s  w i t h  p u t r e s c i n e .  G o o d  i n h i b i t o r s  s h o u l d  b e  

t e s t e d  f o r  u s e f u l  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y .  I n h i b i t o r s  o f  

D A O  p o s s e s s  a b r o a d  r a n g e  o f  b i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s ,  e g  

a s  a n t i m a l a r i a l , a n t i b a c t e r i a l ,  a n d  a n t i f u n g a l  a g e n t s .  

T h e  d e s i g n ,  s y n t h e s i s  a n d  t e s t i n g  o f  f u r t h e r  c o m p o u n d s  

c o n t a i n i n g  t h e  C = N C s y s t e m  s h o u l d  b e  a h i g h  p r i o r i t y  f o r  

f u r t h e r  r e s e a r c h .
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F i n a l l y ,  t h e r e  i s  t h e  p o t e n t i a l  t o  c a r r y  o u t  

b i o m i m e t i c  s y n t h e s e s  o f  v a r i o u s  h e t e r o c y c l i c  s y s t e m s  by  

i n c u b a t i o n  o f  t h e  i m i n i u m  i o n s  ( 2 2 )  a n d  ( 1 8 3 ) - ( 1 8 5 )  w i t h  

p e a - s e e d l i n g  D A O .  T h e  r e s u l t a n t  a m i n o - a l d e h y d e s  c o u l d  

b e  r e d u c e d  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  a m i n o - a l c o h o l s  t o  

p r o d u c e  p y r r o l i z i d i n e  ( 1 ) ,  i n d o l i z i d i n e  ( 1 9 8 )  a n d  ( 1 9 9 ) ,  

a n d  q u i n o l i z i d i n e  ( 2 0 0 )  s t r u c t u r e s .  T h e  f i r s t  e x a m p l e

h a s  a l r e a d y  b e e n  c a r r i e d  o u t  by  R o b i n s .  ̂

( 1 )

c h 2oh

(198)

c h 2oh
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C h a p t e r  5

FU RTHER STUDIES ON TH E BIOSYNTHESIS OF THE 

PY R R O LIZID IN E N ECIN E BA SES.

5 . 1  I n t r o d u c t i o n

A  d e s c r i p t i o n  o f  e x p e r i m e n t s  c o n c e r n i n g  v a r i o u s  

a s p e c t s  o f  p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d  b i o s y n t h e s i s  i s

p r e s e n t e d  i n  t h i s  s e c t i o n .  T h e  i n t e n t i o n  w a s ,  i n  s o m e

c a s e s ,  t o  c o r r o b o r a t e  p r e v i o u s  f i n d i n g s ,  w h i l e  i n  o t h e r  

i n s t a n c e s  n e w  a r e a s  w e r e  i n v e s t i g a t e d .

T h e  i m i n i u m  i o n  ( 2 2 )  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  a n
5 2.i n t e r m e d i a t e  i n  n e c i n e  b i o s y n t h e s i s .  I t  w a s  d e e m e d

n e c e s s a r y  t o  p r o v i d e  f u r t h e r  e v i d e n c e  f o r  t h e  p r e s e n c e

o f  t h i s  s p e c i e s  o n  t h e  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y .  T h e  t w o  

a p p r o a c h e s  a d o p t e d  a r e  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n s  5 . 2  a n d  

5 . 3 .

I s o r e t r o n e c a n o l  ( 2 3 )  i s  a n  e f f i c i e n t  p r e c u r s o r  f o r  

r o s m a r i n e c i n e  ( 4 ) . ^  T h e  o r d e r  o f  h y d r o x y l a t i o n ,  a t  C-  

2 a n d  C - 7  o f  i s o r e t r o n e c a n o l  ( 2 3 )  i s  n o t  k n o w n ,  a l t h o u g h  

p l a t y n e c i n e  ( 2 5 )  i s  i n c o r p o r a t e d  w e l l  i n t o  r o s m a r i n e c i n e  

( 4 )  i n  S e n e c i o  p l e i s t o c e p h a l u s . ^  ̂ A n  i n t e r m e d i a t e

t r a p p i n g  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  a s c e r t a i n  t h e  

s t a t u s  o f  p l a t y n e c i n e  ( 2 5 )  i n  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  

r o s m a r i n e c i n e  ( 4 )  ( S e c t i o n  5 . 4 ) .

S t e r e o c h e m i c a l  a s p e c t s  o f  n e c i n e  b i o s y n t h e s i s  c a n  

b e  e l u c i d a t e d  b y  t h e  u s e  o f  p u t r e s c i n e  s p e c i f i c a l l y  

l a b e l l e d  w i t h  d e u t e r i u m .  F e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h

(1 R J - [  1 - 2 H ] p u t r e s c i n e  ( 8 7 )  t o  C y n o g l o s s u m  a u s t r a l e  a r e



d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  5 . 5 .

F i n a l l y ,  S e c t i o n  5 . 6  i s  a d i s c u s s i o n  o f  t h e

p o s s i b l e  r o l e  o f  N  - a c e t y l p u t r e s c i n e  ( 2 4 )  i n  

p y r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d  b i o s y n t h e s i s .

5 . 2  I n t e r m e d i a t e  T r a p p i n g  E x p e r i m e n t s  I

S u p p o r t  f o r  i m i n i u m  i o n  ( 2 2 )  as  a n  i n t e r m e d i a t e  i n  

p y r r o l i z i d i n e  b i o s y n t h e s i s  c a m e  i n  p a r t  f r o m  a n
c o

i n t e r m e d i a t e  t r a p p i n g  e x p e r i m e n t .  A  d e r i v a t i v e  ( 7 9 )

o f  t h e  r e d u c e d  i m i n i u m  i o n  ( 2 2 )  c o n t a i n e d  c a . 0 . 4 %  o f

t h e  o r i g i n a l  r a d i o a c t i v i t y  ( f e d  as  [ 1 , 4 - *  ^ C j p u t r e s c i n e ) ,  

w h i c h  w a s  g o o d  e v i d e n c e  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  i m i n i u m  i o n

( 2 2 )  o n  t h e  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y .  I n  c o n t r a s t ,  a

t r a p p i n g  e x p e r i m e n t  t o  a s c e r t a i n  t h e  s t a t u s  o f  t h e  

s a t u r a t e d  s a l t  ( 1 7 9 )  y i e l d e d  a d e r i v a t i v e  c o n t a i n i n g  

v e r y  l i t t l e  r a d i o a c t i v i t y  ( < 0 . 0 1 7 % ) .

I t  w a s  e n v i s a g e d  t h a t  f u r t h e r  s u p p o r t  f o r  t h e  r o l e  

o f  i m i n i u m  i o n  ( 2 2 ) i n  n e c i n e  b i o s y n t h e s i s  c o u l d  b e  

o b t a i n e d  b y  a i n t e r m e d i a t e  t r a p p i n g  e x p e r i m e n t  i n  w h i c h
'i

t h e  i m i n i u m  i o n  w a s  i s o l a t e d  i n  H - l a b e l l e d  f o r m  by  

r e d u c t i o n  w i t h  a t r i t i d e  r e d u c i n g  a g e n t .  A c c o r d i n g l y ,

[ 1 , 4 - *  ^ C ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( 5 0  M-Ci) w a s  f e d  to  

o n e  S.  p l e i s t o c e p h a l u s  p l a n t .  A f t e r  2 4  h t h e  p l a n t  w a s  

m a c e r a t e d  r e p e a t e d l y  i n  m e t h a n o l .  T o  t h i s  e x t r a c t  w a s  

a d d e d  u n l a b e l l e d  s a t u r a t e d  s a l t  ( 1 7 9 )  ( 28  m g ) ,  N a B H ^  ( 4 9  

m g ) ,  a n d  N a B [ 3 H ] 4  (ca ,. 2 0 0  f i C i ) ,  a n d  t h e  m i x t u r e  w a s

s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  o v e r n i g h t .  P h e n y l

i s o t h i o c y  a n a t e  ( 1  m l )  w a s  t h e n  a d d e d  t o  t h e  b a s i f i e d
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s o l u t i o n  a n d  s t i r r i n g  w a s  c o n t i n u e d  f o r  a f u r t h e r  3  d.  

T h e  d e r i v a t i s e d  a m i n e s  w e r e  i s o l a t e d  as  d e s c r i b e d  b y  

G o l d i n g  a n d  N a s s e r e d d i n .  * * * A r a d i o s c a n  o f  t h e  m i x t u r e  

i n d i c a t e d  r a d i o a c t i v e  b a n d s  c o i n c i d e n t  w i t h  u n l a b e l l e d  

d e r i v a t i v e s  ( 2 0 1 )  a n d  ( 7 9 )  o f ,  r e s p e c t i v e l y ,  p u t r e s c i n e  

( 3 0 )  a n d  d i a m i n e  ( 1 7 9 ) .  T h e s e  d e r i v a t i v e s  w e r e

s e p a r a t e d  by  p r e p a r a t i v e  T L C .  I t  w a s  a n t i c i p a t e d  t h a t  

a c t i v i t y  w o u l d  b e  p r e s e n t  i n  b o t h  d e r i v a t i v e s  w h i l e

l a b e l  a p p e a r  o n l y  i n  t h e  d e r i v a t i v e  o f  d i a m i n e  ( 1 7 9 ) .  

R a d i o l a b e l l e d  f o r m s  o f  ( 2 0 1 )  a n d  ( 7 9 )  c o n t a i n e d  

r e s p e c t i v e l y  0 . 1 8 %  a n d  0 . 4 4 %  o f  t h e  o r i g i n a l  

a c t i v i t y .  D e r i v a t i v e  ( 7 9 )  c o n t a i n e d  a h i g h  l e v e l  o f  H 

a c t i v i t y  ( c a . 9 . 6  p . Ci ) .  U n f o r t u n a t e l y ,  t h e r e  w a s  a l s o

a s i g n i f i c a n t  a m o u n t  o f  H l a b e l  p r e s e n t  i n  t h e  

p u t r e s c i n e  d e r i v a t i v e  ( 2 0 1 )  ( c a .  2 . 5  fx C i ).  T h i s  m a y  be

d u e  to  t r i t i u m  e x c h a n g e  o f  t h e  N - H  p r o t o n s .

T o  o v e r c o m e  t h i s  d i f f i c u l t y ,  i t  w a s  d e c i d e d  t o  

e f f e c t  r e d u c t i o n  o f  t h e  i m i n i u m  i o n  w i t h  s o d i u m  

c y  a n o b o r o d e u t e r i d e  ( N a C N B D - ^ )  i n  p l a c e  o f  s o d i u m  

b o r o t r i t i d e .  I n  t h i s  w a y ,  s p e c t r o s c o p i c  e v i d e n c e  c o u l d  

b e  u s e d  i n  s u p p o r t  o f  t h e  p r o p o s a l .  T o  t h i s  e n d ,  a 

f e e d i n g  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  a s i m i l a r  m a n n e r  

t o  t h a t  d e s c r i b e d  a b o v e .  S p e r m i d i n e  t r i h y d r o c h l o r i d e ,

a c t i n g  as  a s o u r c e  o f  p u t r e s c i n e ,  ( l a b e l l e d  [ 1 , 4 - ^ C ]  in

t h e  t e t r a m e t h y l e n e  p o r t i o n )  ( 5 0  M-Ci) w a s  f e d  t o  o n e  

S . p l e i s t o c e p h a l u s  p l a n t .  A f t e r  2 4  h t h e  p l a n t  w a s

m a c e r a t e d  r e p e a t e d l y  i n  m e t h a n o l .  T o  t h i s  e x t r a c t  w a s  

a d d e d  u n l a b e l l e d  s a t u r a t e d  s a l t  ( 1 7 9 )  (31  m g )  a n d  s o d i u m  

c y  a n o b o r o d e u t e r i d e  ( 4 2  m g ) ,  a n d  t h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  

at  r o o m  t e m p e r a t u r e  o v e r n i g h t .  T h e  a m i n e s  p r e s e n t  in

t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w e r e  d e r i v a t i s e d  a n d  i s o l a t e d  as
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b e f o r e .  T o  o u r  d i s a p p o i n t m e n t ,  i t  w a s  n o t  p o s s i b l e

to  i s o l a t e  a d e r i v a t i v e  ( 2 0 2 ) l a b e l l e d  w i t h  d e u t e r i u m .  

D e c o m p o s i t i o n  o f  t h e  r e d u c i n g  a g e n t  i n  a r e a c t i o n  

m i x t u r e  w i t h  a c o n s i d e r a b l e  w a t e r  c o n t e n t  m a y  e x p l a i n  

t h e  l a c k  o f  s u c c e s s .

5 . 3  S y n t h e s i s  a n d  F e e d i n g  o f  a D e u t e r i u m - l a b e l l e d  

I m i n i u m  I o n .

D u e  t o  t h e  i n c o n c l u s i v e  o u t c o m e  o f  t h e  t w o

i n t e r m e d i a t e  t r a p p i n g  e x p e r i m e n t s  i t  w a s  d e c i d e d  t o

a t t e m p t  t o  p r o v i d e  d i r e c t  e v i d e n c e  b y  t h e  s y n t h e s i s  a n d

f e e d i n g  o f  t h e  i m i n i u m  i o n  i n  H - l a b e l l e d  f o r m .  T h e

s y n t h e s i s  ( S c h e m e  3 8 )  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  a m o d i f i c a t i o n

o f  t h e  r o u t e  t o  ^ H - l a b e l l e d  i m i n i u m  i o n s  ( 1 7 2 ) - ( 1 7 5 )

(S c h e m e  3 4 , C h a p t e r  3) .  4 - A m i n o b u t a n o l  w a s  c o n v e r t e d

i n t o  i t s  N_- B o c  d e r i v a t i v e  ( 2 0 3 )  s i n c e  t h i s  p r o t e c t i n g

g r o u p  i s  m o r e  e a s i l y  r e m o v e d  t h a n  t h e  C B Z  g r o u p .

S w e r n  o x i d a t i o n  g a v e  t h e  u n s t a b l e  a l d e h y d e  ( 2 0 4 )  w h i c h

w a s  r e a c t e d  w i t h  p y r r o l i d i n e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f

K 2 C O 3  i n  d i e t h y l  e t h e r  t o  g i v e  a n  e n a m i n e  w h i c h  w a s

c o n v e r t e d  i n t o  t h e  i m i n i u m  s a l t  ( 2 0 5 )  b y  a c i d i f i c a t i o n

o f  a n  e t h e r  s o l u t i o n  o f  t h e  e n a m i n e  w i t h  7 0 %  H C I O 4 .

T h e  B o c  p r o t e c t i n g  g r o u p  w a s  a l s o  r e m o v e d  u n d e r  t h e

a c i d i c  c o n d i t i o n s ,  t h e r e b y  m a k i n g  t h i s  r o u t e  s h o r t e r  a n d

m o r e  e f f i c i e n t  t h a n  t h a t  s h o w n  in  S c h e m e  34 .  R e d u c t i o n

o f  i m i n i u m  i o n  ( 2 0 5 )  w i t h  s o d i u m  c y  a n o b o r o d e u t e r i d e  i n

C H 3 O D  g a v e  t h e  2 H - l a b e l l e d  c o m p o u n d ,  i s o l a t e d  a s  i t s

d i h y d r o c h l o r i d e  s a l t  ( 2 0 6 ) .  O x i d a t i o n  o f  t h e  t e r t i a r y
9a m i n e  w i t h  m e r c u r y  ( I I )  a c e t a t e  t h e n  y i e l d e d  t h e  H -

l a b e l l e d  i m i n i u m  i o n  ( 2 0 7 )  w h i c h  s h o w e d  1 p e a k  at  8 3 . 8 1
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2i n  i t s  H N M R  s p e c t r u m .

T h i s  c o m p o u n d  ( 2 0 7 )  w a s  f e d ,  a l o n g  w i t h  [ 1 , 4 -

* ^ C ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  t o  o n e  S . p l e i s t o c e p h a l u s
1 1 9p l a n t ,  a n d  a l s o  t o  t r a n s f o r m e d  ‘h a i r y ’ r o o t  c u l t u r e s  

o f  S  . v u l g a r  i s , w h i c h  p r o d u c e s  s e n e c i o n i n e  ( 3 2 )  a s  t h e  

m a j o r  a l k a l o i d .  I n  b o t h  i n s t a n c e s ,  t h e  t o t a l

i n c o r p o r a t i o n  o f  w a s  e n c o u r a g i n g  ( 2 1 . 6 %  a n d  1 9 . 4 %
o

r e s p e c t i v e l y ) .  H o w e v e r ,  H N M R  s p e c t r o s c o p y  i n d i c a t e d  

n o  d e u t e r i u m  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  e i t h e r  r o s m a r i n i n e  ( 7 0 )  

o r  s e n e c i o n i n e  ( 3 2 ) .  A l s o ,  n o  d e u t e r i u m - l a b e l l e d

a l k a l o i d  w a s  o b t a i n e d  o n  f e e d i n g  t h e  s a t u r a t e d  s a l t  

( 2 0 6 )  t o  e i t h e r  S . p l e i s t o c e p h a l u s  o r  S  . v u l g a r  i s .

5 . 4  I n t e r m e d i a t e  T r a p p i n g  E x p e r i m e n t s  I I

T h e  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  t o  r o s m a r i n e c i n e  ( 4 )  i s  

n o w  w e l l  u n d e r s t o o d .  A n  i n t r i g u i n g  p o i n t  w h i c h  h a s

y e t  t o  b e  r e s o l v e d  i s  t h e  o r d e r  o f  h y  d r o x y l a t i o n  a t  C - 2  

a n d  C - 7  o f  ( - ) - i s o r e t r o n e c a n o l  ( 2 3 )  i n  t h e  e l a b o r a t i o n  

t o  r o s m a r i n e c i n e  ( 4 ) .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  

h y  d r o x y l a t i o n  a t  C - 7  o c c u r s  f i r s t  s i n c e  p l a t y n e c i n e  ( 2 5 )  

i s  a n  e f f i c i e n t  p r e c u r s o r  f o r  r o s m a r i n e c i n e  ( 4 )  i n  

S.  p l e i s t o c e p h a l u s  . 51  I t  w a s  d e c i d e d  to  c a r r y  o u t  a n

i n t e r m e d i a t e  t r a p p i n g  e x p e r i m e n t  i n  o r d e r  t o  p r o v i d e  

f u r t h e r  s u p p o r t  f o r  t h e  r o l e  o f  p l a t y n e c i n e  i n  t h e  

b i o s y n t h e s i s  o f  r o s m a r i n e c i n e .

S i n c e  w e  h a d  n o  r e a d i l y  a v a i l a b l e  s o u r c e  o f  

p l a t y n e c i n e ,  t h i s  w a s  p r e p a r e d  b y  s t e r e o s p e c i f  i c 

c a t a l y t i c  h y d r o g e n a t i o n  o f  r e t r o n e c i n e  ( 5 ) .
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R e t r o n e c i n e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  m o t h e r  l i q u o r s  f r o m  

c r y s t a l l i s a t i o n s  o f  r i d d e l l i i n e  ( 3 5 ) ,  p r o v i d e d  b y  D r .  

R . J .  M o l y n e a u x .  A l k a l i n e  h y d r o l y s i s  o f  t h e  c r u d e

e x t r a c t  y i e l d e d  r e t r o n e c i n e  ( 5 ) ,  a f t e r  e x t e n s i v e  

c h r o m a t o g r a p h y .  R o s m a r i n e c i n e  ( 4 )  w a s  o b t a i n e d  by

a l k a l i n e  h y d r o l y s i s  o f  r o s m a r i n i n e  ( 7 0 ) .  P l a t y n e c i n e

a n d  r o s m a r i n e c i n e  a r e  b o t h  h i g h l y  p o l a r ,  a n d  s o  t h e y  

w e r e  d e r i v a t i s e d  t o  m a k e  t h e m  e a s i e r  t o  h a n d l e .  

T r e a t m e n t  o f  p l a t y n e c i n e  w i t h  b e n z o y l  c h l o r i d e / p y r i d i n e  

f u r n i s h e d  d i b e n z o y l p l a t y  n e c i n e  ( 2 0 8 ) .  T r i b e n z o y l -

r o s m a r i n e c i n e  ( 2 0 9 )  w a s  p r o d u c e d  b y  t h e  s a m e  r e a c t i o n  

c o n d i t i o n s  f r o m  r o s m a r i n e c i n e .  O n e  S . p l e i s t o c e p h a l u s

p l a n t  w a s  u s e d  f o r  t h e  i n t e r m e d i a t e  t r a p p i n g  e x p e r i m e n t .  

S p e r m i n e  t e t r a h y d r o c h l o r i d e  ( l a b e l l e d  [ 1 , 4 - ^ ^ C ]  i n  t h e  

t e t r a m e t h y l e n e  p o r t i o n )  ( 5 0  p C i )  w a s  f e d  t o  t h i s  p l a n t  

a n d  a f t e r  2 4  h t h e  p l a n t  w a s  h a r v e s t e d  a n d  m a c e r a t e d  

r e p e a t e d l y  i n  m e t h a n o l .  T h e  g e n e r a l  p r o c e d u r e  f o r

a l k a l o i d  e x t r a c t i o n  ( s e e  C h a p t e r  7 ,  S e c t i o n  7 . 2  )

w a s  e m p l o y e d  u p  to  t h e  s t a g e  o f  b a s i f y i n g  t h e  a q u e o u s  

s o l u t i o n .  T h i s  w a s  e x t r a c t e d  o n c e  w i t h  c h l o r o f o r m  ( 6 0  

m l )  t o  r e m o v e  m o s t  o f  t h e  r o s m a r i n i n e  ( 7 0 ) .  I t  i s

n o t e w o r t h y  t h a t  e v e n  a f t e r  o n l y  2 4  h a t o t a l  

i n c o r p o r a t i o n  o f  * ^ C  i n t o  r o s m a r i n i n e  o f  2 . 5 %  w a s  

o b s e r v e d .  T h e  a q u e o u s  l a y e r  w a s  t h e n  s a t u r a t e d  w i t h

N a 2 C O g  a n d  e x t r a c t e d  c o n t i n u o u s l y  w i t h  c h l o r o f o r m  f o r  3 

d .  T h e  c h l o r o f o r m  e x t r a c t s  w e r e  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o  

a n d  t o  t h e  r e s i d u e  w a s  a d d e d  p l a t y n e c i n e  ( 2 5 )  ( 3 2  m g )

a n d  r o s m a r i n e c i n e  ( 4 )  ( 2 9  m g ) .  T h i s  m i x t u r e  w a s

d i s s o l v e d  i n  p y r i d i n e  ( 5 0 0  p i ) ,  c o o l e d  to  0 ° C ,  t r e a t e d  

w i t h  b e n z o y l  c h l o r i d e  ( 3 0 0  p i ) ,  a n d  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  

w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  o v e r n i g h t .  A f t e r  w o r k ­

u p ,  T L C  ( C H C l 3 / M e O H / c . N H 3 , 8 5 : 1 4 : 1 )  i n d i c a t e d  t h e
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p r e s e n c e  o f  d i b e n z o y l p l a t y n e c i n e  ( 2 0 8 ) ,  R p  0 . 3 9 , a n d  

t r i b e n z o y  l r o s m a r i n e c i n e  ( 2 0 9 ) ,  R p  0 . 6 5 ,  w h i c h  w e r e  

r e a d i l y  s e p a r a b l e  b y  p r e p a r a t i v e  T L C .  T h e s e  d e r i v a t i v e s  

c o n t a i n e d ,  r e s p e c t i v e l y  0 . 3 7 %  a n d  0 . 1 8 %  o f  t h e  t o t a l  

a c t i v i t y  f e d  as  ^ ^ C - l a b e l l e d  s p e r m i n e .  T h i s  i s  g o o d

e v i d e n c e  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  p l a t y n e c i n e  ( 2 5 )  a n d  

r o s m a r i n e c i n e  ( 4 )  o n  t h e  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  t o  

r o s m a r i n i n e  ( 7 0 ) .  I t  a l s o  s u g g e s t s  t h a t  h y  d r o x y l a t i o n  a t  

C - 7  o f  ( - ) - i s o r e t r  o n e  c a n  o l  ( 2 3 )  m a y  o c c u r  b e f o r e  

h y  d r o x y l a t i o n  a t  C - 2 .  F u r t h e r  w o r k  s h o u l d  a i m  t o

a s c e r t a i n  t h e  s t a t u s  o f  t h e  a l t e r n a t i v e  d i o l  ( 2 1 0 ) i n  

t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  r o s m a r i n i n e .

5 . 5  F e e d i n g  o f  ( 1R) -T 1 - 2 H1 P u t r e s c i n e  t o  C . a u s t r a l e .

M u c h  o f  t h e  i n f o r m a t i o n  r e l a t i n g  t o  t h e  

b i o s y n t h e s i s  o f  t h e  p y  r r o l i z i d i n e  n e c i n e  b a s e s  h a s  b e e n  

o b t a i n e d  t h r o u g h  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  u t i l i s i n g  

p u t r e s c i n e  s p e c i f i c a l l y  l a b e l l e d  w i t h  d e u t e r i u m .  

S t e r e o c h e m i c a l  a s p e c t s  o f  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  

r e t r o n e c i n e  ( 5 ) 5 5 > 6  1 , 1  1 3  ̂ r o s m a r i n e c i n e  ( 4 ) ^ ^ ,  a n d  

o t o n e c i n e  ( 3 1 ) ^  h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d .  A s  y e t ,  n o

r e s u l t s  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  o n  e n z y m i c  s p e c i f i c i t y  

c o n c e r n i n g  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  n e c i n e s  w i t h  H-8J3 s t e r e o ­

c h e m i s t r y .

C y n o g l o s s u m  a u s t r a l e  p r o d u c e s  t w o  a l k a l o i d s  * 

c y n a u s t r a l i n e  ( 2 7 )  a n d  c y n a u s t i n e  ( 2 6 ) ,  w h i c h  a r e  e s t e r  

d e r i v a t i v e s  o f ,  r e s p e c t i v e l y ,  ( + ) - i s o r e t r o n e c a n o l  ( 2 1 1 ) 

a n d  ( + ) - s u p i n i d i n e  ( 2 1 2 ) .  F e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h

( 1 R_) - [ 1 - 2 H ] p u t r e s c i n e  ( 8 7 )  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  a n  

a t t e m p t  to  d e t e r m i n e  t h e  o u t c o m e  o f  s o m e  o f  t h e  e n z y m i c  

p r o c e s s e s  i n v o l v e d  i n  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  ( + ) -
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i s o r e t r o n e c a n o l  ( 2 1 1 ) a n d  ( + ) - s u p i n i d i n e  ( 2 1 2 ).

2( 1 R J -  [ 1 - H ] P u t r e s c i n e  ( 8 7 )  w a s  p r e p a r e d  b y  t h e  

m e t h o d  o f  R i c h a r d s  a n d  S p e n s e r . ^  T h i s  i n v o l v e s

d e c a r b o x y l a t i o n  o f  L - o r n i t h i n e  i n  D 2 O w i t h  o r n i t h i n e  

d e c a r b o x y l a s e .  T h e  f i r s t  f e e d i n g  e x p e r i m e n t  w a s

c a r r i e d  o u t  i n  t h e  s u m m e r  o f  1 9 8 9 .  (1 R ) - [  1 - 2 H ] p u t r e s c i n e  

d i h y d r o c h l o r i d e  ( 1 8 0 m g )  w a s  m i x e d  w i t h  [ 1 , 4 -

1 4 C ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( 6 . 8  p .C i) . T h i s  m i x t u r e  

w a s  f e d  o v e r  5 d a y s  to 30  C.  a u s t r a l e  p l a n t s  b y  t h e  w i c k  

m e t h o d .  14 d a y s  a f t e r  c o m p l e t i o n  o f  t h e  f e e d i n g  p e r i o d  

t h e  p l a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  t h e  a l k a l o i d s  w e r e

e x t r a c t e d .  T h e  t o t a l  i n c o r p o r a t i o n  o f  * 4 C - p u t r e s c i n e

i n t o  t h e  c r u d e  a l k a l o i d  m i x t u r e  w a s  3 . 2 % .  A  s i m i l a r

i n c o r p o r a t i o n  o f  d e u t e r i u m  w o u l d  b e  s u f f i c i e n t  t o  a l l o w
2 2 a H N M R  s p e c t r u m  to be  o b t a i n e d .  U n f o r t u n a t e l y ,  H

N M R  s p e c t r o s c o p y  i n d i c a t e d  n o  e n r i c h m e n t  o v e r  t h e

n a t u r a l  a b u n d a n c e  s i g n a l s  i n  t h e  m i x t u r e  o f  a l k a l o i d s .

T h i s  m a y  b e  d u e  t o  d i l u t i o n  o f  t h e  d e u t e r i u m  l a b e l  b y  a

l a r g e  p o o l  o f  e n d o g e n o u s ,  u n l a b e l l e d  a l k a l o i d .  T h e

f e e d i n g  e x p e r i m e n t  w a s  t h e n  r e p e a t e d ,  i n  s u m m e r  1 9 9 0 ,

u s i n g  a s m a l l e r  n u m b e r  o f  p l a n t s .  ( l R ) - f l -

2 H ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( 1 7 2  m g )  w a s  f e d  a l o n g

w i t h  [ 1 , 4 -  ̂4 C ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e ( 5 . 4 | i C i )  t o  6  C.

a u s t r a l e  p l a n t s  b y  t h e  w i c k  m e t h o d .  T h e  p r e c u r s o r s

w e r e  f e d  o n  5  c o n s e c u t i v e  d a y s  a n d  a f t e r  a f u r t h e r  1 0

d a y s  t h e  a l k a l o i d s  w e r e  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  p l a n t s .

A g a i n ,  t h e  t o t a l  i n c o r p o r a t i o n  o f  1 4 C - p u t r e s c i n e  i n t o

t h e  c r u d e  a l k a l o i d  m i x t u r e  w a s  e n c o u r a g i n g  ( 2 . 9 % ) .

H o w e v e r ,  t o  o u r  d i s a p p o i n t m e n t ,  n o  d e u t e r i u m

i n c o r p o r a t i o n  w a s  o b s e r v e d  i n t o  t h e  m i x t u r e  o f

a l k a l o i d s .  T h e r e  w a s  no  t i m e  a v a i l a b l e  to  r e p e a t  t he
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f e e d i n g  e x p e r i m e n t  u s i n g  a n o t h e r  s e t  o f  e x p e r i m e n t a l  

c o n d i t i o n s  .

5 . 6  O n  T h e  R o l e  o f  N - A c e t y l p u t r e s c i n e  i n  N e c i n e  

B i o s y n t h e s i s .

M a n y  d e r i v a t i v e s  o f  p u t r e s c i n e  ( 3 0 )  a r e  f o u n d  i n

n a t u r e .  F o r  e x a m p l e ,  t e t r a m e t h y l p u t r e s c i n e  ( 2 1 3 )  h a s

b e e n  i s o l a t e d  f r o m  H y o s c y a m u s  m u t i c u s A  n u m b e r  o f

p u t r e s c i n e  a n a l o g u e s  w i t h  a m i d e  l i n k a g e s  a r e  k n o w n .

C a f f e o y l p u t r e s c i n e  ( 2 1 4 )  h a s  b e e n  f o u n d  i n  s e e d s  o f

P e n . t a c l e t h . r a .  m a c r o p  h y  11 a * * ^  w h i l e  c a f f e o y l - ( 2 1 4 ) ,

f e r u l o y l - ( 2 1 5 ) ,  a n d  p _ - c o u m a r o y l - ( 2 1 6 )  p u t r e s c i n e  h a v e

b e e n  r e p o r t e d  i n  c a l l u s  t i s s u e  c u l t u r e s  o f  N  i c  o t i a n a  
1 1 7t a b a c u m .

W e  d e c i d e d  t o  u n d e r t a k e  a s t u d y  o f  t h e  p o s s i b l e  

r o l e  o f  t h e  s i m p l e  a m i d e  d e r i v a t i v e  N - a c e t y l p u t r e s c i n e  

( 2 4 )  i n  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  p y  r r o l i z i d i n e  n e c i n e  

b a s e s . T r a n s i e n t  d e r i v  a t i s  a t i o n  o f  p u t r e s c i n e  ( 3 0 )  i n  

v i v o  c o u l d  h a v e  a n u m b e r  o f  p u r p o s e s .  N - A c e t y l -  

p u t r e s c i n e  ( 2 4 )  i s  l e s s  s t r o n g l y  b a s i c  t h a n  p u t r e s c i n e  

( 3 0 )  a n d  i s  l e s s  l i k e l y  t o  a c t  a s  a s t r o n g  i n t e r a c t i v e  

l i g a n d  w i t h  c e l l  c o n s t i t u e n t s .  H e n c e ,  t h e r e  m a y  b e

g r e a t e r  e a s e  o f  t r a n s p o r t  t o  t h e  s i t e  o f  e n z y m i c  

o x i d a t i o n .  A  f u r t h e r  c o n s e q u e n c e  o f  d e r i v a t i s a t i o n

m a y  b e  t o  p r e v e n t  o v e r - o x i d a t i o n  o f  p u t r e s c i n e  s i n c e  

o n l y  o n e  f r e e  a m i n e  g r o u p  w o u l d  b e  a v a i l a b l e .  T h i s  

w o u l d  a l s o  p r e v e n t  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  p o l y m e r i s a t i o n  o f  

p u t r e s c i n e .  A m i d e  h y d r o l y s i s  c o u l d  t h e n  o c c u r  f u r t h e r

a l o n g  t h e  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y .
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N_- A c e t y l p u t r e s c i n e  ( 2 4 )  h y d r o c h l o r i d e  w a s  

p r e p a r e d  b y  r e a c t i o n  o f  p u t r e s c i n e  ( 3 0 )  w i t h  a c e t i c  

a n h y d r i d e  ( 1 . 4  e q u i v a l e n t s )  i n  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  

f o l l o w e d  b y  a d d i t i o n  o f  h y d r o c h l o r i c  a c i d  M o n o -

a c e t y l a t i o n  c o u l d  b e  a c h i e v e d  i n  4 0 . 1 %  y i e l d .  A  s a m p l e  

o f  N  - a c e t y l  p u t r e s c i n e  l a b e l l e d  w i t h  t r i t i u m  w a s  

p r e p a r e d  b y  r e a c t i o n  o f  [ 1  , 4  - 3 H ] p u t r e s c i n e  

d i h y d r o c h l o r i d e  a n d  p u t r e s c i n e  w i t h  a c e t i c  a n h y d r i d e  i n  

g l a c i a l  a c e t i c  a c i d .  U n f o r t u n a t e l y ,  i n  t h i s  i n s t a n c e

t h e  c h e m i c a l  y i e l d  w a s  o n l y  2 0 . 4 % .

F e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  

S . p l e i s t o c e p h a l u s  a n d  C . a u s  t r  a I e p l a n t s ,  u s i n g  [ 1 , 4 -  

* ^ C ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  a s  a n  i n t e r n a l  s t a n d a r d  

i n  e a c h  c a s e .  E a c h  m i x t u r e  o f  p r e c u r s o r s  w a s  f e d  to

t h e  t w o  p l a n t  s p e c i e s  o n  t h e  s a m e  d a y  b y  t h e  w i c k

m e t h o d ,  u s i n g  o n e  p l a n t  p e r  e x p e r i m e n t .  A f t e r  10 d a y s

t h e  p l a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  t h e  a l k a l o i d s  w e r e  

e x t r a c t e d .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a r e  s h o w n

i n  T a b l e  12 .  I t  i s  a p p a r e n t  f r o m  t h e  d e c r e a s e  i n  t h e  

3 H / * ^ C  r a t i o  t h a t  p u t r e s c i n e  i s  a b e t t e r  p r e c u r s o r  t h a n  

N  - a c e t y l p u t r e s c i n e  f o r  r o s m a r i n i n e  ( 7 0 )  i n  

S . p l e i s t o c e p h a l u s .  C o n v e r s e l y ,  N_- ace t y  l p u t r e s c i n e  i s

i n c o r p o r a t e d  17 t i m e s  m o r e  e f f i c i e n t l y  t h a n  p u t r e s c i n e  

i n t o  t h e  a l k a l o i d s  o f  C . a u s t r a l e .  S a t i s f a c t o r y

s e p a r a t i o n  o f  c y n a u s t i n e  ( 2 6 )  a n d  c y  n a u  s t r a l i n e  ( 2 7 )

c o u l d  n o t  b e  a c h i e v e d .

I n  b o t h  e x p e r i m e n t s  i t  i s  c l e a r  t h a t  N - a c e t v l -

p u t r e s c i n e  i s  n o t  i m m e d i a t e l y  h y d r o l y s e d  t o  p u t r e s c i n e  

o n  a d m i n i s t r a t i o n  to  t h e  p l a n t s .  I f  t h i s  h a d  o c c u r r e d
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t h e n  t h e  r a t i o  in  t h e  a l k a l o i d s  w o u l d  be  t h e  s a m e

as  t h a t  i n  t h e  p r e c u r s o r  m i x t u r e .  T h e  c o n t r a s t i n g

r e s u l t s  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  w i t h  S . p l e i s t o c e p h a l u s  

a n d  C . a u s t r a l e  i s  c e r t a i n l y  i n t r i g u i n g ,  a l t h o u g h  i t  i s  

n o t  c l e a r  w h y  t h i s  o u t c o m e  s h o u l d  a r i s e .

O n e  c o n s e q u e n c e  o f  t h e s e  r e s u l t s  i s  i m m e d i a t e l y  

a p p a r e n t .  A s  d i s c u s s e d  i n  S e c t i o n  5 . 5 ,  i t  w a s  n o t

p o s s i b l e  t o  a c h i e v e  d e u t e r i u m  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  t h e  

a l k a l o i d s  o f  C . a u s t r a l e  b y  f e e d i n g  ( 1 R . ) - [ 1 -  H ] p u t r e s c i n e  

( 8 7 ) .  S i n c e  N . - a c e t y l p u t r e s c i n e  i s  i n c o r p o r a t e d  m u c h

m o r e  e f f i c i e n t l y  i n t o  t h e s e  a l k a l o i d s  t h a n  i s  

p u t r e s c i n e ,  i t  m a y  b e  p o s s i b l e  t o  r e p e a t  t h e  f e e d i n g  

e x p e r i m e n t  u s i n g  a n  a c y l a t e d  f o r m  o f  ( 1 R ) - [ 1 -  H]  

p u t r e s c i n e .  T h i s  m a y  i m p r o v e  t h e  l e v e l  o f  d e u t e r i u m

i n c o r p o r a t i o n  i n t o  c y n a u s t i n e  ( 2 6 )  a n d  c y n a u s t r a l i n e  

( 2 7 ) .

F u r t h e r  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  h T - a c e t y l ­

p u t r e s c i n e  t o  C . a u s t r a l e  w o u l d  b e  o f  i n t e r e s t .  F o r
1 1e x a m p l e ,  f e e d i n g  o f  1 - a c e t a m i d o - 4 - a m i n o - [ 4 -  C ] b u t a n e  

( 2 1 7 )  t o  C . a u s t r a l e  c o u l d  p r o d u c e  e i t h e r  ( a )  ( 2 1 8 ) ,  o r

( b )  ( 2 1 9 )  a n d / o r  ( 2 2 0 )  ( S c h e m e  3 9 ) .  L a b e l l i n g

p a t t e r n  ( 2 1 8 )  w o u l d  i n d i c a t e  t h a t  a c e t y l a t i o n  o f  

p u t r e s c i n e  i s  i m p o r t a n t  f o r  t r a n s p o r t  i n  v i v o , b u t  t h a t  

t h e  p a t h w a y  i s  v i a  p u t r e s c i n e .  I f  ( 2 1 9 )  a n d / o r  ( 2 2 0 )

w e r e  o b t a i n e d  i t  w o u l d  i n d i c a t e  t h a t  r e m o v a l  o f  t h e  

a c e t y l  g r o u p  o c c u r s  f u r t h e r  a l o n g  t h e  b i o s y n t h e t i c  

p a t h w a y .



Table 12 Incorporation of 3H-Labelled N-Acetylputrescine into the alkaloids of 
i) S. pleistocephalus and ii) C australe with [l,4 -14C]putrescine as Reference

Species Amount fed Amount isolated
3 MCi mg mg Initial 3H/14C Final 3H/ 14C

0.773 25 58 1.52 0.24

0.628 2 0 17 0.707 12 .2

i) 0.773 25 58 1.52 0.24 1.81

ii) 0.628 20 17 0.707 12.2 1.58
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C h a p t e r  6

BIOSYNTHESIS OF THE 3-HYDROXY-3-METHYLGLUTARATE 

PO R TIO N  OF D ICROTA LIN E.

6 .1 I n t r o d u c t i o n

T h e  w o r k  d e s c r i b e d  s o  f a r  i n  t h i s  t h e s i s  h a s  

c o n c e n t r a t e d  o n  t h e  c h e m i s t r y  o f  t h e  n e c i n e  b a s e s .  

T h e  b i o s y n t h e s i s  o f  t h e  n e c i c  a c i d s  i s  e q u a l l y  

f a s c i n a t i n g ,  a n d  i t  w a s  d e c i d e d  t o  u n d e r t a k e  a s t u d y  o f  

t h e  m o d e  o f  f o r m a t i o n  o f  t h e  n e c i c  a c i d  p o r t i o n  o f  

d i c r o t a l i n e  ( 2 8 ) ,  w h i c h  i s  3 - h y d r o x y - 3 - m e t h y l g l u t a r i c  

a c i d  ( 2 2 1 )  ( H M G ) .  T h e  r e c e n t  d i s c o v e r y ^  ^  t h a t

d i c r o t a l i n e  i s  t h e  m a j o r  c o n s t i t u e n t  ( 8 6 % o f  t h e  t o t a l  

a l k a l o i d s )  o f  C r o t a l a r i a  l a c h n o s e m a  p r o v i d e d  a n  

o p p o r t u n i t y  t o  s t u d y  t h i s  a s p e c t  o f  p y  r r o l i z i d i n e  

a l k a l o i d  b i o s y n t h e s i s .  T h e  w o r k  p r e s e n t e d  i n  t h i s

c h a p t e r  d e s c r i b e s  a s e r i e s  o f  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  

d e s i g n e d  t o  e l u c i d a t e  f e a t u r e s  o f  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  

HMG.

6 . 2  I n c o r p o r a t i o n  o f  R a d i o l a b e l l e d  P r e c u r s o r s  i n t o  H M G .

I t  i s  g e n e r a l l y  k n o w n  t h a t  H M G  i s  d e r i v e d  

b i o s y n t h e t i c a l l y  f r o m  t h r e e  m o l e c u l e s  o f  a c e t a t e .  A s

i t s  c o e n z y m e A  e s t e r  i t  is o n  t h e  p a t h w a y  to  m e v a l o n a t e  

a n d  t e r p e n o i d  c o m p o u n d s .  W i t h  t h i s  i n  m i n d ,  i n i t i a l

e x p e r i m e n t s  i n  t h i s  w o r k  i n v o l v e d  f e e d i n g  a c e t a t e  a n d  

m e v a l o n a t e  i n  ^ C - l a b e l l e d  f o r m  to  C . l a c h n o s e m a  p l a n t s .  

S e e d s  o f  C .  l a c h n o s e m a  w e r e  p r o v i d e d  b y  D r .  A . R .  

M a t t o c k s ,  M R C  T o x i c o l o g y  U n i t ,  S u r r e y .
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E a c h  ^ 4 C - l a b e l l e d  p r e c u r s o r  w a s  m i x e d  w i t h  [ 1 , 4 -

H ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  as  an  i n t e r n a l  s t a n d a r d  to  

g i v e  a n  i n i t i a l  3 H : * 4 C r a t i o  o f  c a . 2.  T h e  p r e c u r s o r s  

w e r e  f e d  o n  o n e  d a y  by  t h e  w i c k  m e t h o d ,  u s i n g  o n e  s i x -  

m o n t h  o l d  p l a n t  p e r  e x p e r i m e n t .  A f t e r  10 d a y s  t h e

p l a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  t h e  a l k a l o i d s  w e r e  e x t r a c t e d .  

D i c r o t a l i n e  ( 2 8 )  w a s  r e a d i l y  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  m i n o r  

a l k a l o i d  c o m p o n e n t ,  a c e t y 1  d i c r o t a 1  i n e ( 2 2 2 ) ,  b y  

p r e p a r a t i v e  T L C .  A s  s h o w n  i n  T a b l e  13 ( E x p t s .  1 a n d  

3 ) ,  a c e t a t e  a n d  m e v a l o n a t e  a r e  i n c o r p o r a t e d  i n t o

d i c r o t a l i n e  ( 2 8 )  m u c h  l e s s  e f f i c i e n t l y  t h a n  p u t r e s c i n e ,  

w h i c h  i s  a k n o w n  p r e c u r s o r  o f  ( + ) - r e t r o n e c i n e  ( 5 ) ,  t h e  

n e c i n e  p o r t i o n  o f  d i c r o t a l i n e  ( 2 8 ) .  M o r e o v e r ,  t h e

d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  3 H a n d  ^ 4 C a c t i v i t y  w a s  r e v e a l e d  b y  

a l k a l i n e  h y d r o l y s i s  o f  d i c r o t a l i n e  t o  g i v e  ( + ) - r e t r o -  

n e c i n e  ( 5 )  a n d  3 - h y d r o x y - 3 - m e t h y  l g l u t a r i c  a c i d  ( 2 2 1 ) .  

T h i s  s h o w e d  t h a t  p u t r e s c i n e  a l m o s t  e x c l u s i v e l y  l a b e l l e d
3

t h e  ( + ) - r e t r o n e c i n e  p o r t i o n  ( 1 0 0 - 1 0 1 %  o f  t h e  H a c t i v i t y  

i n  t h e  b a s e ;  2 - 4 %  i n  t h e  a c i d )  w h e r e a s  t h e  ^ 4 C l a b e l  

f r o m  a c e t a t e  a n d  m e v a l o n a t e  w a s  a l m o s t  e q u a l l y  

d i s t r i b u t e d  b e t w e e n  t h e  a c i d  a n d  b a s e  p o r t i o n s .  

F e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w e r e  a l s o  c a r r i e d  o u t  u s i n g  o n l y  t h e  

* 4 C - l a b e l l e d  p r e c u r s o r s .  A g a i n ,  i n c o r p o r a t i o n s  o f  * 4 C 

i n t o  d i c r o t a l i n e  ( 2 8 )  w e r e  l o w  a n d  t h e  r a d i o l a b e l  w a s

e v e n l y  s p l i t  b e t w e e n  t h e  a c i d  a n d  b a s e  p o r t i o n s  ( T a b l e  

13 ,  E x p t s .  2 a n d  4 ) .

T h e  n e x t  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  i n v e s t i g a t e d  t h e  f a t e  

o f  H M G  i t s e l f  w h e n  f e d  to C . l a c h n o s e m a .  [ 3 - ^ C ] H M G  w a s  

f e d  a l o n g  w i t h  [ 1 , 4 - 3  H ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e ,  

r e s u l t i n g  i n  a r e a s o n a b l e  i n c o r p o r a t i o n  o f  1 4 C w i t h  o n l y  

a s m a l l  i n c r e a s e  i n  t h e  3 H : 1 4 C r a t i o .  H o w e v e r ,
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a l k a l i n e  h y d r o l y s i s  o f  t h e  d i c r o t a l i n e  s a m p l e  s h o w e d  

t h a t  a g r e a t e r  p r o p o r t i o n  o f  t h e  * 4 C l a b e l  w a s  p r e s e n t  

i n  t h e  n e c i n e  b a s e  ( T a b l e  1 3 ,  E x p t .  5 ) .  T h i s

e x p e r i m e n t  w a s  r e p e a t e d  u s i n g  o n l y  [ 3 - * 4 C ] H M G ,  a n d  t h e  

r e s u l t a n t  s a m p l e  o f  d i c r o t a l i n e  w a s  s u b j e c t e d  to  a K u h n -  

R o t h  d e g r a d a t i o n .  T h i s  p r o d u c e d  a s a m p l e  o f  b a r i u m  

a c e t a t e  c o n t a i n i n g  o n l y  5 . 2 %  o f  t h e  t o t a l  a l k a l o i d

a c t i v i t y ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  H M G  i s  n o t  a s p e c i f i c  

p r e c u r s o r  f o r  t h e  d i a c i d  p o r t i o n  o f  d i c r o t a l i n e .  

B a c h h a w a t  e t  a l  ^  ^ h a v e  i d e n t i f i e d  a n  e n z y m e  t h a t  

c a t a l y s e s  t h e  c l e a v a g e  o f  H M G - C o A  to  a c e t o a c e t a t e  a n d  

a c e t y l - C o A ,  a n d  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  * 4 C l a b e l  f r o m  [3-

* 4 C ] H M G  i s  l i k e l y  t o  o c c u r  v i a  t h i s  r o u t e .

A t t e n t i o n  w a s  n e x t  f o c u s s e d  o n  t h e  p o s s i b l e  r o l e  

o f  t h e  b r a n c h e d - c h a i n  a - a m i n o  a c i d s  v a l i n e  ( 1 0 5 ) ,  

l e u c i n e  ( 1 0 6 ) ,  i s o l e u c i n e  ( 1 0 7 )  a n d  t h r e o n i n e  ( 1 0 8 )  i n

H M G  b i o s y n t h e s i s  i n  C . l a c h n o s e m a . I n t e r e s t i n g l y ,

l e u c i n e  c a n  b e  c o n v e r t e d  i n t o  H M G  i n  v i v o , as  s h o w n  in  

S c h e m e  4 0 . Ho we v e r ,  l e u c i n e  w a s  p o o r l y  i n c o r p o r a t e d  

i n t o  d i c r o t a l i n e  w i t h  a l a r g e  i n c r e a s e  i n  t h e  3 H : * 4 C 

r a t i o  a n d  t h e  * 4 C a c t i v i t y  w a s  s p l i t  b e t w e e n  t h e  a c i d  

a n d  b a s e  p o r t i o n s  ( T a b l e  1 3 ,  E x p t .  7 ) .  F e e d i n g  o f  

v a l i n e  t o  C . l a c h n o s e m a  y i e l d e d  a s i m i l a r  r e s u l t  t o  t h a t  

f o r  l e u c i n e  ( T a b l e  13 ,  E x p t .  8 ) .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,

t h r e o n i n e  a n d  i s o l e u c i n e  w e r e  e a c h  e f f i c i e n t l y  

i n c o r p o r a t e d  i n t o  d i c r o t a l i n e  w i t h  r e l a t i v e l y  s m a l l  

i n c r e a s e s  i n  t h e  3 H : * 4 C r a t i o s  ( T a b l e  1 3 ,  E x p t s .  9 a n d  

1 0 ) .  F u r t h e r m o r e ,  a l k a l i n e  h y d r o l y s e s  o f  t h e s e  t w o

s a m p l e s  s h o w e d  t h a t  m o s t  o f  t h e  ^ 4 C l a b e l  w a s  p r e s e n t  in 

t h e  a c i d  p o r t i o n s .  I n  a l l  f o u r  e x p e r i m e n t s  w i t h  a m i n o

a c i d s  ( T a b l e  1 3 ,  E x p t s .  7 - 1 0 ) ,  t h e  3 H - a c t i v i t y  f r o m
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p u t r e s c i n e  w a s  l o c a t e d  m a i n l y  i n  t h e  b a s e  p o r t i o n  ( 9 4 -  

1 0 2 % )  w i t h  v e r y  l i t t l e  r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  a c i d  m o i e t y  

( 2 - 5 % ) .

T h e  n e x t  p o i n t  o f  i n t e r e s t  w a s  t h e  m a n n e r  i n  w h i c h  

i s o l e u c i n e  i s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  H M G  ( 2 2 1 ) .  S i n c e

i s o l e u c i n e  a n d  H M G  h a v e  t h e  s a m e  c a r b o n  s k e l e t o n ,  o n e  

p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  i s o l e u c i n e  i s  c o n v e r t e d  i n t o  H M G  b y  

a s e r i e s  o f  r e a c t i o n s  i n v o l v i n g  n o  c h a n g e s  t o  t h e  c a r b o n  

f r a m e w o r k .  T h i s  w o u l d  e n t a i l  r e m o v a l  o f  t h e  a m i n o

g r o u p ,  o x i d a t i o n  o f  t h e  C - 5  m e t h y l  g r o u p  t o  a c a r b o x y l  

g r o u p ,  a n d  h y d r o x y l a t i o n  a t  C - 3 .  H o w e v e r ,  a m o r e

i n t r i g u i n g  m o d e  o f  i n c o r p o r a t i o n  i s  a l s o  a p p a r e n t .  A

b a s i c  u n i t  ( 1 2 2 ) ,  u t i l i s e d  i n  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  t h e

‘ r i g h t - h a n d ’ h a l v e s  o f  s e n e c i c  a c i d  ( 1 1 5 )  a n d  

t r i c h o d e s m i c  a c i d  ( 1 2 4 )  w a s  d i s c u s s e d  in  C h a p t e r  2.  B y  

a n a l o g y ,  a s i m i l a r  u n i t ,  f o r m u l a t e d  as  M e C ( O H ) C H 2 CC>2 H 

( 2 2 3 ) ,  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  i s o l e u c i n e  

i n t o  H M G ,  w i t h  l o s s  o f  t h e  C - 6  m e t h y l  g r o u p  a n d  t h e  

c a r b o x y l  g r o u p .  I n  o r d e r  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  t h e

t w o  p o s s i b i l i t i e s ,  L - [ 4 , 5 -  H j i s o l e u c i n e  ( 2 2 4 )  w a s  f e d  to  

C . l a c h n o s e m a . A  r e a s o n a b l e  t o t a l  i n c o r p o r a t i o n  o f

0 . 5 7 % w a s  o b s e r v e d  ( no  a l l o w a n c e  w a s  m a d e  f o r  a n y  l o s s  

o f  ^ H ) .  T h e  l a b e l l e d  d i c r o t a l i n e  w a s  s u b j e c t e d  to  a

K u h n - R o t h  o x i d a t i o n  w h i c h  p r o d u c e d  a s a m p l e  o f  b a r i u m  

a c e t a t e  c o n t a i n i n g  9 0 . 5 %  o f  t h e  t o t a l  a l k a l o i d  

r a d i o a c t i v i t y .  T h i s  r e s u l t  d e m o n s t r a t e s  t h a t

i s o l e u c i n e  i s  n o t  c o n v e r t e d  i n t o  H M G  b y  r e a c t i o n s  n o t  

a f f e c t i n g  t h e  c a r b o n  s k e l e t o n .  I t  i s  e x t r e m e l y

u n l i k e l y  t h a t  t h e  c a r b o n  f r a m e w o r k  o f  i s o l e u c i n e  

u n d e r g o e s  t h e  u n p r e c e d e n t e d  r e a r r a n g e m e n t  n e c e s s a r y  to  

f o r m  H M G  w i t h  C - 4  o r  C - 5  o f  i s o l e u c i n e  b e c o m i n g  t h e
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m e t h y l  g r o u p  o f  H M G .  T h e  m o s t  l i k e l y  e x p l a n a t i o n  f o r

t h i s  r e s u l t  i s  t h a t  i n c o r p o r a t i o n  o f  H o c c u r s  f r o m  t h e

C - 5  p o s i t i o n  o f  i s o l e u c i n e  i n t o  t h e  m e t h y l  g r o u p  o f  H M G

a n d  l o s s  o f  H n e c e s s a r i l y  t a k e s  p l a c e  f r o m  t h e  C - 4

p o s i t i o n .  T h e  c a r b o x y l  g r o u p  a n d  t h e  m e t h y l  g r o u p

c o r r e s p o n d i n g  to  C - 6  o f  i s o l e u c i n e  m u s t  a l s o  b e  r e m o v e d .  

T h e  c a r b o x y l  g r o u p  o f  i s o l e u c i n e  is  k n o w n  to b e  l o s t  on  

i n c o r p o r a t i o n  i n t o  s e n e c i p  h y 1 1  i c a c i d  ( 1 1 2 ) ^ ^ .  

H o w e v e r ,  t h e  l o s s  o f  t h e  C - 6  m e t h y l  g r o u p  o f  i s o l e u c i n e  

i s  w o r t h y  o f  f u r t h e r  d i s c u s s i o n .  O n e  p o s s i b l e

m e c h a n i s m  f o r  t h e  l o s s  o f  t h e  m e t h y l  g r o u p  w o u l d  b e  

t h r o u g h  o x i d a t i o n  t o  a c a r b o x y l  g r o u p  f o l l o w e d  b y  

d e c a r b o x y l a t i o n  f r o m  a P - o x o  a c i d  o f  s o m e  d e s c r i p t i o n  

( S c h e m e  4 1 ) .  W h e t h e r  t h i s  w o u l d  o c c u r  as  t h e  f i n a l

s t e p  i n  t h e  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  o r  a t  s o m e  i n t e r m e d i a t e  

s t a g e  i s  o p e n  t o  d i s c u s s i o n .  T h e  p r e s e n c e  o f  a

h y d r o x y l m e t h y  1  g r o u p  a t  t h e  e q u i v a l e n t  p o s i t i o n ,  i e  |3 to 

t h e  ‘ r i g h t - h a n d *  e s t e r  g r o u p ,  i n  p y  r r o l i z i d i n e  a l k a l o i d s

s u c h  a s  r e t r o r s i n e  ( 3 4 )  p r o v i d e s  a p r e c e d e n t  f o r  t h e

o x i d a t i o n  o f  s u c h  a m e t h y l  g r o u p .  T h e  p r o p o s e d

b i o g e n e s i s  o f  H M G  ( 2 2 1 )  i s  s h o w n  i n  S c h e m e  4 2 .  

I s o l e u c i n e  w o u l d  t h u s  c o n t r i b u t e  f o u r  o f  t h e  s i x  c a r b o n s  

o f  H M G .  T h e  o r i g i n  o f  t h e  r e m a i n i n g  t w o  c a r b o n  a t o m s  

i n  H M G  h a s  y e t  to  be  d e t e r m i n e d .

6 . 3  C o n c l u s i o n s

I t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  t h e  n e c i c  a c i d  p o r t i o n  o f  

d i c r o t a l i n e  ( 2 8 ) ,  3 - h y d r o x y - 3 - m e t h y l g l u t a r i c  a c i d  ( 2 2 1 ) ,

i s  n o t  f o r m e d  s p e c i f i c a l l y  f r o m  a c e t a t e ,  m e v a l o n a t e ,  o r

3 - h y d r o x y - 3 - m e t h y l g l u t a r a t e .  I s o l e u c i n e  ( 1 0 7 ) ,  a n d
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i t s  b i o l o g i c a l  p r e c u r s o r  t h r e o n i n e  ( 1 0 8 ) ,  a r e

i n c o r p o r a t e d  s p e c i f i c a l l y  i n t o  H M G  i n  a n o v e l  a n d  

u n u s u a l  m a n n e r .

T h e  u s e  o f  p r e c u r s o r s  s p e c i f i c a l l y  l a b e l l e d  w i t h
O  1 1

s t a b l e  i s o t o p e s  s u c h  as  H a n d  C s h o u l d  b e  t h e  n e x t  

a i m  i n  t h i s  w o r k .  T h i s  i s  l i k e l y  t o  p r o v i d e

c o n f i r m a t i o n  o f  t h e  i n t e r m e d i a c y  o f  a m i n o  a c i d s  i n  t h e  

b i o s y n t h e s i s  o f  H M G  a n d  o t h e r  n e c i c  a c i d s  a n d  m a y  s h e d  

l i g h t  o n  u n r e s o l v e d  s t e r e o c h e m i c a l  a s p e c t s  o f  n e c i c  a c i d  

b i o s y n t h e s i s .

A t t e n t i o n  s h o u l d  a l s o  b e  f o c u s s e d  o n  p r o v i d i n g  

m o r e  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  i n t r i g u i n g  p r o c e s s  b y  w h i c h  

t h e  t w o  u n i t s  a r e  j o i n e d  to  f o r m  t h e  C j q  n e c i c  a c i d s .

Table 13 Incorporation of 14C- Labelled Precursors into Dicrotaline (28) in 
G lachnosema plants with [l,4-3H]putrescine as Reference

Expt. Precursor 3H:14C ratio 14c% %14c %I4C
Start End Incorpn. in base in acid

1 [ l -14C]acetate 1.88 30.5 0.02 60 45
2 tt

- - 0.012 55 45
3 DL-[2-14C]-

mevalonate
1.98 18.6 0.04 43 58

4 »!
- - 0.034 54 49

5 [3-14C]-3-hy droxy- 
3-methylglutarate

1.9 3.55 0.40 56 42

6 tf
- - 0.23 59 42

7 L-[U-14C] valine 1.67 13.6 0.068 65 29
8 L-[U-14C] leucine 1.66 10.9 0.079 49 49
9 L-[U-14C]threonine 0.65 1.44 0.25 14 88
10 L- [U- 14C] isoleucine 1.61 3.09 0.26 5 94
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C h a p t e r  7 

E X P E RI ME N T A L

7 . 1  G e n e r a l

M e l t i n g  p o i n t s  w e r e  m e a s u r e d  o n  a K o f l e r  h o t - s t a g e

a p p a r a t u s  a n d  a r e  u n c o r r e c t e d .  O p t i c a l  r o t a t i o n s  w e r e

m e a s u r e d  w i t h  a n  O p t i c a l  A c t i v i t y  L t d .  A A  1 0

P o l a r i m e t e r .  I n f r a  r e d  s p e c t r a  w e r e  o b t a i n e d  o n  a

P e r k i n  E l m e r  5 8 0  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  N u c l e a r  m a g n e t i c

r e s o n a n c e  s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  w i t h  a P e r k i n  E l m e r  R 3 2

s p e c t r o p h o t o m e t e r  o p e r a t i n g  at  9 0  M H z  ( $ H ),  o r  a B r u k e r

W P 2 0 0 - S Y  s p e c t r o p h o t o m e t e r  o p e r a t i n g  a t  2 0 0  M H z  ( 5 H ),

5 0 . 3  M H z  ( 5 ( 0 ,  o r  3 0 . 7 2  M H z  ( S j-j ). T h e  m u l t i p l i c i t i e s
1 3o f  t h e  N M R  r e s o n a n c e s  w e r e  d e t e r m i n e d  u s i n g  D E P T

s p e c t r a * 2 1  w i t h  p u l s e  a n g l e s  o f  0 = 9 0 °  a n d  0 = 1 3 5 ° .

S p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  f o r  s o l u t i o n s  i n

d e u t e r i o c h l o r o f o r m  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d ,  w i t h  e i t h e r  

t e t r a m e t h y l s i l a n e  a t  0 p . p . m . ,  o r  t h e  N M R  s o l v e n t  as  

i n t e r n a l  s t a n d a r d .  M a s s  s p e c t r a  w e r e  o b t a i n e d  w i t h

A . E . I .  M S  12 o r  9 0 2  s p e c t r o m e t e r s .  E l e m e n t a l  a n a l y s e s

w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  a C a r l o - E r b a  1 1 0 6  e l e m e n t a l  

a n a l y s e r .

R a d i o c h e m i c a l s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  A m e r s h a m  

I n t e r n a t i o n a l .  R a d i o a c t i v i t y  w a s  m e a s u r e d  w i t h  a

P h i l i p s  P W  4 7 0 0  L i q u i d  S c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  u s i n g  

t o l u e n e - m e t h a n o l  s o l u t i o n s .  S u f f i c i e n t  c o u n t s  w e r e

a c c u m u l a t e d  to  g i v e  a s t a n d a r d  e r r o r  o f  l e s s  t h a n  1 % f o r  

e a c h  d e t e r m i n a t i o n .  W h e r e  a p p r o p r i a t e ,  r a d i o a c t i v e

s a m p l e s  w e r e  r  e c r  y s t a l  1  i s e d t o  c o n s t a n t  s p e c i f i c

a c t i v i t y ,  a n d  t h e y  w e r e  c o u n t e d  i n  d u p l i c a t e .  A P a n a x  

t h i n - l a y e r  s c a n n e r  R T L S - 1 A  w a s  u s e d  f o r  r a d i o s c a n n i n g  o f
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t h e  T L C  p l a t e s .

T L C  w a s  c a r r i e d  o u t  on  M e r c k  K i e s e l g e l  G p l a t e s  o f  

0 . 2 5 m m  t h i c k n e s s  a n d  d e v e l o p e d  w i t h  c h l o r o f o r m - m e t h a n o l -  

c o n c .  a m m o n i a  ( 8 5 : 1 4 : 1 )  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  T h e  

a l k a l o i d s  w e r e  d e t e c t e d  b y  t h e  m o d i f i e d  D r a g e n d o r f f

r e a g e n t . 1 ® 1  C h r o m a t o g r a p h i c  p u r i f i c a t i o n  r e f e r s  t o  d r y -
19 9c o l u m n  f l a s h  c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  e i t h e r  K i e s e l g e l  6 0

( M e r c k ,  7 0 - 2 3 0  m e s h )  o r  n e u t r a l  a l u m i n a  ( R i e d e l  D e - H a e n ,  

4 0 0  m e s h ) .  B o i l i n g  p o i n t s  r e f e r  t o  t h e  o v e n

t e m p e r a t u r e  u s i n g  a K u g e l r o h r  a p p a r a t u s .

A l l  o r g a n i c  s o l v e n t s  w e r e  d i s t i l l e d  p r i o r  t o  u s e .

T e t r a h y  d r o f u r a n  ( T H F )  a n d  d i e t h y l  e t h e r  w e r e  d r i e d  b y

d i s t i l l a t i o n  f r o m  s o d i u m - b e n z o p h e n o n e  u n d e r  a r g o n

i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  u s e .  O t h e r  s o l v e n t s  a n d  r e a g e n t s
12 3w e r e  p u r i f i e d  b y  s t a n d a r d  t e c h n i q u e s .  B e n z o y l

o
c h l o r i d e  w a s  d i s t i l l e d  a n d  s t o r e d  o v e r  4 A  m o l e c u l a r

s i e v e s .  D i m e t h y l  s u l p h o x i d e  a n d  d i c h l o r o m e t h a n e  w e r e
o

d i s t i l l e d  f r o m  c a l c i u m  h y d r i d e  a n d  s t o r e d  o v e r  4 A

m o l e c u l a r  s i e v e s .  P y r i d i n e  a n d  t r i e t h y  l a m i n e  w e r e

d i s t i l l e d  f r o m ,  a n d  s t o r e d  o v e r ,  p o t a s s i u m  h y d r o x i d e .  

P i p e r i d i n e  w a s  p r e - d r i e d  w i t h  p o t a s s i u m  h y d r o x i d e  a n d

t h e n  d i s t i l l e d  f r o m  p h o s p h o r u s  p e n t o x i d e .  M e t h a n e -

s u l p h o n y l  c h l o r i d e  w a s  d i s t i l l e d  f r o m  p h o s p h o r u s  

p e n t o x i d e .  P y r r o l i d i n e  w a s  d i s t i l l e d  f r o m  s o d i u m

u n d e r  n i t r o g e n .  O x a l y l  c h l o r i d e  w a s  d i s t i l l e d  u n d e r

n i t r o g e n  i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  u s e .  M e r c u r y  ( I I )

a c e t a t e  w a s  r e c r y s t a l l i s e d  f r o m  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d .

R e a c t i o n s  w e r e  n o r m a l l y  c a r r i e d  o u t  u n d e r  a n  

a t m o s p h e r e  o f  d r y  n i t r o g e n .  O r g a n i c  s o l v e n t s  w e r e
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d r i e d  w i t h  a n h y d r o u s  s o d i u m  s u l p h a t e  a n d  s o l v e n t s  w e r e

e v a p o r a t e d  o f f  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  b e l o w  5 0 ° C .

7 . 2  E x p e r i m e n t a l  t o  C h a p t e r  3

7 . 2 . 1  3 - C h l o r o - l  - p r o p a n o l  m e  t h a n e  s u l p h o n a t e  1 2 / 1

T o  a s o l u t i o n  o f  m e t h a n e s u l p h o n y l  c h l o r i d e  ( 3 . 8 m l ,  

4 9  m m o l )  a n d  3 - c h l o r o - 1 - p r o p a n o l  ( 3 . 7 m l ,  4 4 . 5  m m o l )  i n  

d r y  d i c h l o r o m e t h a n e  ( 3 0 m l )  at  - 7 8 ° C  w a s  a d d e d  d r o p w i s e  

t r i e t h y l  a m i n e  ( 6 . 8 m l ,  4 9  m m o l ) .  T h e  m i x t u r e  w a s

s t i r r e d  a t  - 7 8 ° C  f o r  3 0  m i n  a n d  w a s  t h e n  a l l o w e d  to  

r e a c h  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  r e s u l t a n t  s l u r r y  w a s

p o u r e d  o n t o  i c e / w a t e r  ( 1 0 0 m l )  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  

d i c h l o r o m e t h a n e  (3 x 1 0 0 m l ) .  T h e  o r g a n i c  e x t r a c t s  w e r e

c o m b i n e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e  (3 x 1 0 0 m l ) ,  d r i e d ,  f i l t e r e d ,  

a n d  c o n c e n t r a t e d  t o  g i v e  a n  o i l  w h i c h  w a s  d i s t i l l e d ;  

y i e l d  6 . 8 8  g ,  8 9 . 6 % ;  b . p .  1 6 5 ° C  ( 1 4  m m  H g )  ( l i t . 1 2 5 *

b . p .  1 4 3 - 1 4 6 ° C  at  9 m m  H g ) ;  v m a x  ( CC 1 4 ) 135 5  a n d  117 5

c m - 1 ; 8 h  ( 9 0  M H z )  1 . 9 0  ( 2 H ,  m ,  2 - H 2 ),  3 . 0 0  ( 3 H ,  s ,

0 S 0 2 C H 3 ),  3 . 5 5  ( 2 H ,  t ,  J 6  H z ,  4 - H 2 ),  a n d  4 . 2 5  p . p . m .

( 2 H ,  t ,  J 4 H z ,  1 - H 2 ).

4 - C h l o r o - l -  b u t a n o l  m e t h a n e s u l p h o n a t e 1  2 / 1

U s i n g  t h e  p r e v i o u s  m e t h o d  t h e  t i t l e  c o m p o u n d  w a s  

o b t a i n e d  as  a c l e a r  o i l ;  y i e l d  1 . 8 2  g ,  8 1 % ;  b . p .  1 7 5 ° C

( 0 . 8  m m  H g )  ( l i t . 1 2 5  b . p .  1 1 5 ° C  a t  0 . 5  m m  H g ) ;  v m a x  

(CC14 ) 1 3 4 0  a n d  1 1 6 0  c m " 1 ; 8 R  ( 2 0 0  M H z )  1 . 89  ( 4 H ,  m ,  2- 

a n d  3 - H 2 ),  2 . 9 9  ( 3 H ,  s,  0 S 0 2 C H 3 ),  3 . 5 6  ( 2 H ,  t ,  J 6 . 1  H z ,

4 - H 2 ),  a n d  4 . 2 3  p . p . m .  ( 2 H ,  t ,  J 3 . 8  H z ,  1 - H 2 ); 8 q  ( 5 0  

M H z )  2 6 . 4  ( C - 2  a n d  - 3 ) ,  2 8 . 3  ( C - 4 ) ,  3 7 . 3  ( O S C ^ C H g ) ,  a n d

4 4 . 0  p . p . m .  ( C - l ) .
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r 1 - 1 ^ ' C l - 4 - C h l o r o b u t a n e n i t r i l e ( 7 6 )

S o d i u m  c y a n i d e  ( 5 8 8 m g ,  1 2 . 0 m m o l )  a n d  s o d i u m

[ ^ C J c y a n i d e  ( 5 0 0  p C i )  w e r e  d i s s o l v e d  i n  d r y  

d i m e t h y l s u l p h o x i d e  ( 4 0 m l )  a t  9 0 ° C .  3 - C h l o r o - 1 - p r o p a n o l

m e t h a n e s u l p h o n a t e  ( 2 . 0 g ,  l l . l m m o l )  w a s  a d d e d ,  w i t h  

s t i r r i n g ,  a n d  h e a t i n g  w a s  c o n t i n u e d  a t  8 5 - 9 0 ° C  f o r  2 h.  

T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  t h e n  a l l o w e d  t o  c o o l  t o  r o o m  

t e m p e r a t u r e  a n d  w a s  t h e n  s t i r r e d  f o r  a f u r t h e r  18 h .

T h e  m i x t u r e  w a s  d i l u t e d  w i t h  d i e t h y l  e t h e r  ( 1 0 0 m l ) ,  a n d  

w a t e r  ( 5 0 m l )  w a s  a d d e d .  T h e  l a y e r s  w e r e  s e p a r a t e d  a n d

t h e  a q u e o u s  f r a c t i o n  w a s  e x t r a c t e d  w i t h  a n  a d d i t i o n a l  

p o r t i o n  o f  d i e t h y l  e t h e r  ( 75  m l ) .  T h e  c o m b i n e d  o r g a n i c  

e x t r a c t s  w e r e  w a s h e d  w i t h  w a t e r  (4  x 1 0 0 m l )  a n d  b r i n e  (2 

x 1 0 0 m l ) ,  d r i e d ,  f i l t e r e d ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  u n d e r  

r e d u c e d  p r e s s u r e .  C h r o m a t o g r a p h i c  p u r i f i c a t i o n

( s i l i c a ) ,  e l u t i n g  w i t h  d i e t h y l  e t h e r  a f f o r d e d  t h e  t i t l e  

c o m p o u n d  as  a p a l e  y e l l o w  o i l ;  y i e l d  4 6 1 m g ,  3 8 . 4 % ,  3 2 . 6

p C i  m m o l - 1 . A l l  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e  i d e n t i c a l  to

a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  m a t e r i a l ,  e . g .  v m a x  ( C C I 4 ) 2 2 5 0  a n d  

6 6 5  c m ' 1 ; 5 R  ( 9 0  M H z )  2 . 1 0  ( 2 H ,  m ,  3 - H 2 ),  2 . 5 0  ( 2 H ,  t,  

J  7 H z ,  2 - H 2 ), a n d  3 . 6 0  p . p . m .  ( 2 H ,  t ,  J 7 H z ,  4 - H 2 ).

r i - 1 ^ C l - 5 - C h l o r o p e n t a n e n i t r i l e  ( 1 3 9 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  b y  a s i m i l a r  p r o c e d u r e .  D r y -  

c o l u m n  f l a s h  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a ) ,  e l u t i n g  w i t h  

d i e t h y l  e t h e r ,  g a v e  a p a l e  y e l l o w  o i l ;  y i e l d  8 3 0  m g ,  

6 1 . 3 % ,  2 8 . 4  p C i  m m o l - 1 . A l l  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e

i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  m a t e r i a l ,  e . g .  v m a x  

( C C I 4 ) 2 2 5 0  a n d  6 6 0  c m - 1 ; 8 R ( 90  M H z )  2 . 1 5  ( 4 H ,  m ,  3-  

a n d  4 - H 2 ),  2 . 5 5  ( 2 H ,  t ,  J 7 H z ,  2 - H 2 ),  a n d  3 . 5 5  p . p . m .

( 2 H , t ,  J 7 H z ,  5 - H 2 ).
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G e n e r a l  P r o c e d u r e  f o r  N - A l k v l a t i o n s

A s o l u t i o n  o f  t h e  c h l o r o - n i t r i l e  ( 7 6 )  o r  ( 1 3 9 )  i n  

d r y  b u t a n o l  ( 1 m l  p e r  2  m m o l  o f  c h l o r o - n i t r i l e )  w a s  a d d e d

t o  a m i x t u r e  o f  p y r r o l i d i n e  o r  p i p e r i d i n e  ( 1 . 1  

e q u i v a l e n t s ) ,  a n h y d r o u s  s o d i u m  c a r b o n a t e  ( 1  e q u i v a l e n t )  

a n d  a c a t a l y t i c  a m o u n t  o f  p o t a s s i u m  i o d i d e  ( 0 . 1 7  

e q u i v a l e n t s ) ,  a n d  w a s  s t i r r e d  a t  1 0 5 ° C  f o r  18 h .  T h e

s o l u t i o n  w a s  c o o l e d  a n d  f i l t e r e d  t h r o u g h  C e l i t e .  T h e

f i l t e r e d  s o l i d  w a s  w a s h e d  w e l l  w i t h  d i e t h y l  e t h e r ,  a n d  

t h e  c o m b i n e d  w a s h i n g s  a n d  f i l t r a t e  w e r e  e x t r a c t e d  w i t h  

4 M  h y d r o c h l o r i c  a c i d  (3  x 5 0  m l ) .  T h e  c o m b i n e d

a q u e o u s  e x t r a c t s  w e r e  w a s h e d  w i t h  d i e t h y l  e t h e r  ( 2  x 1 0 0

m l ) ,  b a s i f i e d  w i t h  s o l i d  s o d i u m  c a r b o n a t e ,  a n d  e x t r a c t e d  

w i t h  d i e t h y l  e t h e r  (3  x 1 0 0 m l ) .  T h e  o r g a n i c  e x t r a c t s

w e r e  d r i e d ,  f i l t e r e d ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  u n d e r  r e d u c e d  

p r e s s u r e  t o  g i v e  a n  o i l  w h i c h  w a s  p u r i f i e d  b y  

d i s t i l l a t i o n .

N - ( r 4 - 1 ^ C l - 3 - C v a n o D r o p v l ) p v r r o l i d i n e  ( 1 4 0 a )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a c l e a r  o i l ;  y i e l d  3 0 3  m g ,  

7 4 . 9 % ,  2 3 . 7  p C i  m m o l ' 1 ); b . p .  1 0 5 ° C  ( 0 . 6  m m  H g ) .  A l l  

p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e  i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  

u n l a b e l l e d  m a t e r i a l  : v m a x  ( C H C l ^ )  2 2 5 0  c m - 1 ; 5 R  ( 2 0 0  

M H z )  1 . 57  ( 6 H,  m )  a n d  2 . 2 7  p . p . m .  ( 8 H,  m) ;  5 C ( 5 0  M H z )

1 4 . 3  ( C - 7 ) ,  2 2 . 8  ( C - 3  a n d  - 4 ) ,  2 4 . 2  ( C - 8 ) ,  5 3 . 3  ( C - 2

a n d  - 5 ) ,  5 3 . 7  ( C - 6 ) ,  a n d  1 1 9 . 2  p . p . m .  ( C - 9 ) ;  m / z  138  

( M + , 8 . 6 % )  a n d  84  ( 1 0 0 % ) ;  ( F o u n d :  M + , 1 3 8 . 1 1 4 7 .

^ 8 111 4 ^ 2  r e t l u i r e s  M> 1 3 8 . 1 1 5 6 ) .
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N - ( r 4 - * ^ C 1 - 3 - C v a n o p r o p v n p i p e r i d i n e  ( 1 4 0 b )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a c l e a r  o i l ;  y i e l d  1 8 6  m g ,  

6 1 . 1 % ,  2 4 . 8  p C i  m m o l " 1 ; b . p .  3 5 ° C  ( 0 . 1 5  m m  H g ) .  A l l  

p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e  i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  

u n l a b e l l e d  m a t e r i a l  : v m a x  ( t h i n  f i l m )  2 2 4 5  c m " 1 ;

( 2 0 0  M H z )  1 . 2 6 - 1 . 6 8  ( 8 H ,  c o m p l e x )  a n d  2 . 2 3  p . p . m .  ( 8 H,

m ) ;  § c  ( 5 0  M H z )  1 4 . 4  ( C - 8 ),  2 2 . 4  ( C - 4  o r  - 9 ) ,  2 3 . 9  ( C-  

4 o r  - 9 ) ,  2 5 . 5  ( C - 3  a n d  - 5 ) ,  5 4 . 0  ( C - 2  a n d  - 6 ) ,  5 6 . 6  

( C - 7 ) ,  a n d  1 1 9 . 4  p . p . m .  ( C - 1 0 ) ;  m / z  1 5 2  ( M + , 5 . 4 % )  a n d

98  ( 1 0 0 % ) ;  ( F o u n d  : M + , 1 5 2 . 1 3 2 0 .  C 9 H 1 6 N 2  r e q u i r e s  M,

1 5 2 . 1 3 1 3 ) .

N - ( r 5 - 1 ^ C l - 4 - C v a n o b u t v l ) p v r r o l i d i n e  ( 1 4 1 a )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a c l e a r  o i l ;  y i e l d  3 1 1  m g ,

5 7 . 9 % ,  3 3 . 0  p C i  m m o l ' 1 ; b . p .  3 3 ° C  ( 0 . 0 7  m m  H g ) .  A l l

p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d

m a t e r i a l  : v m a x  ( C C I 4 ) 2 2 4 0  c m ' 1 ; ( 9 0  M H z )  1 . 7 9

( 8 H ,  m )  a n d  2 . 51  p . p . m .  ( 8 H,  m ) ;  6 ^. ( 5 0  M H z )  16 .1  ( C - 8 ),

2 2 . 6  ( C - 3  a n d  - 4 ) ,  2 2 . 7  ( C - 9 ) ,  2 7 . 0  ( C - 7 ) ,  5 3 . 2  ( C - 2

a n d  - 5 ) ,  5 4 . 4  ( C - 6 ) ,  a n d  1 1 8 . 8  p . p . m .  ( C - 1 0 ) ;  m / z  1 5 2

( M + , 3 . 5 % )  a n d  84  ( 1 0 0 % ) ;  ( F o u n d  : M + , 1 5 2 . 1 3 1 9 .  

C 9 H 1 6 N 2  r e q u i r e s  M ,  1 5 2 . 1 3 1 3 ) .

N - ( r 5 - liglC l - 4 - C v a n o b u t v l ) p i p e r i d i n e  ( 1 4 1 b )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a c l e a r  o i l ;  y i e l d  3 5 2  m g ,

6 0 . 1 % ,  2 8 . 4  jxCi m m o l " 1 ; b . p .  7 5 ° C  ( 0 . 6  m m  H g ) .  A l l

p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e  i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  

u n l a b e l l e d  m a t e r i a l  : v m a x  ( t h i n  f i l m )  2 2 4 5  c m  1;  5 H

( 2 0 0  M H z )  1 . 3 9 - 1 . 6 7  ( 1 0 H ,  m )  a n d  2 . 31  p . p . m .  ( 8 H,  m ) ;
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5 C ( 5 0  M H z )  1 6 . 3  ( C - 9 ) ,  2 3 . 0 ,  2 3 . 8 ,  a n d  2 5 . 1  ( C - 4 ,  - 8 ,

a n d  - 1 0 ) ,  2 5 . 4  ( C - 3  a n d  - 5 ) ,  5 3 . 9  ( C - 2  a n d  - 6 ) ,  5 7 . 5  

( C - 7 ) , a n d  1 1 9 . 1  p . p . m .  ( C - l l ) ;  m/.z 1 6 6  ( M + , 3 . 3 % )  a n d  

98  ( 1 0 0 % ) ;  ( F o u n d  : M + . 1 6 6 . 1 4 5 5 .  ^ 1 0 H 1 8 ^ 2  re<l u i r e s

1 6 6 . 1 4 6 9 ) .

G e n e r a l  P r o c e d u r e  f o r  N i t r i l e  R e d u c t i o n s

T h e  n i t r i l e  w a s  a d d e d  t o  a s u s p e n s i o n  o f  A d a m s *  

c a t a l y s t  ( 1 5 %  w / w )  in  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  (5 m l  p e r  m m o l  

o f  n i t r i l e )  a n d  w a s  h y d r o g e n a t e d  a t  1  a t m o s p h e r e  f o r  18 

h .  T h e  c a t a l y s t  w a s  f i l t e r e d  o f f  t h r o u g h  F l o r i s i l  a n d

t h e  F l o r i s i l  w a s  w a s h e d  w e l l  w i t h  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  

( 25  m l ) .  C o n e ,  h y d r o c h l o r i c  a c i d  ( 1 0  m l )  w a s  a d d e d  to

t h e  f i l t r a t e .  C o n c e n t r a t i o n  u n d e r  v a c u u m  g a v e  a s o l i d

w h i c h  w a s  r e c r y s t a l l i s e d  f r o m  9 5 %  a q u e o u s  e t h a n o l - e t h y l  

a c e t a t e  ( 1 : 1 ) .

N - ( T 4 - 1 /1 C l - 4 - A m i n o b u t v n p v r r o l i d i n i u m  

d i h v d r o c h l o r i d e  ( 7 7 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a w h i t e  p o w d e r ;  y i e l d  3 6 4  m g ,

7 7 . 9 % ,  2 1 . 8  p.Ci  m m o l - 1 . A l l  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e

i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  m a t e r i a l  ( 1 7 9 )  : m . p .

2 1 4 - 2 1 5 ° C  ( d e c o m p . )  ( f r o m  9 5 %  aq.  E t O H - E t O A c ,  1 : 1 ) ;  

v m a x  (K B r  d i s c )  2 9 8 0  a n d  1405 c m - 1 ; 8 H ( 2 0 0  M H z )  ( D 2 0 )  

1 . 7 0  ( 4 H ,  m , 7  - a n d  8 - H 2 ),  1 . 9 3  ( 4 H ,  m ,  3 -  a n d  4 - H 2 ) ,

2 . 9 0  ( 4 H ,  m ,  2 -  a n d  5 - H 2 ),  3 . 0 9  ( 2 H , m ,  9 - H 2 ),  a n d  3 . 5 5  

p . p . m .  ( 2 H ,  m ,  6 - H 2 ); 5 ^  ( 5 0  M H z )  ( D 2 0 )  2 0 . 8 ,  2 2 . 8 ,

2 2 . 9  ( C - 3 ,  - 4 ,  -7X a n d  - 8 ),  4 7 . 0  ( C - 9 ) ,  5 2 . 3  ( C - 2  a n d  -5) ,

a n d  5 4 . 2  p . p . m .  ( C - 6 ).
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N - ( r 4 - 1 4 C l - 4 - A m i n o b u t v l ) p i p e r i d i n i u m  

d i h v d r o c h l o r i d e  ( 1 4 2 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as a w h i t e  p o w d e r ;  y i e l d  2 5 3  m g ,

9 3 . 4 % ,  2 1 . 1  | i C i  m m o l ” *. A l l  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e

i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  m a t e r i a l  ( 1 8 0 )  : m . p .

28  2 - 2 8 4 ° C  ( d e c o m p . )  ( f r o m  9 5 %  a q .  E t O H - E t O  A c ,  1 : 1 ) ;

v m a x  ( K B r  d i s c )  2 9 4 0  a n d  1 4 0 5  c m _ 1  ̂ 5 H ( 2 0 0  M H z > ( D 2 ° >  
1 . 6 7  ( 1 0 H ,  m ,  3 - , 4 - , 5 - , 8 -, a n d  9 - H 2 ),  2 . 8 1  ( 4 H ,  m ,  2 -  a n d

6 - H 2 ) ,  2 . 9 7  ( 2 H , m ,  1 0 - H 2 ),  a n d  3 . 3 7  p . p . m .  ( 2 H ,  m , 7 -

H 2 ); 6 c  ( 5 0  M H z )  ( D 2 0 )  2 1 . 6 ,  2 2 . 0 ,  2 3 . 7  ( C - 3 ,  - 4 ,  - 5 ,  - 8 ,

a n d  - 9 ) ,  4 7 . 7  ( C - 1 0 ) ,  5 4 . 1  ( C - 2  a n d  - 6 ) ,  a n d  5 6 . 8

p . p . m  ( C - 7 ) .

N - ( r 5 - * 4 C l - 5 - A m i n o p e n t v l ) p y r r o l i d i n i u m  

d i h v d r o c h l o r i d e  ( 1 4 3 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a w h i t e  p o w d e r ;  y i e l d  4 1 5  m g ,

8 8 . 8 %,  3 2 . 4  p.Ci m m o l ”1 . A l l  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e

i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  m a t e r i a l  ( 1 8 1 )  : m . p .

1 9 6 - 1 9 8 ° C  ( d e c o m p . )  ( f r o m  9 5 %  aq.  E t O H - E t O A c ,  1 :1) ;  

v m a x  d i s c ) 2 9 4 0  and  141 0  c m " 1 ; 8 j j  ( 2 0 0  M H z )  ( D 2 0 )

1 . 3 6  ( 2 H ,  m ,  8 - H 2 ),  1 . 65  ( 4 H ,  m ,  7-  a n d  9 - H 2 ),  1 . 9 6  ( 4 H ,

m ,  3-  a n d  4 - H 2 ),  2 . 91  ( 4 H ,  m ,  2-  a n d  5 - H 2 ),  3 . 0 8  ( 2 H ,  m ,

1 0 - H 2 ) ,  a n d  3 . 5 5  p . p . m .  ( 2 H ,  m ,  6 - H 2 ); 5 ^  ( 5 0  M H z )

2 3 . 6 ,  2 3 . 8 ,  a n d  2 3 . 9  ( C - 3 ,  - 4 ,  - 7 ,  - 8 , a n d  - 9 ) ,  4 8 . 1  ( C -

1 0 ) ,  5 4 . 9  ( C - 2  a n d  - 5 ) ,  a n d  5 5 . 5  p . p . m .  ( C - 6 ).
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N - ( r 5 - * 4 C l - 5 - A m i n o p e n t y l ( p i p e r i d i n i u m  

d i h v d r o c h l o r i d e  ( 1 4 4 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a w h i t e  p o w d e r ;  y i e l d  5 1 0  m g ,  

9 9 . 0 % ,  2 8 . 9  p C i  m m o l " * .  A l l  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e

i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  m a t e r i a l  ( 1 8 2 )  : m . p .

1 9 2 - 1 9 3 ° C  ( d e c o m p . )  ( f r o m  9 5 %  aq.  E t O H - E t O A c ,  1 : 1 ) ;

v m a x  <K B r  d i s c )  2 9 4 0  a n d  1 4 1 0  c m - 1 ; SH ( 2 0 °  M H z > ( d 2 ° >
1 . 3 2  ( 4 H ,  m ,  9-  a n d  1 0 - H 2 ), 1 . 65  ( 8 H ,  m ,  3 - , 4 - , 5 - ,  a n d  8 -

H 2 ),  2 . 8 0  ( 4 H ,  m,  2-  a n d  6 - H 2 ), 2 . 9 3  ( 2 H ,  m ,  1 1 - H 2 ),  a nd

3 . 4 0  p . p . m .  ( 2 H ,  m ,  7 - H 2 ); 5 C ( 5 0  M H z )  ( D 2 0 )  2 1 . 3 ,

2 3 . 0 ,  2 3 . 1 ,  2 5 . 2  ( C - 3 ,  - 4 ,  - 5 ,  - 8 , -9,  a n d  - 1 0 ) ,  4 7 . 3  ( C -

1 1 ) ,  5 3 . 3  ( C - 2  a n d  - 6 ) ,  a n d  5 6 . 6  p . p . m .  ( C - 7 ) .

T2- H l - N - ( 5 - A m i n o p e n t v D p i p e r i d i n i u m  

d i h v d r o c h l o r i d e  ( 1 5 1 )

T o  a s o l u t i o n  o f  i m i n i u m  s a l t  ( 1 8 0 )  ( 2 6 . 7  m g ,  0 . 1 1  

m m o l )  i n  d j - m e t h a n o l  ( C H ^ O D )  (2  m l )  w a s  a d d e d  s o d i u m  

c y  a n o b o r o d e u  t e r i d e  ( 1 4 . 6  m g ,  0 . 2 2  m m o l ) ,  a n d  t h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  4 

h .  E x c e s s  s o d i u m  c y a n o b o r o d e u t e r i d e  w a s  d e s t r o y e d  by

t h e  s l o w  a d d i t i o n  o f  10% s o d i u m  h y d r o x i d e  ( c a . 3 m l )  a n d  

t h e  r e s u l t a n t  s o l u t i o n  w a s  e x t r a c t e d  w i t h  c h l o r o f o r m  (4  

x 5 m l ) .  T h e  c o m b i n e d  c h l o r o f o r m  e x t r a c t s  w e r e

d r i e d ,  f i l t e r e d ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  u n d e r  v a c u u m  t o  g i v e  an  

o i l  w h i c h  w a s  t a k e n  u p  i n  c o n c .  h y d r o c h l o r i d e  a c i d .  

E v a p o r a t i o n  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  f u r n i s h e d  t h e  t i t l e  

c o m p o u n d ;  y i e l d  2 0 . 8  m g ,  7 6 . 9 % ;  8 ^  ( 2 0 0  M H z )  ( D 2 0 )

1 . 3 2  ( 4 H , m ,  9-  a n d  1 0 - H 2 ),  1 . 65  ( 8 H ,  m ,  3 - ,  4 - ,  5 - ,  a n d

8 - H 2 ),  2 . 8 2  ( 3 H ,  m ,  2 - H  a n d  6 - H 2 ),  2 . 9 7  ( 2 H ,  m ,  1 1 - H 2 ),
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a n d  3 . 4 5  p . p . m .  ( 2 H ,  m ,  7 - H 2 ).

G e n e r a l  P r o c e d u r e  f o r  M e r c u r y  ( I I )  A c e t a t e  O x i d a t i o n s

M e r c u r y  ( I I )  a c e t a t e  ( 4  e q u i v a l e n t s )  w a s  s t i r r e d  

i n  5 %  a q u e o u s  a c e t i c  a c i d  ( 6  m l / m m o l  o f  t e r t i a r y  a m i n e )  

a t  1 2 0 ° C  u n t i l  c o m p l e t e l y  d i s s o l v e d  ( c a .  2 m i n ) .  T o  

t h i s  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  t h e  d i a m i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( 1  

e q u i v a l e n t )  a n d  t h i s  m i x t u r e  w a s  h e a t e d  a t  1 2 0 ° C  f o r  

4  h .  T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  t h e n  c o o l e d  a n d  f i l t e r e d  

t o  r e m o v e  p r e c i p i t a t e d  m e r c u r y  ( I )  s a l t s .  T h e

f i l t r a t e  w a s  s a t u r a t e d  w i t h  h y d r o g e n  s u l p h i d e  g a s ,  

f i l t e r e d  t h r o u g h  C e l i t e ,  a n d  t h e  p r o c e s s  w a s  r e p e a t e d .  

T h i s  r e m o v e d  m e r c u r y  ( I I )  s a l t s .  T h e  a q u e o u s  s o l u t i o n

w a s  b a s i f i e d  w i t h  4 0 %  a q u e o u s  s o d i u m  h y d r o x i d e  a n d  t h e n  

e x t r a c t e d  w i t h  c h l o r o f o r m  ( 3  x 2 0  m l ) .  T h e

c h l o r o f o r m  e x t r a c t s  w e r e  d r i e d  a n d  f i l t e r e d .  A d d i t i o n

o f  d r y  h y d r o g e n  c h l o r i d e  g a s  p r e c i p i t a t e d  t h e  i m i n i u m  

s a l t ,  w h i c h  w a s  e x t r a c t e d  i n t o  w a t e r  ( 1 0  m l ) .  

L y o p h i l i s a t i o n  o f  t h e  s e p a r a t e d  a q u e o u s  l a y e r  y i e l d e d  

t h e  i m i n i u m  s a l t .  I n  e a c h  c a s e  a v i s c o u s  y e l l o w  g u m

w a s  o b t a i n e d ,  w h i c h  d i d  n o t  s o l i d i f y .

N - ( F 4 - 1 4 C 1 - 4 - A m i n o b u t y l ) - 1 . 2 - d i d e h v d r o p y r r o l i d i n i u m  

c h l o r i d e  h y d r o c h l o r i d e  ( 7 8 )

Y i e l d  7 6  m g ,  3 3 . 4 % ,  2 5 . 1  p C i  m m o l - 1 . A l l

p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e  i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  

u n l a b e l l e d  m a t e r i a l  ( 2 2 ), e . g .  v m a x  ( n u j o l )  3 0 0 0 ,  2 0 2 5 ,

a n d  1 6 8 5  c m ' 1 ; 5 H ( 2 0 0  M H z )  ( D 2 0 )  1 . 6 9 - 2 . 0 8  ( 6 H ,

c o m p l e x ,  4 - ,  7- ,  a n d  8 - H 2 ),  2 . 2 6  ( 2 H ,  m ,  3 - H 2 ),  2 . 9 0 - 3 . 2 0
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( 4 H ,  c o m p l e x ,  5-  a n d  9 - H 2 ),  3 . 9 5  ( 2 H ,  m ,  6 - H 2 ),  a n d  8 . 65  

p . p . m .  ( 1 H ,  b r  s ,  2 - H ) ;  8 C ( 5 0  M H z )  ( D 2 0 )  1 9 . 3 ,  23.9,

a n d  2 4 . 5  ( C - 4 ,  - 7 ,  a n d  - 8 ) ,  3 7 . 8  ( C - 3 ) ,  4 7 . 3  ( C - 9 ) ,  5 2 . 9

a n d  5 8 . 1  ( C - 5  a n d  - 6 ),  a n d  1 8 1 . 7  p . p . m .  ( C - 2 ) .

N - ( r 4 - * ^ C l - 4 - A m i n o b u t v l ) - 1 . 2 - d i d e h v d r o p i p e r i d i n i u m  

c h l o r i d e  h y d r o c h l o r i d e  ( 1 3 6 )

Y i e l d  1 1 1  m g ,  5 6 . 0 % ,  4 . 5  p .Ci  m m o l " * .  A l l

p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e  i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c

u n l a b e l l e d  m a t e r i a l  ( 1 8 3 ) ,  e . g .  v m a x  ( n u j o l )  3 0 0 0 ,  2 0 2 5 ,

a n d  1 6 5 0  c m " 1 ; 8 R ( 2 0 0  M H z )  ( D 2 0 )  1 . 6 5 - 2 . 1 2  ( 8 H,

c o m p l e x ,  4 - ,  5 - ,  8 - ,  a n d  9 - H 2 ),  2 . 3 0  ( 2 H ,  m ,  3 - H 2 ),  2 . 9 3 -

3 . 2 4  ( 4 H ,  c o m p l e x ,  6 - a n d  1 0 - H 2 ),  4 . 0 1  ( 2 H ,  m ,  7 - H 2 ),

a n d  8 . 6 2  p . p . m .  ( 1 H ,  br  s,  2 - H ) ;  8 C ( 50  M H z )  ( D 2 0 )  2 1 . 4 ,

2 3 . 6 ,  a n d  2 5 . 1  ( C - 4 ,  - 5 ,  - 8 , a n d  - 9 ) ,  3 9 . 8  ( C - 3 ) ,  4 7 . 2  ( C -  

1 0 ) ,  5 5 . 2  a n d  5 7 . 9  ( C - 6  a n d  - 7 ) ,  a n d  1 8 2 . 5  p . p . m .  ( C - 2 ) .

N - (T5 - * ^ C 1  -5  - A m i n o p e n t v l ) - 1 , 2 - d i d e h v d r o p y r r o l i d i n i u m  

c h l o r i d e  h y d r o c h l o r i d e  ( 1 3 7 )

Y i e l d  1 8 0  m g ,  5 2 . 8 % ,  3 2 . 5  | i .Ci m m o l " 1 . A l l

p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e  i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c

u n l a b e l l e d  m a t e r i a l  ( 1 8 4 ) ,  e . g .  v m a x  ( n u j o l )  3 0 0 0 ,  2 0 2 5 ,

a n d  1 6 4 5  c m " 1 ; 8 R ( 2 0 0  M H z )  ( D 2 0 )  1 . 38  ( 2 H ,  m ,  8 - H 2 ), 

1 . 6 3 - 2 . 0 8  ( 6 H ,  c o m p l e x ,  4 - ,  7 - ,  a n d  9 - H 2 ),  2 . 2 2  ( 2 H ,  m ,  3-

H 2 ) ,  2 . 9 4 - 3 . 2 6  ( 4 H ,  c o m p l e x ,  5 -  a n d  1 0 - H 2 ),  3 . 9 6  ( 2 H ,  m,  

6 - H 2 ) ,  a n d  8 . 6 5  p . p . m .  ( 1 H ,  b r  s ,  2 - H ) ;  8 ^. ( 5 0  M H z )

( D 2 0 )  1 9 . 8 ,  2 0 . 4 ,  2 1 . 6 ,  a n d  2 3 . 2  ( C - 4 ,  - 7 ,  - 8 , a n d  - 9 ) ,

3 8 . 2  ( C - 3 ) ,  4 7 . 9  ( C - 1 0 ) ,  5 4 . 1  a n d  5 4 . 7  ( C - 6  a n d  - 7 ) ,  a n d

1 8 2 . 6  p . p . m .  ( C - 2 ) .



143

N - ( r S - ^ C l - S - A m i n o p e n t v P - l ^ - d i d e h y d r o p i p e r i d i n i u m  

c h l o r i d e  h y d r o c h l o r i d e  ( 1 3 8 )

Y i e l d  1 5 9  m g ,  4 6 . 7 % ,  2 8 . 2  p .Ci  m m o l - 1 . A l l

p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e  i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  

u n l a b e l l e d  m a t e r i a l  ( 1 8 5 ) ,  e . g .  v m a x  ( n u j o l )  3 0 0 0 ,  2 0 2 5 ,

a n d  1 6 5 0  c m - 1 ; 8 R  ( 2 0 0  M H z )  ( D 2 0 )  1 . 33  ( 4 H ,  m ,  9-  a n d  

1 0 - H 2 ),  1 . 6 6  - 2 . 1 5  ( 6 H ,  c o m p l e x ,  4 - ,  5- ,  a n d  8 - H 2 ),  2 . 1 9

( 2 H , m ,  3 - H 2 ) ,  2 . 9 0 - 3 . 2 9  ( 4 H ,  c o m p l e x ,  6 - a n d  1 1 - H 2 ),

3 . 9 2  ( 2 H ,  m ,  7 - H 2 ),  a n d  8 . 6 4  p . p . m .  ( 1 H ,  b r  s ,  2 - H ) ;

8 C ( 5 0  M H z )  ( D 2 0 )  1 9 . 6 ,  2 2 . 3 ,  2 3 . 6 ,  2 4 . 5 ,  a n d  2 4 . 7  ( C - 4 ,  

- 5 ,  - 8 , -9,  a n d  - 1 0 ) ,  3 9 . 7  ( C - 3 ) ,  4 6 . 9  ( C - l l ) ,  5 3 . 8  a n d

5 6 . 4  ( C - 6  a n d  - 7 ) ,  a n d  1 8 2 . 7  p . p . m .  ( C - 2 ) .

7 . 2 . 2  G e n e r a l  P r o c e d u r e  f o r  N - B e n z  v l o x v  c a r b o n y l  a m i n o -

a l c o h o l  F o r m a t i o n .

A  s o l u t i o n  o f  t h e  a m i n o a l c o h o l  i n  5 M  s o d i u m

h y d r o x i d e  ( 1 m l  p e r  2  m m o l  o f  a l c o h o l )  w a s  c o o l e d  to  

0 ° C .  B e n z y l  c h l o r o f o r m a t e  ( 1 . 1  e q u i v a l e n t s )  w a s  a d d e d  

d r o p w i s e  a n d  t h e  s o l u t i o n  w a s  s t i r r e d  a t  0 ° C  f o r  1 h 

t h e n  a l l o w e d  to  w a r m  to r o o m  t e m p e r a t u r e .  M u c h  o f  t he

p r o d u c t  h a d  p r e c i p i t a t e d  a s  a w h i t e  s o l i d .  E t h y l

a c e t a t e  w a s  a d d e d  t o  d i s s o l v e  t h i s  m a t e r i a l  a n d  t h e  

a q u e o u s  l a y e r  w a s  n e u t r a l i s e d  w i t h  1 M  h y d r o c h l o r i c  

a c i d .  T h e  t w o  l a y e r s  w e r e  s e p a r a t e d  a n d  t h e  a q u e o u s

l a y e r  w a s  e x t r a c t e d  a f u r t h e r  t w o  t i m e s  w i t h  e t h y l  

a c e t a t e .  T h e  c o m b i n e d  o r g a n i c  e x t r a c t s  w e r e  w a s h e d

w i t h  w a t e r  (3  t i m e s ) ,  d r i e d ,  f i l t e r e d ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  

i n  v a c u o  t o  g i v e  a c l e a r  o i l  w h i c h  c r y s t a l l i s e d  o n  

s t a n d i n g .  T h i s  w a s  r e c r y s t a l l i s e d  f r o m  c h l o r o f o r m -

d i e t h y l  e t h e r  ( 1 : 1 ) .
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4 - B e n z v l o x v c a r b o n v l a m i n o -  1 - b u t a n o l  ( 1 6 0 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  w h i t e  p l a t e s ;  y i e l d  6 . 0 6  g ,

9 2 . 1 % ;  m . p .  8 4 - 8 5 ° C  ( f r o m  C H C 1 3 - E t 2 0 ,  1 : 1 ) ;  v m a x

( C H C 1 3 ) 3 6 2 0 ,  3 4 5 0 ,  3 0 5 0 ,  2 9 4 0 ,  1 7 1 5 ,  1515 ,  a n d

1 2 3 0  c m " 1 ; 6 R ( 90  M H z )  1 .55  ( 4 H ,  m ,  2-  a n d  3 - H 2 ), 3 . 2 0

( 2 H ,  m ,  4 - H 2 ),  3 . 6 4  ( 2 H ,  m ,  1 - H 2 ),  5 . 0 8  ( 2 H ,  s,  ArCH_2 ),  

a n d  7 . 3 1  p . p . m .  ( 5 H ,  s ,  A r H ) ;  5 C ( 5 0  M H z )  2 6 . 4  ( C - 3 ) ,

2 9 . 5  ( C - 2 ) ,  4 0 . 7  ( A r C C H 2 ),  6 2 . 1  ( C - 4 ) ,  6 6 . 5  ( C - l ) ,  1 2 8 . 0

a n d  1 2 8 . 4  ( A r C ) ,  1 3 6 . 5  ( A r C C H 2 ),  a n d  1 5 6 . 5  p . p . m .  ( C = 0 ) ;  

m / z  2 2 3  ( M  + , 3 . 0 % ) ,  1 3 2 ,  1 0 8 ,  1 0 7 ,  9 2 ,  91 ( 1 0 0 % ) ,  8 8 ,

a n d  7 1 ;  ( F o u n d  : M + , 2 2 3 . 1 2 1 0 ;  C ,  6 4 . 5 8 ;  H ,  7 . 6 9 ;  N ,  

6 . 2 7 % .  C ^ H j ^ N O g  r e q u i r e s  M ,  2 2 3 . 1 2 0 8 ;  C,  6 4 . 5 4 ;

H ,  7 . 6 8 ;  N ,  6 . 2 8 % ) .

5 - B e n z v l o x v c a r b o n v l a m i n o  - 1 - p e n t a n o l  ( 1 6 1 ) .

T h i s  w a s  o b t a i n e d  a s  w h i t e  p l a t e s ,  y i e l d  1 0 . 0 4  g ,

8 9 . 8 % ;  m . p .  4 5 - 4 6 ° C  ( f r o m  C H C 1 3 - E t 2 0 ,  1 : 1 ) ;  v m a x

( C H C 1 3 ) 3 6 2 0 ,  3 4 5 0 ,  3 0 5 0 ,  2 9 4 0 ,  1 7 1 5 ,  1515 ,  a n d  1 2 3 0

c m " 1 ; 5 h  ( 2 0 0  M H z )  1 . 4 9  ( 6 H,  m,  2 - ,  3 - ,  a n d  4 - H 2 ), 2 . 4 9

( 1 H ,  b r ,  O - H ) ,  3 . 1 5  ( 2 H ,  m ,  5 - H 2 ),  3 . 5 7  ( 2 H ,  t ,  J  6 . 3

H z ,  1 - H 2 ),  5 . 0 6  ( 2 H ,  s,  A r C H 2 ) , a n d  7 . 3 1  p . p . m .  ( 5 H ,  s,

A r H ) ;  5 C ( 5 0  M H z )  2 2 . 7  ( C - 3 ) ,  2 9 . 5  a n d  3 2 . 0  ( C - 2  and

- 4 ) ,  4 0 . 8  ( A r C C H 2 ),  6 2 . 2  ( C - 5 ) ,  6 6 . 4  ( C - l ) ,  1 2 7 . 9  a n d

1 2 8 . 4  ( A r C ) ,  1 3 6 . 5  ( A r C C H 2 ) a n d  1 5 6 . 5  p . p . m .  ( C = 0 ) ;  

m / z  2 3 7  ( M + , 1 . 3 % ) ,  1 4 6 ,  1 0 8 ,  1 0 7 ,  1 0 2 ,  9 2 ,  91 ( 1 0 0 % ) ,

a n d  8 5 ;  ( F o u n d  : M + , 2 3 7 . 1 3 6 8 ;  C ,  6 5 . 9 6 ;  H ,  8 . 0 7 ;

N ,  6 . 0 1 % .  C 1 3 H 1 9 N ° 3  r e q u i r e s  M ,  2 3 7 . 1 3 6 5 ;  C,  6 5 . 7 8 ;

H,  8 . 0 7 ;  N ,  5 . 9 0 % ) .
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G e n e r a l  P r o c e d u r e  f o r  S w e r n  O x i d a t i o n s

A  m i x t u r e  o f  d i c h l o r o m e t h a n e  ( 2 5  m l )  a n d  o x a l y l

c h l o r i d e  ( 1 . 0  m l ,  11 m m o l )  w a s  c o o l e d  to  - 6 0 ° C .  D M S O

( 1 . 7  m l ,  2 2  m m o l )  d i l u t e d  w i t h  d i c h l o r o m e t h a n e  (5 m l )  

w a s  a d d e d  s l o w l y  t o  t h e  s t i r r e d  s o l u t i o n .  T h e

r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  f o r  2  m i n  a n d  t h e  a l c o h o l

( 1 0  m m o l  i n  10  m l  d i c h l o r o m e t h a n e )  w a s  a d d e d  w i t h i n  5 

m i n .  S t i r r i n g  w a s  c o n t i n u e d  a t  - 6 0 ° C  f o r  a n

a d d i t i o n a l  15 m i n  a n d  t h e n  t r i e t h y l a m i n e  ( 7 . 0  m l ,  5 0  

m m o l )  w a s  a d d e d .  T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  f o r

5 m i n  a n d  t h e n  a l l o w e d  t o  w a r m  a l m o s t  t o  r o o m  

t e m p e r a t u r e  ( c a .  15 m i n ) .  W a t e r  ( 5 0  m l )  w a s  a d d e d

a n d  t h e  l a y e r s  w e r e  s e p a r a t e d .  T h e  a q u e o u s  l a y e r  w a s

r e - e x t r a c t e d  w i t h  d i c h l o r o m e t h a n e  ( 5 0  m l )  a n d  t h e  

c o m b i n e d  o r g a n i c  l a y e r s  w e r e  w a s h e d  w e l l  w i t h  b r i n e  (4  x

1 0 0 m l ) ,  d r i e d ,  f i l t e r e d ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o  t o  

g i v e  a p a l e  y e l l o w  o i l .  T o  r e m o v e  t r a c e s  o f

t r i e t h y l a m i n e  h y d r o c h l o r i d e ,  t h e  o i l  w a s  t a k e n  u p  i n  

d i e t h y l  e t h e r  ( 1 5  m l )  a n d  t h e  r e s u l t a n t  c l o u d y  s o l u t i o n  

w a s  f i l t e r e d  t h r o u g h  C e l i t e .  C o n c e n t r a t i o n  o f  t h e

f i l t r a t e  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  f u r n i s h e d  t h e  a i d e h y d e .

4 - B  e n z  v l  o x  v c a r b o n y l  a m i n o  - 1 - b u t a n a l  ( 1 6 2 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  a s  a p a l e  y e l l o w  o i l ;  y i e l d  

l . l l g ,  1 0 0 % ;  8 h  ( 9 0  M H z )  1 . 82  ( 2 H ,  m ,  3 - H 2 ),  2 . 4 5  ( 2 H ,  

m ,  2 - H 2 ),  3 . 1 5  ( 2 H ,  m ,  4 - H 2 ), 5 . 0 5  ( 2 H ,  s ,  A r C H 2 ),  7 . 3 0  

( 5 H ,  s,  A r H ) ,  a n d  9 . 7 0  p . p . m .  ( 1 H ,  s,  C H O ) .
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5 - B e n z y l o x v c a r b o n y l a m i n o -  1 - p e n t a n a l  ( 1 6 3 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  a s  a p a l e  y e l l o w  o i l ;  y i e l d

2 . 3 5  g ,  1 0 0 % ;  6 h  ( 9 0  M H z )  1 . 55  ( 4 H ,  m ,  3-  a n d  4 - H 2 ),  

2 . 4 2  ( 2 H ,  m ,  2 - H 2 ),  3 . 1 5  ( 2 H ,  m ,  5 - H 2 ),  5 . 0 5  ( 2 H ,  s ,  A r -  

C H 2 ) ,  7 . 3 0  ( 5 H ,  s ,  A r H ) ,  a n d  9 . 6 8  p . p . m .  ( 1 H ,  s ,  C H O ) .

G e n e r a l  P r o c e d u r e  f o r  I n t r o d u c t i o n  o f  t h e  H L a b e l

T o  a s l u r r y  o f  p y r r o l i d i n e  o r  p i p e r i d i n e  ( 2 . 4  

e q u i v a l e n t s )  a n d  p o t a s s i u m  c a r b o n a t e ,  c o o l e d  to  0 ° C ,  w a s  

a d d e d  s l o w l y  d r o p w i s e  a s o l u t i o n  o f  a l d e h y d e  ( 1 6 2 )  o r  

( 1 6 3 )  i n  d i e t h y l  e t h e r  ( 0 . 5  m l / m m o l  o f  a l d e h y d e ) .  T h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  0 ° C  f o r  0 . 5  h a n d  t h e n

a l l o w e d  t o  w a r m  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e  o v e r  3 h .  

F i l t r a t i o n  t h r o u g h  C e l i t e  a n d  c o n c e n t r a t i o n  i n  v a c u o  

g a v e  a n  o i l  w h i c h  w a s  t a k e n  u p  i n  d i e t h y l  e t h e r  

( l O m l / m m o l  o f  e n a m i n e ) .  T h e  s o l u t i o n  w a s  c o o l e d  to

0 ° C  a n d  a c i d i f i e d  t o  C o n g o  r e d  w i t h  7 0 %  p e r c h l o r i c

a c i d / e t h a n o l  ( 1 : 1 ) ,  r e s u l t i n g  i n  p r e c i p i t a t i o n  o f  t h e  

i m i n i u m  s a l t  as  a v i s c o u s  o i l .  T h i s  w a s  i m m e d i a t e l y

d i s s o l v e d  i n  m e t h a n o l  ( l m l / m m o l  o f  i m i n i u m  s a l t ) ,  a n d  

t he  s o l u t i o n  w a s  c o o l e d  to 0 ° C .  S o d i u m  b o r o [ ^ H ] h y d r i d e  

( c a . 2 0 0  M-Ci) a n d  e x c e s s  s o d i u m  b o r o h y d r i d e  w a s  a d d e d  

a n d  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  at  0 ° C  f o r  0 . 5  h.  

F u r t h e r  s o d i u m  b o r o h y d r i d e  w a s  a d d e d ,  t h e  c o o l i n g  b a t h  

w a s  r e m o v e d ,  a n d  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  f o r  an  

a d d i t i o n a l  0 . 5  h .  C o l d  1 M h y d r o c h l o r i c  a c i d  w a s

a d d e d  u n t i l  t h e  s o l u t i o n  r e a c h e d  p H 2 .  T h e  s o l v e n t  w a s

t h e n  r e m o v e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  t o  l e a v e  a s o l i d  

r e s i d u e  w h i c h  w a s  t a k e n  u p  in  1M s o d i u m  h y d r o x i d e  ( 25
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m l ) .  T h e  a l k a l i n e  s o l u t i o n  w a s  e x t r a c t e d  w i t h

c h l o r o f o r m  (3 x 2 0 m l )  a n d  t h e  c o m b i n e d  o r g a n i c  e x t r a c t s  

w e r e  w a s h e d  w i t h  b r i n e  (3 x 5 0 m l ) ,  d r i e d ,  f i l t e r e d ,  a n d  

c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o  t o  a f f o r d  t h e  H - l a b e l l e d  

c o m p o u n d s  ( 1 6 4 ) - ( 1 6 7 ) .  T h e s e  w e r e  p u r i f i e d  b y  d r y -

c o l u m n  f l a s h  c h r o m a t o g r a p h y  ( n e u t r a l  a l u m i n a ) .

■2
N-<T l - H l - 4 - B e n z v l o x v c a r b o n v l a m i n o b u t v l )  

p y r r o l i d i n e  ( 1 6 4 )

T h e  t i t l e  c o m p o u n d  w a s  e l u t e d  w i t h  8 0 - 9 0 %  

c h l o r o f o r m  i n  d i c h l o r o m e t h a n e  a n d  o b t a i n e d  a s  a p a l e  

y e l l o w  o i l ;  y i e l d  9 1 4  m g ,  6 6 . 9 %  [ f r o m  a l d e h y d e  ( 1 6 2 ) ] ,

1 8 2 . 6  p C i  m m o l ' * .  A l l  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e

i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  m a t e r i a l :  v m a x

( C H C I 3 ) ,  1 7 1 5 ,  1515 ,  a n d  1 2 3 5  c m " 1 ; 5 R  ( 2 0 0  M H z )  1 . 5 4  

( 4 H ,  m ,  3 -  a n d  4 - H 2 ),  1 . 71  ( 4 H ,  m ,  7-  a n d  8 - H 2 ),  2 . 4 5

( 6 H ,  m ,  2 - ,  5-> a n d  6 - H 2 ),  3 . 1 5  ( 2 H ,  m ,  9 - H 2 ),  5 . 0 6  ( 2 H ,

s,  A r CH. 2 ), a n d  7 . 3 2  p . p . m .  ( 5 H ,  m ,  A r H ) ;  8 ^  ( 5 0  M H z )

2 3 . 3  ( C - 3  a n d  - 4 ) ,  2 6 . 4  a n d  2 8 . 1  ( C - 7  a n d  - 8 ) ,  4 0 . 9  ( A r C -  

C H 2 ) ,  5 3 . 9  ( C - 2  a n d  - 5 ) ,  5 5 . 9  ( C - 6 ) ,  6 6 . 3  ( C - 9 ) ,  1 2 7 . 9

a n d  1 2 8 . 4  ( A r C ) ,  1 3 6 . 8  ( A r C C H 2 ),  a n d  1 5 6 . 5  p . p . m .  

( C = 0 ) ;  m / z  2 7 6  ( M + , 2 . 1 % ) ,  112 ,  91,  a n d  8 4  ( 1 0 0 % ) ;

( F o u n d  : M + , 2 7 6 . 1 8 2 9 .  c i 6 H 2 4 N 2 ° 2  r e <lu i r e s  M., 2 7 6 . 1 8 3 8 )
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3
N - a i -  H l - 5 - B c n z v l o x v c a r b o n v l a m i n o p e n t v l )  

p y r r o l i d i n e  ( 1 6 6 )

T h e  t i t l e  c o m p o u n d  w a s  e l u t e d  w i t h  8 0 - 9 0 %  

c h l o r o f o r m  i n  d i c h l o r o m e t h a n e  a n d  o b t a i n e d  a s  a p a l e  

y e l l o w  o i l ;  y i e l d  9 0 0  m g ,  6 2 . 0 %  [ f r o m  a l d e h y d e  ( 1 6 3 ) ] ,

2 5 0 . 1  |LiCi m m o l " * .  A l l  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e

i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  m a t e r i a l :  v m a x  ( C H C I 3 )

1 7 1 5 ,  15 1 5 ,  a n d  1 2 3 5  c m " 1 ; § H ( 2 0 0  M H z )  1 . 3 9 - 1 . 5 4  ( 6 H,  

c o m p l e x ,  3 - ,  4 - ,  a n d  8 - H 2 ) 1 . 7 4  ( 4 H ,  m ,  7 -  a n d  9 - H 2 ) ,

2 . 4 5  ( 6 H ,  m ,  2 - ,  5 -  a n d  6 - H 2 ), 3 . 1 5  ( 2 H ,  m ,  1 0 - H 2 ),  5 . 0 7  

( 2 H ,  s ,  A r C H 2 ) ; a n d  7 . 3 2  p . p . m .  ( 5 H ,  m ,  A r H ) ;  5 C ( 5 0  

M H z )  2 3 . 3  ( C - 3  a n d  - 4 ) ,  2 4 . 7  ( C - 8 ) ,  2 8 . 6  a n d  2 9 . 7  ( C - 7

a n d  - 9 ) ,  4 1 . 0  ( A r C C H 2 ),  5 4 . 1  ( C - 2  a n d  - 5 ) ,  5 6 . 3  ( C - 6 ) ,

6 6 . 5  ( C - 1 0 ) ,  1 2 8 . 0  a n d  1 2 8 . 4  ( A r C ) ,  1 3 6 . 6  ( A r C C H 2 ),  a n d

1 5 6 . 4  p . p . m .  (C = 0 ) ;  m / z  2 9 0  ( M + 2 . 8 % ) ,  1 2 6 ,  91 ,  a n d  84 

( 1 0 0 % ) ;  ( F o u n d  : M + 2 9 0 . 1 9 8 3 .  ^ 1 7 ^ 2 6 * ^ 2 ^ 2  recl u i r e s

M ,  2 9 0 . 1 9 9 4 ) .

3

N - ( [ l - H l - 4 - B e n z v l o x v c a r b o n v l a m i n o b u t v l )  

p i p e r i d i n e  ( 1 6 5 )

T h e  t i t l e  c o m p o u n d  w a s  e l u t e d  w i t h  8 0 - 9 0 %  

c h l o r o f o r m  i n  d i c h l o r o m e t h a n e  a n d  o b t a i n e d  a s  a p a l e  

y e l l o w  o i l ;  y i e l d  9 3 4  m g ,  6 5 . 1 %  [ f r o m  a l d e h y d e  ( 1 6 2 ) ] ,

1 6 7 . 4  j xCi  m m o l " 1 . A l l  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e

i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  m a t e r i a l :  v m a x

( C H C I 3 ) 1 7 1 5 ,  1515,  a n d  1235  c m " 1 ; 6 R  ( 2 0 0  M H z )  1 . 31 -  

1 . 6 2  (10H, c o m p l e x ,  3 - ,  4 - ,  5 - ,  8 - ,  a n d  9 - H 2 ) ,  2 . 3 1  ( 6 H,

m ,  2 - ,  6 - ,  a n d  7 - H 2 ),  3 . 1 5  ( 2 H,  m ,  1 0 - H 2 ),  5 . 0 6  ( 2 H ,  s,  

ArCH_2 ),  a n d  7 . 3 2  p . p . m .  ( 5 H ,  m ,  A r H ) ;  8 C ( 5 0  M H z )
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2 3 . 9 ,  2 4 . 3 ,  a n d  2 4 . 7  ( C - 4 ,  - 8 , a n d  - 9 ) ,  2 5 . 7  ( C - 3  a n d  - 5 ) ,

4 0 . 0  ( A r C C H 2 ),  5 4 . 2  ( C - 2  a n d  - 6 ),  5 9 . 2  ( C - 7 ) ,  6 6 . 5  ( C -

1 0 ) ,  1 2 7 . 9  a n d  1 2 8 . 2  ( A r C ) ,  1 3 6 . 6  ( A r C C H 2 ) > a n d  1 5 6 . 3

p . p . m .  ( C = 0 ) ;  m/z.  2 9 0  ( M + , 3 . 2 % ) ,  1 2 6 ,  98  ( 1 0 0 % ) ,  a n d  

9 1 ;  ( F o u n d  M + , 2 9 0 . 1 9 8 0 .  ̂ 1 7 ^ 2 6 ^ 2 ^ 2  r e q u i r e s  M ,

2 9 0 . 1 9 9 4 ) .

a
N - CT1 - H I - 5 - B e n  z v l o x v  c a r b o n y l  a m i n o  p e n t y l )  

p i p e r i d i n e  ( 1 6 7 )

T h e  t i t l e  c o m p o u n d  w a s  e l u t e d  w i t h  8 0 - 9 0 %

c h l o r o f o r m  i n  d i c h l o r o m e t h a n e  a n d  o b t a i n e d  a s  a p a l e  

y e l l o w  o i l ;  y i e l d  8 1 0  m g ,  5 3 . 4 %  [ f r o m  a l d e h y d e  ( 1 6 3 ) ]

2 0 1 . 4  | i C i  m m o l - *.  A l l  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e

i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  m a t e r i a l  :
I l l  d. X

( C H C I 3 ) 1 7 2 0 ,  1 5 1 5> a n d  1 2 3 0  c m - 1 ; 8 H ( 2 0 0  M H z )  1 . 28 -  

1 . 5 9  ( 1 2 H ,  c o m p l e x ,  3 - ,  4 - ,  5 - ,  8 - ,  9- ,  a n d  1 0 - H 2 ),  2 . 2 8

( 6 H ,  m ,  2 - ,  6 -, a n d  7 - H 2 ),  3 . 1 4  ( 2 H ,  m ,  1 1 - H 2 ),  5 . 0 7  ( 2 H ,  

s,  ArCH_2 ), a n d  7 . 3 2  p . p . m .  ( 5 H ,  m ,  A r H ) ;  5 ^  ( 5 0  M H z )

2 4 . 2  a n d  2 4 . 5  ( C - 4  a n d  - 9 ) ,  2 5 . 4  ( C - 3  a n d  - 5 ) ,  2 6 . 2  ( C -

8 ),  2 9 . 6  ( C - 1 0 ) ,  4 0 . 7  ( A r C C H 2 ),  5 4 . 4  ( C - 2  a n d  - 6 ),  5 9 . 1  

( C - 7 ) ,  6 6 . 2  ( C - l l ) ,  1 2 7 . 8  a n d  1 2 8 . 2  ( A r C ) ,  1 3 6 . 5  ( A r C -

C H 2 ),  a n d  15 6 . 3  p . p . m .  ( C = 0 ) ;  m / z  3 0 4  ( M + , 2 . 8 % ) ,  140 ,  

98  ( 1 0 0 % ) ,  a n d  91;  ( F o u n d  M + , 3 0 4 . 2 1 7 2 .  C 1 8 H 2 g N 2 0 2

r e q u i r e s  M ,  3 0 4 . 2 1 5 1 ) .
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G e n e r a l  P r o c e d u r e  f o r  R e m o v a l  o f  t h e  C B Z  P r o t e c t i n g  

G r o u p

A m i x t u r e  o f  N_- p r o t e c t e d  d i a m i n e  ( 1 6 4 ) - ( 1 6 7 ) / 

a m m o n i u m  f o r m a t e  ( 0 . 3  g ) ,  1 0 %  p a l l a d i u m  o n  c h a r c o a l

[ 0 . 3 5  g p e r  m m o l  o f  ( 1 6 4 ) - (  1 6 7 ) ] ,  a n d  m e t h a n o l  ( 1 5  m l )  

w a s  h e a t e d  a t  r e f l u x  f o r  3 h .  T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  

w a s  c o o l e d ,  a n d  t h e  c a t a l y s t  w a s  f i l t e r e d  o f f  t h r o u g h  

F l o r i s i l .  T h e  f i l t r a t e  w a s  e v a p o r a t e d  t o  g i v e  a n  o i l

w h i c h  w a s  t a k e n  u p  i n  c o n c .  h y d r o c h l o r i c  a c i d .  T h e  

r e s u l t a n t  s o l i d  w a s  r e c r y s t a l l i s e d  f r o m  9 5 %  a q .  E t O H -  

E t O A c  ( 1 : 1 ) .  T h e  f o u r  c o m p o u n d s  ( 1 6 8 ) - ( 1 7 1 )  h a d

p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  

c o m p o u n d s  ( 1 7 9 ) - ( 1 8 2 )  ( s e e  p p .  138 - 140 f o r

c h a r a c t e r i s a t i o n  d a t a ) .

•2
N - ( r i - H 1 - 4 - A m i n o b u t v l ) p y r r o l i d i n i u m  

d i h v d r o c h l o r i d e  ( 1 6 8 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a n  o f f - w h i t e  s o l i d ;  m . p .  2 1 4 -

2 1 6 ° C  ( d e c o m p . )  ( f r o m  9 5 %  a q .  E t O H - E t O A c ,  1 : 1 ) ;  y i e l d  

5 9 6  m g ,  9 0 . 9 % ,  16 1 . 7  [tCi  m m o l " * .

o
N - ( r i - H l - 4 - A m i n o b u t v l ) p i p e r i d i n i u m  

d i h v d r o c h l o r i d e  ( 1 6  9)

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a n  o f f - w h i t e  s o l i d ;  m . p .  2 8 0 -

2 8 2 ° C  ( d e c o m p . )  ( f r o m  9 5 %  a q .  E t O H - E t O A c ,  1 : 1 ) ;  y i e l d  

6 3 8  m g ,  8 7 . 1 % ,  1 5 3 . 0  p.Ci m m o l " * .
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N - ( T1  - H l - 5 - A m i n o p e n t v l ) p y r r o l i d i n i u m

d i h v d r o c h l o r i d e  ( 1 7 0 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a w h i t e  s o l i d ;  m . p .  1 9 4 - 1 9 6 ° C  

( d e c o m p . )  ( f r o m  9 5 %  aq .  E t O H - E t O A c ,  1 : 1 ) ;  y i e l d  5 1 0  m g ,  

6 7 . 9 % ,  2 6 3 . 0  p.Ci m m o l " * .

3
N - ( r i - H l - 5 - A m i n o p e n t v l ) p i p e r i d i n i u m  

d i h v d r o c h l o r i d e  ( 1 7 1 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a w h i t e  s o l i d ;  m . p .  1 9 1 - 1 9 3 ° C  

( d e c o m p . )  ( f r o m  9 5 %  aq .  E t O H - E t O A c ,  1 : 1 ) ;  y i e l d  3 9 4  m g ,  

8 4 . 3 % ,  1 8 6 . 0  p C i  m m o l - *.

T h e  ^ H - l a b e l l e d  s a t u r a t e d  s a l t s  ( 1 6 8 ) - ( 1 7 1 )  w e r e  

o x i d i s e d  w i t h  m e r c u r y ( I I )  a c e t a t e ,  as  d e s c r i b e d  o n  p 

t o  f u r n i s h  t h e  H - l a b e l l e d  i m i n i u m  i o n s  ( 1 7 2 - 1 7 5 ) .  

T h e s e  f o u r  c o m p o u n d s  h a d  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  i d e n t i c a l  

t o  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  m a t e r i a l  ( 2 2 )  a n d  ( 1 8 3 ) - ( 1 8 5 ) ,  

( s e e  p p .  141 -  143 f o r  c h a r a c t e r i s a t i o n  d a t a ) .

N - ( r i - ^ H l - 4 - A m i n o b u t v l ) - 1 . 2 - d i d e h v d r o p v r r o l i d i n i u m  

c h l o r i d e  h y d r o c h l o r i d e  ( 1 7 2 )

Y i e l d  122  m g ,  3 1 . 0 % ,  2 0 3 . 0  p.Ci m m o l - 1 .

3

N - ( r i - H l - 4 - A m i n o b u t v l ) - 1 . 2 - d i d e h v d r o p i p e r i d i n i u m  

c h l o r i d e  h y d r o c h l o r i d e  ( 1 7  3 )

Y i e l d  174  m g ,  3 6 . 4 % ,  2 1 1 . 7  p.Ci m m o l - 1 .
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N - ( F 1 - H l - 5 - A m i n o p e n t v l ) - l  . 2 - d i d e h y d r o p  v r r o l i d i n i u m  

c h l o r i d e  h y d r o c h l o r i d e  ( 1 7 4 )

Y i e l d  186  m g ,  4 5 . 8 % ,  2 3 9 . 5  p.Ci m m o l ” *.

N - (T 1 - H I - 5 - A m i n o p e n t v l ) - 1 . 2 - d i d e h v d r o p i p e r i d i n i u m  

c h l o r i d e  h y d r o c h l o r i d e  ( 1 7 5 )

Y i e l d  110  m g ,  3 8 . 9 % ,  2 2 3 . 6  |xCi m m o l - 1 .

7 . 2 . 3  F e e d i n g  M e t h o d s

E a c h  * ^ C - l a b e l l e d  p r e c u r s o r  w a s  m i x e d  w i t h  [ 1 , 4 -

^ H ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  t o  g i v e  a n  i n i t i a l  ^ H : * ^ C  

r a t i o  o f  c a . 2 : 1 .  E a c h  H - l a b e l l e d  p r e c u r s o r  w a s

m i x e d  w i t h  [ 1 , 4 - *  ^ C ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  t o  g i v e  

a n  i n i t i a l  ^ H : * ^ C  r a t i o  o f  c_a 1 0 : 1 .  T h e  p r e c u r s o r s

w e r e  d i s s o l v e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  w e r e  f e d  o n  o n e

d a y .  O n e  w e l l - e s t a b l i s h e d  p l a n t  w a s  u s e d  f o r  e a c h

e x p e r i m e n t .  A f t e r  10 d t h e  p l a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  

t h e  a l k a l o i d s  w e r e  e x t r a c t e d .
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7 . 2 . 3  G e n e r a l  P r o c e d u r e  f o r  A l k a l o i d  E x t r a c t i o n

A f t e r  h a r v e s t i n g ,  t h e  p l a n t  w a s  m a c e r a t e d  

r e p e a t e d l y  i n  m e t h a n o l .  T h e  m e t h a n o l i c  e x t r a c t  w a s  

f i l t e r e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o  t o  g i v e  a g r e e n  

r e s i d u e .  T h i s  w a s  t a k e n  u p  i n  d i c h l o r o m e t h a n e  ( 1 0 0 m l )  

a n d  t h e n  e x t r a c t e d  w i t h  1M h y d r o c h l o r i c  a c i d  ( 2  x 1 0 0 m l )  

T h e  c o m b i n e d  a c i d  e x t r a c t s  w e r e  w a s h e d  w i t h  

d i c h l o r o m e t h a n e  ( 6  x 1 0 0 m l )  f o l l o w e d  b y  s t i r r i n g  w i t h  

z i n c  d u s t  ( 2 g )  f o r  2 h.  T h e  m i x t u r e  w a s  t h e n  f i l t e r e d

t h r o u g h  C e l i t e ,  b a s i f i e d  t o  p H  9 w i t h  c o n c .  a m m o n i a ,  a n d  

e x t r a c t e d  w i t h  c h l o r o f o r m  (4  x 1 0 0 m l ) .  T h e  c o m b i n e d  

o r g a n i c  e x t r a c t s  w e r e  d r i e d ,  f i l t e r e d ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  

u n d e r  r e d u c e d  p r e s u r e  t o  g i v e  t h e  c r u d e  a l k a l o i d s  w h i c h  

w e r e  p u r i f i e d  b y  c h r o m a t o g r a p h y  o r  c r y s t a l l i s a t i o n .

I n  e x p e r i m e n t s  w i t h  * ^ C - l a b e l l e d  a n a l o g u e s  ( f e d  

t o g e t h e r  w i t h  [ 1 , 4 - ^ H ] p u t r e  s c i n e  ) ,  a ^ H : ^ C  r a t i o  w a s  

m e a s u r e d  f o r  e a c h  c r u d e  a l k a l o i d  m i x t u r e .  T h e  l o w

l e v e l  o f  r a d i o a c t i v i t y  p r e s e n t  i n  t h e s e  c r u d e  e x t r a c t s  

p r e c l u d e d  a n y  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  ( s e e  T a b l e s  3 - 5 ) .

H i g h e r  t o t a l  i n c o r p o r a t i o n s  w e r e  a c h i e v e d  u s i n g
'i

t h e  J H - l a b e l l e d  p r e c u r s o r s  ( s e e  T a b l e s  6 - 8 ) .  E a c h

e x t r a c t  f r o m  S e n e c i o  p l e i s t o c e p h a l u s  w a s  a n a l y s e d  b y  

T L C .

A u t o r a d i o g r a p h y  i n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a b a n d  

c o i n c i d e n t  w i t h  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  r o s m a r i n i n e  ( 7 0 )  a t
'i

R p  0 . 3 4 .  F u r t h e r m o r e ,  in  e x p e r i m e n t s  w i t h  H - l a b e l l e d

p r e c u r s o r s  ( 1 6 9 ) - ( 1 7 1 )  a n d  ( 1 7 3 ) - ( 1 7 5 ) ,  a b r o a d  b a n d  w a s  

o b s e r v e d  a t  R p  0 . 1 5 - 0 . 2 8 .  P a r t i a l  s e p a r a t i o n  o f  t h e
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p r o d u c t s  w a s  a c h i e v e d  b y  r e c r y s t a l l i s a t i o n  f r o m  

d i c h l o r o m e t h a n e - a c e t o n e  ( 1 : 1 ) .  A f t e r  5 r e c r y s t a l l i s ­

a t i o n s  m o s t  o f  t h e  a c t i v i t y  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e

r e c r y s t a l l i s e d  r o s m a r i n i n e  ( 7 0 )  w h i l e  a l m o s t  a l l  o f  t h e  

H a c t i v i t y  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  m o t h e r  l i q u o r s .  

R e s i d u a l  a m o u n t s  o f  r o s m a r i n i n e  ( 7 0 )  w e r e  r e m o v e d  f r o m  

t h e  m o t h e r  l i q u o r s  b y  p r e p a r a t i v e  T L C .  I t  w a s  n o t

p o s s i b l e  t o  i s o l a t e  s u f f i c i e n t  a m o u n t s  o f  m a t e r i a l  t o  

a l l o w  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  a n y  a n a l o g u e s  w h i c h  m a y  h a v e  

b e e n  p r o d u c e d .

3

I n  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  J H - l a b e l l e d  p r e c u r s o r s  

( 1 6 8 )  a n d  ( 1 7 2 )  t o  S .  p l e i s t o c  e p h a l u s , e a c h  e x t r a c t  w a s  

s h o w n  b y  a u t o r a d i o g r a p h y  t o  c o n t a i n  o n e  r a d i o a c t i v e  

s p e c i e s ,  c o i n c i d e n t  w i t h  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  

r o s m a r i n i n e  ( 7 0 ) .

I n  a l l  e i g h t  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  r o s m a r i n i n e  w a s  

r e c r y s t a l l i s e d  t o  c o n s t a n t  s p e c i f i c  a c t i v i t y ,  m . p .  2 0 3 -  

2 0 4 ° C  ( d e c o m p . )  ( f r o m  d i c h l o r o m e t h a n e - a c e t o n e ,  1 : 1 )  

( l i t . 1 2 6 , 2 0 2 - 2 0 4 ° C ) .

7 . 3  E x p e r i m e n t a l  t o  C h a p t e r  4

7 . 3 . 1

S u b s t r a t e s  ( 2 2 )  a n d  ( 1 7 9 ) - ( 1 8 5 )  f o r  t h e  d i a m i n e  

o x i d a s e  ( D A O )  a s s a y  w e r e  s y n t h e s i s e d  b y  t h e  r o u t e  

o u t l i n e d  i n  S c h e m e  3 0  ( C h a p t e r  3 )  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  

l z lC - l a b e l l e d  a n a l o g u e s .  S o d i u m  c y a n i d e  w a s  u s e d  i n

p l a c e  o f  s o d i u m  [ 1  ^ C ]  c y a n i d e . H i g h e r  y i e l d s  w e r e

o b t a i n e d  i n  t h e  m e r c u r y  ( I I )  a c e t a t e  o x i d a t i o n s  b y  a 

m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  w o r k - u p  d e s c r i b e d  o n  p 1 4 1 .
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A f t e r  p a s s i n g  d r y  h y d r o c h l o r i c  a c i d  t h r o u g h  t h e  

c h l o r o f o r m  e x t r a c t s ,  w a t e r  ( 1 0 m l )  w a s  a d d e d  t o  d i s s o l v e  

t h e  p r e c i p i t a t e d  i m i n i u m  i o n ,  a n d  t h e  l a y e r s  w e r e  

s e p a r a t e d .  T h e  c h l o r o f o r m  l a y e r  w a s  e x t r a c t e d  w i t h  a

f u r t h e r  p o r t i o n  o f  w a t e r  ( 1 0 m l ) .  L y  o p h i l i s  a t i o n  o f

t h e  c o m b i n e d  a q u e o u s  e x t r a c t s  a f f o r d e d  t h e  i m i n i u m  i o n s  

( 2 2 ) a n d  ( 1 8 3 ) - ( 1  8 5 )  i n  y i e l d s  o f  5 8 . 8 % - 7 2 . 5 %  ( c f .  

y i e l d s  o f  3 3 - 5 3 %  fo r  S c h e m e  30 ) .  S e e  p p  138  - 1 4 3

f o r  c h a r a c t e r i s a t i o n  d a t a  f o r  c o m p o u n d s  ( 2 2 ) a n d  ( 1 7 9 ) -  

( 1 8 5 ) .

N  - ( 4 - A m i n o b u t v l ) p v r r o l i d i n i u m  d i h v d r o c h l o r i d e  ( 17 9 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a w h i t e  p o w d e r ;  m . p .  2 1 0 -  

2 1 2 ° C  ( d e c o m p . )  ( f r o m  9 5 %  a q .  E t O H - E t O A c ,  1 : 1 ) ;  y i e l d  

2 . 1 2  g ,  8 9 . 9 % .

N - ( 4 - A m i n o  b u t y l  ) p  i p  e r i d  i n i u m  d i h v d r o c h l o r i d e  ( 1 8 0 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a w h i t e  p o w d e r ;  m . p .  2 8 3 -  

2 8 4 ° C  ( d e c o m p . )  ( f r o m  9 5 %  a q .  E t O H - E t O A c ,  1 : 1 ) ;  y i e l d  

1 . 9 8 g ,  9 1 . 9 % .

N - ( 5 - A m i n o p e n t v l ) p y r r o l i d i n i u m  d i h v d r o c h l o r i d e  ( 1 8 1 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a w h i t e  p o w d e r ;  m . p .  1 9 8 -  

2 0 0 ° C  ( d e c o m p . )  ( f r o m  9 5 %  a q .  E t O H - E t O A c ,  1 : 1 ) ;  y i e l d  

2 . 4 0 g ,  8 5 . 1 %
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N - ( 5 - A m i n o p e n t v l ) p i p e r i d i n i u m  d i h v d r o c h l o r i d e  ( 1 8 2 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a w h i t e  p o w d e r ;  m . p .  1 9 2 -

1 9 3 ° C  ( d e c o m p . )  ( f r o m  9 5 %  aq .  E t O H - E t O A c ,  1 : 1 ) ;  y i e l d

1 . 8 3 g ,  9 5 . 1 %

N - ( 4 - A m i n o b u t v l ) - 1 . 2 - d i d e h v d r o p y r r o l i d i n i u m  ( 2 2 ) 

c h l o r i d e  h y d r o c h l o r i d e

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a v i s c o u s  y e l l o w  g u m  w h i c h

f a i l e d  t o  s o l i d i f y ;  y i e l d  115  m g ,  5 8 . 2 % .

N - ( 4 - A m i n o b u t v l ) -  1 . 2 - d i d e h v d r o p i p e r i d i n i u m  c h l o r i d e

h v d r o c h l o r i d e  ( 1 8 3 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a v i s c o u s  y e l l o w  

f a i l e d  t o  s o l i d i f y ;  y i e l d  1 3 9 m g ,  6 9 . 9 % .

g u m  w h i c h

N - ( 5  - A m i n o p e n t v l ) -  1 . 2 - d i d e h v d r o p v r r o l i d i n i u m c h l o r i d e

h v d r o c h l o r i d e  ( 1 8 4 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as  a v i s c o u s  y e l l o w  

f a i l e d  t o  s o l i d i f y ;  y i e l d  1 4 2 m g ,  7 1 . 7 % .

g u m  w h i c h

N - ( 5  - A m i n o o e n t v l )  - 1 . 2 - d i d e h v d r o p i p e r i d i n i u m c h l o r i d e

h y d r o c h l o r i d e  ( 1 8 5 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  as a v i s c o u s  y e l l o w  g u m  w h i c h  

f a i l e d  t o  s o l i d i f y ;  y i e l d  1 4 4  m g ,  7 2 . 5 % .
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7 . 3 . 2  T h e  S p e c t r o p h o t o m e t r i c  A s s a y

P e a  s e e d l i n g  d i a m i n e  o x i d a s e  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  10 

d a y  o l d  s e e d l i n g s  as  d e s c r i b e d  b y  H i l l  a n d  w a s  p u r i f i e d  

u p  to  S t e p  4 . 1 2 ^ E n z y m e  a c t i v i t y 1 2 ** w a s  1 2 0 0  u n i t s

p e r  m g  s o l i d  ( a t  2 5 ° C ) ,  w i t h  a y i e l d  o f  c a . 30  m g  p e r  k g

s e e d l i n g s .  P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y

t h e  C o o m a s s i e  B l u e  m e t h o d  o f  S e d m a k  a n d  G r o s s b e r g . 12 ^

I  a m  g r a t e f u l  t o  A n g e l a  E q u i ,  S t e p h e n  B a r r  a n d  I s a b e l  

F r e e r  f o r  c a r r y i n g  o u t  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  e x t r a c t i o n s  

a n d  d e t e r m i n a t i o n s .

T h e  k i n e t i c s  o f  D A O - c a t a l  y s e d o x i d a t i o n  o f

s u b s t r a t e s  ( 2 2 )  a n d  ( 1 7 9 ) - ( 1 8 5 )  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  t h e
1 00p r o c e d u r e  o f  S t o n e r .  A  t y p i c a l  r e a c t i o n  m i x t u r e  i n

a 1 c m  p a t h l e n g t h  c u v e t t e  c o m p r i s e d  3 m l  o f  7 0 m M

p h o s p h a t e  b u f f e r  ( p H  6 . 3 )  c o n t a i n i n g  h o r s e r a d i s h  

p e r o x i d a s e  ( E C  1 . 1 1 . 1 . 7 )  ( 6 p g / m l ) ,  M B T H  ( 2 0 p . M ) ,  D M A B

( I m M ) ,  a n d  D A O  ( E C  1 . 4 . 3 . 6 ) ( 0 . 0 3 - 0 . 0 6 m g / m l ) .  S u b s t r a t e  

c o n c e n t r a t i o n s  r a n g e d  u p  t o  3 0  m M .  R e a c t i o n  w a s

i n i t i a t e d  b y  a d d i t i o n  o f  s t a n d a r d  e n z y m e  s o l u t i o n  to  t h e  

t h e r m a l l y  e q u i l i b r a t e d  r e a c t i o n  m i x t u r e ,  f o l l o w e d  

i m m e d i a t e l y  b y  s u b s t r a t e  a d d i t i o n .  I n i t i a l  r a t e s  w e r e

d e t e r m i n e d  o v e r  a r a n g e  o f  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  f r o m  

t h e  l i n e a r  a b s o r b a n c e  c h a n g e s  d u r i n g  t h e  f i r s t  m i n u t e  o f  

r e a c t i o n ,  a n d  M i c h a e l i s - M e n t e n  b e h a v i o u r  w a s  o b s e r v e d  in  

a l l  c a s e s .  R a t e  d a t a  w e r e  a n a l y s e d  f o r  K j ^  a n d  V m a x  by

l e a s t - s q u a r e s  f i t t i n g  o f  E a d i e - H o f s t e e  ( V  v s .  V / [ S ] )  a n d  

L i n e w e a v e r  B u r k  ( 1 / V  v s .  1 / [ S ] )  p l o t s . 1^^  S e e  T a b l e s  9 

a n d  1 0  f o r  r e s u l t s .
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7 . 4  E x p e r i m e n t a l  t o  C h a p t e r  5

7 . 4 . 1  I n t e r m e d i a t e  T r a p p i n g  E x p e r i m e n t s  I

( i )  [ 1 , 4 - * ^ C ] P u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( 5 0  p C i )  w a s

f e d  t o  o n e  w e l l - e s t a b l i s h e d  S e n e c i o p l e i s t o c e p h a l u s  

p l a n t .  A f t e r  2 4  h t h e  p l a n t  w a s  h a r v e s t e d  a n d

m a c e r a t e d  r e p e a t e d l y  in  m e t h a n o l .  T o  t h i s  e x t r a c t  w a s

a d d e d  u n l a b e l l e d  s a t u r a t e d  s a l t  ( 1 7 9 )  ( 2 8  m g ) ,  s o d i u m

b o r o h y d r i d e  ( 4 9  m g ) ,  a n d  s o d i u m  b o r o [ ^ H ] h y d r i d e  ( c a . 2 0 0  

p C i ) ,  a n d  t h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

o v e r n i g h t .  T r i e t h y l a m i n e  ( 1 m l ) ,  f o l l o w e d  b y  p h e n y l -

i s o t h i o c y  a n a t e  ( 1 m l )  w a s  a d d e d ,  a n d  t h e  m i x t u r e  w a s

s t i r r e d  f o r  a f u r t h e r  3 d .  B r i n e  ( 1 5 0 m l )  w a s  a d d e d ,

a n d  t h e  s o l u t i o n  w a s  e x t r a c t e d  w i t h  d i c h l o r o m e t h a n e  (3 x 

1 5 0 m l ) .  T h e  o r g a n i c  e x t r a c t s  w e r e  d r i e d ,  f i l t e r e d ,

a n d  c o n c e n t r a t e d  u n d e r  v a c u u m  to  y i e l d  a n  o i l  ( 5 6 6  m g ) .  

A u t o r a d i o g r a p h y  o f  a T L C  p l a t e  ( w i t h  d i c h l o r o m e t h a n e -  

a c e t o n i t r i l e , 9 : 1  a s  t h e  e l u t i n g  m i x t u r e )  i n d i c a t e d  t h e

p r e s e n c e  o f  b a n d s  at  R p  0 . 2 4  a n d  R p  0 . 4 6  c o i n c i d e n t  w i t h  

u n l a b e l l e d  d e r i v a t i v e s  ( 2 0 1 )  a n d  ( 7 9 )  o f ,  r e s p e c t i v e l y ,  

p u t r e s c i n e  ( 3 0 )  a n d  d i a m i n e  ( 1 7 9 ) .  ( M o s t  o f  t h e  

r a d i o a c t i v i t y  w a s  p r e s e n t  a t  t h e  b a s e l i n e ) .  

D e r i v a t i v e s  ( 2 0 1 )  a n d  ( 7 9 )  w e r e  s e p a r a t e d  b y  p r e p a r a t i v e  

T L C  ( e l u t i n g  w i t h  d i c h l o r o m e t h a n e - a c e t o n i t r i l e ,  9 : 1 ) ,  

a n d  w e r e  s h o w n  to  c o n t a i n  r e s p e c t i v e l y  0 . 1 8 %  a n d  0 . 4 4 %  

o f  t h e  t o t a l  a c t i v i t y  f e d  a s  [ 1 , 4 - *  ^ C ] p u t r e s c i n e

d i h y d r o c h l o r i d e .  T h e  t r i t i u m  c o n t e n t  o f  ( 2 0 1 )  a n d

( 7 9 )  w a s  c a . 2 . 5  p C i  a n d  c a . 9 . 6  p C i  r e s p e c t i v e l y .

( i i )  S p e r m i d i n e  t r i h y d r o c h l o r i d e  ( l a b e l l e d  [ 1 , 4 - ^ ^ C ]  in  

t h e  t e t r a m e t h y l e n e  p o r t i o n )  ( 5 0  p C i )  w a s  f e d  t o  o n e  S.  

p l e i s t o c e p h a l u s  p l a n t .  A f t e r  2 4  h t h e  p l a n t  w a s
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h a r v e s t e d  a n d  m a c e r a t e d  r e p e a t e d l y  i n  m e t h a n o l .  T o

t h i s  e x t r a c t  w a s  a d d e d  u n l a b e l l e d  s a t u r a t e d  ( 1 7 9 )  

( 3 1 m g )  a n d  s o d i u m  c y  a n o b o r o d e u t e r i d e  ( 4 2  m g ) ,  a n d  t h e  

m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  2 4  h .

D e r  i v a t i s a t i o n  a n d  i s o l a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  

d e s c r i b e d  a b o v e .  N o  d e u t e r u i m  - l a b e l l e d  d e r i v a t i v e  w a s

i s o l a t e d  b y  p r e p a r a t i v e  T L C  ( ^ H  N M R  s p e c t r o s c o p i c  d a t a ) .

7 . 4 . 2  4 - t - B u t o x v c a r b o n v l a m i n o - l  - b u t a n o l  ( 2 0 3 )

A  s o l u t i o n  o f  d i - L - b u t y l d i c a r b o n a t e  ( 2 . 5 3 g ,

1 1 . 6 m m o l )  i n  T H F  ( 1 5 m l )  w a s  c o o l e d  t o  0 ° C ,  a n d  a 

s o l u t i o n  o f  4 - a m i n o - 1 - b u t a n o l  ( 1 m l ,  1 1 . 6  m m o l )  i n  T H F

( 2 m l )  w a s  a d d e d  d r o p w i s e .  T h e  s o l u t i o n  w a s  a l l o w e d  to

w a r m  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  a n d  w a s  t h e n  s t i r r e d  f o r  18 h.  

T h e  s o l u t i o n  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o  to  g i v e  a 

c l e a r  o i l  w h i c h  w a s  p u r i f i e d  b y  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a ;  

e l u t e d  w i t h  4 0 %  d i e t h y l  e t h e r  i n  e t h y l  a c e t a t e ) ;  y i e l d  

2 . 1 1  g ,  9 6 . 4 % ;  v m a x  ( C H C I 3 ) 3 6 2 0 ,  3 4 6 0 ,  1 7 1 0 ,  a n d  1 5 1 0

c m - 1 ; 8 h  ( 2 0 0  M H z )  1 . 44  ( 9 H ,  s,  f - B u ) ,  1 . 5 5  ( 4 H ,  m ,  2-  

a n d  3 - H 2 ),  3 . 1 1  ( 2 H ,  m ,  4 - H 2 ), a n d  3 . 6 2  p . p . m .  ( 2 H ,  m ,  1- 

H 2 ); 8 c  ( 5 0  M H z )  2 6 . 5  ( C - 3 ) ,  2 8 . 3  [ C ( C H 3 ) 3 ] ,  2 9 . 6  ( C - 2 )

4 0 . 3  [ C ( C H 3 ) 3 ] ,  6 2 . 2  ( C - 4 ) ,  6 6 . 9  ( C - l ) ,  a n d  1 5 6 . 1  p . p . m .

( C = 0 ) .  T h e  O - T B D M S  d e r i v a t i v e  h a d  M + , 3 0 3 . 2 2 3 9 .  

^ 1 5 ^ 3 3 ^ ^ 3 ^ ^  r e q u i r e s  M ,  3 0 3 . 2 2 3 0 .
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4 - t - B u t o x y  c a r b o n y l  a m i n o  - 1 - b u t a n a l  ( 2 0 4 )

T h e  t i t l e  c o m p o u n d  w a s  o b t a i n e d  by  S w e r n  o x i d a t i o n  

o f  a l c o h o l  ( 2 0 3 )  ( s e e  p 1 4 5  f o r  e x p e r i m e n t a l

d e t a i l s ) ;  y i e l d  913  m g ,  1 0 0 % ;  SH ( 9 0  M H z )  1 . 4 0  [ 9 H ,  s,  

C ( C H 3 ) 3 ] ,  1 . 78  ( 2 H , m ,  3 - H 2 ),  2 . 4 7  ( 2 H ,  m ,  2 - H 2 ),  3 . 1 1

( 2 H ,  m ,  4 - H 2 ), a n d  9 . 7 8  p . p . m .  ( 1 H ,  s,  C H O ) .

9
N - ( T 1  - H l - 4 - A m i n o b u t v n p v r r o l i d i n i u m  

d i h v d r o c h l o r i d e  ( 2 0 6 )

A s o l u t i o n  o f  a l d e h y d e  ( 2 0 4 )  ( 9 1 3  m g ,  4 . 9  m m o l )  i n  

d r y  d i e t h y l  e t h e r  (5  m l )  w a s  a d d e d  t o  a s l u r r y  o f  

p y r r o l i d i n e  ( 9 8 5  p.1, 1 1 . 8  m m o l )  i n  d r y  d i e t h y l  e t h e r

( 2 m l )  c o n t a i n i n g  a n h y d r o u s  p o t a s s i u m  c a r b o n a t e  a t  0 ° C .  

T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  0 ° C  f o r  0 . 5  h a n d  

t h e n  a l l o w e d  t o  w a r m  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e  o v e r n i g h t .  

F i l t r a t i o n  t h r o u g h  C e l i t e  a n d  c o n c e n t r a t i o n  u n d e r  v a c u u m  

g a v e  a p a l e  y e l l o w  o i l  w h i c h  w a s  t a k e n  u p  i n  d i e t h y l

e t h e r  ( 1 0 m l ) .  T h e  s o l u t i o n  w a s  c o o l e d  to  0 ° C  a n d

a c i d i f i e d  t o  C o n g o  r e d  w i t h  7 0 %  p e r c h l o r i c  a c i d

e t h a n o l  ( 1 : 1 ) .  T h e  d i e t h y l  e t h e r  w a s  d e c a n t e d  to  l e a v e  

t h e  i m i n i u m  s a l t  ( 2 0 5 )  w h i c h  w a s  i m m e d i a t e l y  t a k e n  u p  in  

d j - m e t h a n o l  ( C H 3 O D )  ( 1 0 m l ) .  T o  t h i s  s o l u t i o n  w a s

a d d e d  s o d i u m  cy  a n o b o r o d e u t e r i d e  ( 6 4 6 m g ,  9 . 8 m m o l )  a n d  t h e

r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  4 

h .  E x c e s s  s o d i u m  c y  a n o b o r o d e u t e r i d e  w a s  d e s t r o y e d  by  

t h e  s l o w  a d d i t i o n  o f  10% s o d i u m  h y d r o x i d e  ( 1 0 m l ) .  T h e

r e s u l t a n t  s o l u t i o n  w a s  e x t r a c t e d  w i t h  c h l o r o f o r m  (4  x 

2 0 m l ) ,  a n d  t h e  c h l o r o f o r m  e x t r a c t s  w e r e  w a s h e d  w i t h  

b r i n e  (2  x 3 0 m l ) ,  d r i e d ,  f i l t e r e d ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  u n d e r
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r e d u c e d  p r e s s u r e  to  g i v e  a p a l e  y e l l o w  o i l .  T h i s  w a s

t a k e n  u p  i n  c o n c .  h y d r o c h l o r i c  a c i d ,  a n d  c o n c e n t r a t i o n  

i n  v a c u o  g a v e  t h e  t i t l e  c o m p o u n d ;  y i e l d  4 7 2 m g ,  4 4 . 8 %

f r o m  a l d e h y d e  ( 2 0 4 ) ;  m . p .  2 1 2 - 2 1 4 ° C  ( f r o m  9 5 %  aq .  E t O H -  

E t O A c ,  1 : 1 ) ;  8 H ( 2 0 0  M H z )  ( D 2 0 )  1 . 7 4  ( 4 H ,  m ,  7-  a n d  8 - 

H 2 ),  1 . 9 8  ( 4 H ,  m ,  3-  a n d  4 - H 2 ), 2 . 9 0  ( 4 H ,  m ,  2-  a n d  5-  

H 2 ) ,  3 . 1 8  ( 2 H ,  m ,  9 - H 2 ),  a n d  3 . 5 8  p . p . m .  ( 1 H ,  m ,  6 - H ) ;

5 d  ( 3 0 . 7 2  M H z )  ( H 2 0 )  3 . 4 0  p . p . m ;  5 C ( 5 0  M H z )  ( D 2 0 )  

2 3 . 3 ,  2 3 . 4  a n d  2 4 . 7  ( C - 3 ,  - 4 ,  -1,  a n d  - 8 ) ,  3 9 . 6  ( C - 9 ) ,

5 4 . 8  ( C - 2  a n d  - 5 ) ,  a n d  5 4 . 6  p . p . m .  ( t ,  J  2 1 . 8  H z ,  C - 6 ).

2
N - ( T1 - H l - 4 - A m i n o b u t v l ) - 1 . 2 - d i d e h v d r o p y r r o l i d i n i u m  

c h l o r i d e  h v d r o c h l o r i d e  ( 2 0 7 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  b y  m e r c u r y  ( I I )  a c e t a t e
o

o x i d a t i o n  o f  H - l a b e l l e d  s a t u r a t e d  s a l t  ( 2 0 6 )  ( s e e  p 

1 4 1  a n d  PP 1 5 4 - 1 5 5  f o r  e x p e r i m e n t a l  p r o c e d u r e ) ;

y i e l d  1 4 5 . 9 m g ,  7 3 . 6 % ;  8 H ( 2 0 0  M H z )  ( D 2 0 )  1 . 5 9 - 2 . 0 2  ( 6 H,  

c o m p l e x ,  4 - ,  7 - ,  a n d  8 - H 2 ),  2 . 1 6  ( 2 H ,  m ,  3 - H 2 ),  2 . 9 3 - 3 . 1 7

( 4 H ,  c o m p l e x ,  5-  a n d  9 - H 2 ),  3 . 8 7  ( 1 H ,  m ,  6 - H ) ,  a n d  8 . 6 4

p . p . m .  ( 1 H ,  m ,  2 - H ) ;  S p  ( 3 0 . 7 2  M H z )  ( H 2 0 )  3 . 8 1  p . p . m ;

8 C ( 5 0  M H z )  ( D 2 0 )  2 0 . 1 ,  2 3 . 5 ,  a n d  2 4 . 1  ( C - 4 ,  - 7 , a n d  - 8 ),  

3 6 . 6  ( C - 3 ) ,  3 9 . 7  ( C - 9 ) ,  5 3 . 7  ( t ,  J. 2 2 . 2  H z ,  C - 6 ) ,  5 4 . 9

( C - 5 ) ,  a n d  1 8 2 . 2  p . p . m .  ( C - 2 ) .



F e e d i n g  M e t h o d s

1 . S . p l e i s t o c e p h a l u s .

O n e  w e l l - e s t a b l i s h e d  p l a n t  w a s  u s e d  p e r  f e e d i n g
9

e x p e r i m e n t .  B o t h  H - l a b e l l e d  p r e c u r s o r s  w e r e  m i x e d

w i t h  [ l , 4 - * 4 C ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( ca_. 5 p. C i ) ,  

d i s s o l v e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r ,  a n d  a d m i n i s t e r e d  t o  t h e  

p l a n t  b y  t h e  w i c k  m e t h o d .

( i )  ^ H - l a b e l l e d  s a t u r a t e d  s a l t  ( 2 0 6 )  ( 4 4 . 6 m g )  w a s  f e d  t o

o n e  p l a n t  o v e r  4 d .  A f t e r  a f u r t h e r  1 0  d ,

r o s m a r i n i n e  ( 7 0 )  w a s  e x t r a c t e d  a n d  r e c r y s t a l l i s e d  t o

c o n s t a n t  s p e c i f i c  a c t i v i t y  ( 4 2 2 m g ,  1 . 3 1  p C i  m m o l " * ,

0 . 2 4 %  o f  t h e  f r e s h  w e i g h t  o f  t h e  p l a n t ) .  T o t a l

i n c o r p o r a t i o n  o f  *4 C = 2 5 . 2 % .

9
( i i )  H - l a b e l l e d  i m i n i u m  i o n  ( 2 0 7 )  ( 6 8 m g )  w a s  f e d  t o  o n e

p l a n t  o v e r  4 d .  A f t e r  a f u r t h e r  10  d ,  r o s m a r i n i n e

( 7 0 )  w a s  e x t r a c t e d  a n d  r e c r y s t a l l i s e d  t o  c o n s t a n t

s p e c i f i c  a c t i v i t y  ( 3 2 3 m g ,  1 . 1 2  p C i  m m o l " * ,  0 . 2 7 %  o f  t h e

f r e s h  w e i g h t  o f  t h e  p l a n t ) .  T o t a l  i n c o r p o r a t i o n  o f

*4 C = 2 1 . 6 % .

2 . S . v u l g a r i s

H a i r y  r o o t  c u l t u r e s  w e r e  p r o p a g a t e d  f r o m  c u l t u r e s

p r o v i d e d  by  D r .  N .  W a l t o n  a t  t h e  A . F . R . C .  F o o d  R e s e a r c h

I n s t i t u t e ,  N o r w i c h ,  a n d  w e r e  g r o w n  i n  s t a n d a r d  m e d i u m  

w i t h  a 2 0 0  r . p . m .  s h a k e  r a t e .  E x t r a c t i o n  o f  a t r i a l

b a t c h  s h o w e d  t h a t  t h e  r o o t s  c o n t a i n e d  m a i n l y  s e n e c i o n i n e  

( 3 2 ) ,  m . p .  2 3 0 - 2 3 1 ° C  ( f r o m  d i c h l o r o m e t h a n e )  ( l i t . * ^ ® ,
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2 3 2 - 2 3 3 ° C )  ( J a n e  M a t h e s o n ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  A t  o n e  

w e e k  o l d ,  a b a t c h  o f  5 f l a s k s  e a c h  c o n t a i n i n g  5 0  m l  

m e d i u m  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  t h e  p r e c u r s o r  i n  s t e r i l e  

a q u e o u s  s o l u t i o n .  A f t e r  a f u r t h e r  9 d g r o w t h ,  t h e

c u l t u r e s  w e r e  d r a i n e d  a n d  t h e  r o o t s  b l e n d e d  i n  m e t h a n o l .  

I  a m  g r a t e f u l  t o  I s a b e l  F r e e r  f o r  c a r y i n g  o u t  t h i s  p a r t  

o f  t h e  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s . T h e  s t a n d a r d  a l k a l o i d

e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  w a s  t h e n  f o l l o w e d .

( i )  ^ H - l a b e l l e d  s a t u r a t e d  s a l t  ( 2 0 6 )  ( 2 2 . 8 m g )  w a s  f e d .

T h e  r e s u l t a n t  s a m p l e  o f  s e n e c i o n i n e  ( 3 2 )  w a s  p u r i f i e d  b y  

d r y - c o l u m n  f l a s h  c h r  o m a t o g r a h y  ( n e u t r a l  a l u m i n a ) .  

S e n e c i o n i n e  ( 3 2 )  w a s  e l u t e d  w i t h  2 %  m e t h a n o l  i n  

d i e  h i  o r o m e  t h a n e  . R e c r y s t a l l i s a t i o n  t o  c o n s t a n t

s p e c i f i c  a c t i v i t y  f r o m  d i c h l o r o m e t h a n e  g a v e  s e n e c i o n i n e  

( 4 1 . 2  m g ,  6 . 1 0  |J.Ci m m o l ' * ,  1 . 5 5 %  o f  t h e  w e i g h t  o f  t h e  

r o o t  e x t r a c t ) .  T o t a l  i n c o r p o r a t i o n  o f  *^*C = 1 4 . 6 % .

( i i )  ^ H - l a b e l l e d  i m i n i u m  i o n  ( 2 0 7 )  ( 2 4 . 1  m g ) .  T h e

r e s u l t a n t  s a m p l e  o f  s e n e c i o n i n e  w a s  p u r i f i e d  a s  

d e s c r i b e d  a b o v e  t o  y i e l d :  3 0 . 4 m g ,  1 2 . 2  p.Ci  m m o l ' * ,

1 . 4 1 %  o f  t h e  w e i g h t  o f  t h e  r o o t  e x t r a c t .  T o t a l

i n c o r p o r a t i o n  o f  * ^ C  = 1 9 . 4 % .

I n  a l l  f o u r  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s ,  a r a d i o s c a n  o f  a 

T L C  p l a t e  i n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  o n e  b a n d  c o i n c i d e n t  

w i t h  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  m a t e r i a l  ( r o s m a r i n i n e ,  R p  0 . 3 4 ,  

f r o m  S . p l e i s t o c e p h a l u s , a n d  s e n e c i o n i n e ,  R p  0 . 5 4 ,  f r o m  

S . v u l g a r i s .
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7 . 4 . 3  ( - t - ) - R e t r o n e c i n e  ( 5 )

T h i s  w a s  o b t a i n e d  by  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s  o f  m o t h e r  

l i q u o r s  f r o m  r e c r y s t a l l i s a t i o n s  o f  r i d d e l l i i n e  ( 3 5 )  f r o m  

S e n e c i o  r i d d  e l l i i , s u p p l i e d  b y  D r .  R . J .  M o l y n e a u x ,  

U . S . D . A . ,  C a l i f o r n i a ,  U S A .  A  d a r k  b r o w n  g u m  ( c a . 4 0 0  

m g )  w a s  p a r t i a l l y  d i s s o l v e d  i n  w a t e r  ( 3 0 m l ) .  B a r i u m  

h y d r o x i d e  o c t a h y d r a t e  ( 2 g )  w a s  a d d e d ,  a n d  t h e  m i x t u r e  

w a s  h e a t e d  a t  1 0 0 ° C  f o r  18 h.  T h e  c o o l e d  s o l u t i o n  w a s

f i l t e r e d ,  s o l i d  c a r b o n  d i o x i d e  w a s  a d d e d ,  a n d  t h e  

p r e c i p i t a t e d  b a r i u m  c a r b o n a t e  w a s  f i l t e r e d  o f f .  T h e

f i l t r a t e  w a s  s a t u r a t e d  w i t h  s o d i u m  c a r b o n a t e  a n d  

e x t r a c t e d  c o n t i n u o u s l y  w i t h  c h l o r o f o r m  f o r  7 2  h .  T h e  

c h l o r o f o r m  e x t r a c t s  w e r e  d r i e d ,  f i l t e r e d ,  a n d  

c o n c e n t r a t e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  t o  g i v e  a b r o w n  g u m .  

T L C  i n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  r e t r o n e c i n e  ( 5 )  a l o n g  w i t h  

o t h e r  t e r t i a r y  a m i n e s  ( v i s u a l i s e d  b y  t h e  m o d i f i e d  

D r a g e n d o r f f  r e a g e n t ) .  T h e  o i l  w a s  p a r t i a l l y  p u r i f i e d

b y  p r e p a r a t i v e  T L C  ( w i t h  c h l o r o f o r m - m e t h a n o l - c o n c .  

a m m o n i a ,  8 5 : 1 4 : 1 ,  as  t h e  e l u e n t ) .  T h i s  p r o c e s s  w a s

c a r r i e d  o u t  t w i c e .  F i n a l  p u r i f i c a t i o n  w a s  a c h i e v e d

b y  d r y - c o l u m n  f l a s h  c h r o m a t o g r a p h y  ( n e u t r a l  a l u m i n a ) .  

T h e  t i t l e  c o m p o u n d  w a s  e l u t e d  w i t h  4 - 6 %  m e t h a n o l  i n  

c h l o r o f o r m .

R e c r y  s t  a l  1 i s  a t i o n  f r o m  a c e t o n e - l i g h t  p e t r o l e u m  

( b . p .  6 0 - 8 0 ° C )  g a v e  ( + ) - r e t r o n e c i n e  ( 5 ) ,  83  m g  ; m . p .

1 1 7 - 1 1 9 ° C  ( l i t . 3 1 , 1 1 8 - 1  2 0 ° C ) .
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( - ) - P l a t v n e c i n e  ( 2 5 )

A s o l u t i o n  o f  r e t r o n e c i n e  ( 5 )  ( 8 4 m g ,  0 . 5 4  m m o l )  in

a b s o l u t e  e t h a n o l  ( 4 . 2 m l )  c o n t a i n i n g  1 0 %  p a l l a d i u m  o n  

c h a r c o a l  ( 1 2 . 6 m g ,  1 5 %  w / w )  w a s  h y d r o g e n a t e d  a t  1

a t m o s p h e r e  f o r  4 h .  T h e  c a t a l y s t  w a s  f i l t e r e d  o f f

t h r o u g h  C e l i t e ,  a n d  t h e  f i l t r a t e  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  

v a c u o  t o  y e i l d  a n  o i l .  T h i s  o i l  w a s  t a k e n  u p  i n

b o i l i n g  a c e t o n e  ( 1 m l )  w h i c h ,  o n  c o o l i n g ,  d e p o s i t e d  

p l a t y n e c i n e  ( 2 5 )  as  a w h i t e  p o w d e r ;  y i e l d  7 9 m g ,  9 2 . 8 % ;

m . p .  1 4 9 - 1 5 1 ° C  ( f r o m  a c e t o n e )  ( l i t . 1 3 1 , 1 4 8 - 1 4 9 ° C ) ;
19

[ a ] D - 5 8 °  (c 1 . 1 ,  E t O H )  ( l i t . 1 3 1 , - 5 6 . 8 ° C ) ;  v m a x  ( K B r

d i s c )  3 3 5 0 ,  2 9 4 0 ,  2 8 7 0 ,  a n d  1 4 7 0  c m - 1 ; § H ( 2 0 0  M H z )  

( C D 3 O D )  1 . 6 9 - 2 . 0 3  ( 4 H , c o m p l e x ,  2 -  a n d  6 - H 2 ),  2 . 4 3  ( 1 H ,  

m ,  1 - H 2 ),  2 . 7 3 - 2 . 9 1  ( 2 H ,  c o m p l e x  3-  o r  5 - H 2 ),  3 . 0 2  ( 1 H ,

m ,  8 - H ) ,  3 . 1 9  ( 2 H , m ,  3-  o r  5 - H 2 ),  3 . 9 2  ( 1 H ,  m ,  9 - H ) ,

3 . 9 4  ( 1 H ,  m ,  9 - H ) ,  a n d  4 . 2 4  p . p . m .  ( 1 H ,  m ,  7 - H ) ;  5 C ( 50  

M H z )  ( C D 3 O D )  2 8 . 9  ( C - 2 ) ,  3 7 . 3  ( C - 6 ) ,  4 5 . 1  ( C - l ) ,  5 4 . 8

a n d  5 8 . 6  ( C - 3  a n d  - 5 ) ,  6 1 . 7  ( C - 9 ) ,  7 2 . 7  ( C - 8 ) ,  a n d  7 3 . 1  

p . p . m .  ( C - 7 ) ;  m / z  157  ( M + , 9 . 5 % ) ,  1 1 3 ,  8 2  ( 1 0 0 % ) ,  a n d

81;  ( F o u n d  : M + , 1 5 7 . 1 0 7 8 .  C g H 1 5 N 0 2  r e q u i r e s  M ,  

1 5 7 . 1 1 0 3 ) .

( - ) - R o s m a r i n e c i n e  ( 4 )

T o  a s o l u t i o n  o f  r o s m a r i n i n e  ( 7 0 )  ( 5 0 0 m g ,  1 . 4 2

m m o l )  i n  w a t e r  ( 3 0 m l )  w a s  a d d e d  b a r i u m  h y d r o x i d e  

o c t a h y d r a t e  ( 1 . 7 8 g ,  5 . 6 5  m m o l )  a n d  t h e  s o l u t i o n  w a s

h e a t e d  a t  1 0 0 ° C  f o r  4 h .  S o l i d  c a r b o n  d i o x i d e  w a s

a d d e d  t o  t h e  c o o l e d  s o l u t i o n ,  w h i c h  w a s  t h e n  f i l t e r e d  

t h r o u g h  C e l i t e .  T h e  f i l t r a t e  w a s  s a t u r a t e d  w i t h



s o d i u m  c a r b o n a t e  a n d  e x t r a c t e d  c o n t i n u o u s l y  w i t h  

c h l o r o f o r m  f o r  48  h .  T h e  o r g a n i c  e x t r a c t s  w e r e  d r i e d ,

f i l t e r e d ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  t o  

a f f o r d  ( - ) - r o s m a r i n e c i n e ;  y i e l d  1 4 9 m g ,  6 0 . 6 % ;  m . p .  1 7 0 -  

1 7 2 ° C  ( f r o m  a c e t o n e - l i g h t  p e t r o l e u m ,  b . p .  6 0 - 8 0 ° C )  

( l i t . 1 3 2 a , 1 7 1 - 1 7 2 ° C ) ;  [ a ] p 3  - 1 1 9 . 1 °  (c  0 . 9 4 ,  E t O H )

( l i t . 1 3 2 b , - 1 1 8 . 5 ° ) ;  v m a x  ( K B  r d i s c )  3 3 4 0 ,  2 9 3 0  a n d

1 4 3 5  c m " 1 ; 5 H ( 2 0 0  M H z )  ( C D 3 O D )  1 . 8 4  ( 2 H ,  m ,  6 - H 2 ), 

2 . 2 9  ( 1 H ,  m ,  1 - H ) ,  2 . 7 3 - 3 . 3 4  ( 4 H ,  c o m p l e x ,  3 - a n d  5 - H 2 ), 

3 . 4 0  ( 1 H ,  d d ,  J 8 .1  H z  a n d  2 . 7  H z ,  8 - H ) ,  3 . 9 1  ( 1 H ,  d d ,  J

1 1 . 0  H z  a n d  3 . 7  H z ,  9 - H ) ,  4 . 0 3  ( 1 H ,  d d ,  J 1 1 . 0 H z  a n d  6 . 6  

H z ,  9 - H ) ,  4 . 2 4  ( 1 H ,  m ,  7 - H ) ,  a n d  4 . 3 9  p . p . m .  ( 1 H ,  m ,  2-

H ) ;  5 C ( 5 0  M H z )  ( C D 3 O D )  3 6 . 2  ( C - 6 ) ,  5 1 . 7  ( C - l ) ,  5 5 . 2  

( C - 5 ) ,  5 9 . 6  ( C - 3 ),  6 4 . 6  ( C - 9 ) ,  7 1 . 0  ( C - 8 ) ,  7 2 . 4  a n d  7 2 . 7

p . p . m .  ( C - 2  a n d  - 7 ) ;  m / z  173 ( M  + , 7 . 6 % ) ,  1 2 9 ,  9 9 ,  98

( 1 0 0 % ) ,  8 2 ,  81,  a n d  6 8 ; ( F o u n d  : M + , 1 7 3 . 1 0 5 6 .

C 8 H 1 5 N O 3  r e q u i r e s  M ,  1 7 3 . 1 0 5 2 ) .

G e n e r a l  P r o c e d u r e  f o r  B e n z o v l a t i o n

A  s o l u t i o n  o f  e i t h e r  r o s m  a r i n  e c i n e ( 4 )  o r  

p l a t y n e c i n e  ( 2 5 )  i n  d r y  p y r i d i n e  ( 2 m l / m m o l  o f  n e c i n e )  

w a s  c o o l e d  t o  0 ° C .  B e n z o y l  c h l o r i d e  ( 2 . 2

e q u i v a l e n t  s / h y d r o x y l )  w a s  a d d e d  d r o p w i s e ,  t h e  s o l u t i o n  

w a s  a l l o w e d  to w a r m  to r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e n  s t i r r e d  

o v e r n i g h t .  T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  d i l u t e d  w i t h

c o l d  w a t e r  ( 2 m l ) ,  a c i d i f i e d  w i t h  1 M  h y d r o c h l o r i d e  a c i d ,  

a n d  t h e  r e s u l t a n t  s o l u t i o n  w a s  w a s h e d  w i t h  d i e t h y l  e t h e r  

(3 x 5 m l ) .  T h e  a q u e o u s  l a y e r  w a s  b a s i f i e d  w i t h

c o n c .  a m m o n i a  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  d i e t h y l  e t h e r  (3  x 

5 m l ) .  T h e  c o m b i n e d  e t h e r e a l  e x t r a c t s  w e r e  d r i e d ,



f i l t e r e d > a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o . E x c e s s  p y r i d i n e

w a s  r e m o v e d  a z e o t r o p i c a l l y  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  u s i n g  

t o l u e n e  ( x  4 )  a n d  t h e n  C C I 4  ( x  2 ) .  T h e  r e s u l t a n t  o i l

w a s  p u i f i e d  b y  d r y - c o l u m n  f l a s h  c h r o m a t o g r a p h y  ( n e u t r a l  

a l u m i n a ) .

( - ) - 2 . 7 - O . Q - ( D i b e n z o v n p l a t v n e C | i n e  ( 2 0 8 )

T h i s  w a s  p u r i f i e d  b y  c h r o m a t o g r a p h y  ( n e u t r a l  

a l u m i n a ) .  T h e  t i t l e  c o m p o u n d  w a s  e l u t e d  w i t h  1 . 5 %

m e t h a n o l  i n  d i c h l o r o m e t h a n e  a n d  o b t a i n e d  as  a c l e a r  o i l ;
20

y i e l d  2 7 . 4 m g ,  5 7 . 0 % ;  [ a ] D - 1 9 0 . 6 °  ( c  0 . 9 6 ,  C H C I 3 ) ;

v m a x  ( C H C I 3 ), 1 7 2 0 ,  1 6 0 0 ,  a n d  1 4 5 0  c m " 1 ; 5 R  ( 2 0 0  M H z )  

2 . 0 0  ( 2 H ,  m ,  2 - H 2 ) ,  2 . 2 9  ( 3 H ,  m ,  1 - H  a n d  6 - H 2 ) ,  2 . 9 4 -

3 . 2 3  ( 2 H ,  c o m p l e x ,  3 -  o r  5 - H 2 ),  3 . 6 7  ( 2 H ,  m ,  3 -  o r  5-

H 2 ) ,  3 . 8 9  ( 1 H ,  m ,  8 - H ) ,  4 . 2 7 - 4 . 4 4  ( 1 H ,  c o m p l e x ,  9 - H ) ,

4 . 6 1  ( 1 H ,  d d ,  J 11 . 1  and 7 . 2  Hz, 9-H ),  5 . 7 5  ( 1 H ,  t ,  J 3 . 2

H z ,  7 - H ) ,  7 . 3 7 - 7 . 6 2  ( 6 H ,  c o m p l e x ,  o_- a n d  p_ - A r H) ,  a n d

7 . 9 3 - 8 . 0 7  p . p . m .  ( 4 H ,  c o m p l e x ,  m - A r H ) ;  6 -̂. ( 50  M H z )  2 9 . 0  

( C - 2 ) , 3 4 . 6  ( C - 6 ) , 4 0 . 1  ( C - l ) ,  5 3 . 4  a n d  5 4 . 2  ( C - 3  a n d  C-

5 ) ,  6 3 . 1  ( C - 9 ) ,  6 9 . 0  ( C - 8 ) ,  7 5 . 5  ( C - 7 ) ,  1 2 7 . 9 ,  1 2 8 . 4 ,

1 2 8 . 9 ,  1 2 9 . 2 ,  1 2 9 . 5 , a n d  1 2 9 . 6  ( A r C ) ,  1 3 3 . 3  a n d  1 3 3 . 8

( A r C C O ) ,  1 6 5 . 1  a n d  1 6 6 . 0  p . p . m .  ( C  = 0 ) ;  m/z^ 2 4 4 ,  2 4 3 ,  

1 3 8 ,  1 2 2 ,  1 2 1 ,  8 2 ,  a n d  8 1 ;  ( F o u n d  : M  + - P h C 0 2 ,

2 4 4 . 1 3 2 5 .

C 2 2 H 2 3 N ° 4  r e <lu i r e s  M - P h C 0 2 , 2 4 4 . 1 3 3 8 ) .  

( - ) - 2 . 7 . 9 - O . O . Q - ( t r i b e n z o v l ) r o s m a r i n e c i n e  ( 2 0 9 )

T h i s  w a s  p u r i f i e d  b y  c h r o m a t o g r a p h y  ( n e u t r a l
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a l u m i n a ) .  T h e  t i t l e  c o m p o u n d  w a s  e l u t e d  w i t h  0 - 0 . 5 %

m e t h a n o l  i n  d i c h l o r o m e t h a n e  a n d  o b t a i n e d  as  a c l e a r  o i l ;
20

y i e l d  2 3 . 6 m g ,  3 6 . 1 % ;  [ a ] D - 2 8 9 . 2 °  ( c  0 . 1 2 ,  C H C I 3 );

v m a x  ( C H C I 3 ) 1 7 2 0 ,  1 6 0 0 ,  a n d  1 4 5 0  c m - 1 ; 8 H ( 2 0 0  M H z )
’ \

2 . 3 1  ( 2 H ,  m ,  6 - H 2 ),  2 . 9 6  ( 1 H ,  m ,  1 - H ) ,  3 . 4 2 - 3 . 6 8  ( 4 H ,  m ,  

3-  a n d  5 - H 2 ),  4 . 1 0  ( 1 H ,  d d ,  J 8 . 3  H z  a n d  3 . 1  H z ,  8 - H ) ,  

4 . 5 9  ( 1 H ,  m ,  9 - H ) ,  5 . 6 3  ( 1 H ,  m ,  7 - H ) ,  5 . 8 0  ( 1 H ,  d d ,  J

15 . 1  H z  a n d  8 . 2  H z ,  9 - H ) ,  7 . 2 5 - 7 . 5 7  ( 9 H ,  c o m p l e x ,  o-  a n d  

j j - A r H ) ,  a n d  7 . 8 6 - 8 . 1 0  p . p . m .  ( 6 H,  c o m p l e x ,  m - A r H ) ;

( 5 0  M H z )  3 4 . 0  ( C - 6 ),  4 4 . 6  ( C - l ) ,  5 3 . 8  ( C - 5 ) ,  6 0 . 9  ( C - 3 ) ,  

6 2 . 5  ( C - 9 ) ,  6 8 . 4  ( C - 8 ) ,  7 4 . 8  a n d  7 5 . 6  ( C - 2  a n d  - 7 ) ,

1 2 8 . 1 ,  1 2 8 . 3 ,  1 2 8 . 4 ,  1 2 9 . 0 ,  1 2 9 . 2 ,  1 2 9 . 3 ,  1 2 9 . 4 ,  1 2 9 . 6 ,

a n d  1 2 9 . 8  ( A r C ) ,  1 3 3 . 1 ,  1 3 3 . 4  a n d  1 3 3 . 7  ( A r C C O ) ,  1 6 5 . 5 ,

1 6 6 . 1 ,  a n d  1 6 6 . 3  p . p . m .  (C = 0 ) ;  m / z  3 6 4 ,  3 6 3 ,  2 4 3 ,  2 4 2 ,  

2 4 1 ,  1 3 8 ,  1 37 ,  136 ,  107 ,  1 0 6 ,  105 ( 1 0 0 % ) ,  8 2 ,  a n d  81;  

( F o u n d  : M + - P h C 0 2 , 3 6 4 . 1 5 4 0 .  C 2 9 H 2 7 N 0 6  r e q u i r e s  M -

P h C 0 2 , 3 6 4 . 1 5 4 9 ) .

I n t e r m e d i a t e  T r a p p i n g  E x p e r i m e n t s  I I

S p e r m i n e  t e t r  a h y d r o c h 1 o r  i d e ( 5 0  p. C i ) w a s  

a d m i n i s t e r e d  t o  o n e  w e l l - e s t a b l i s h e d  S . p l e i s t o c e p h a l u s  

p l a n t .  A f t e r  2 4  h t h e  p l a n t  w a s  h a r v e s t e d  a n d

m a c e r a t e d  r e p e a t e d l y  i n  m e t h a n o l .  T h e  m e t h a n o l i c

e x t r a c t  w a s  f i l t e r e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o  to  g i v e  a 

g r e e n  r e s i d u e .  T h i s  w a s  t a k e n  u p  i n  d i c h l o r o m e t h a n e

( 1 0 0 m l )  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  1 M  h y d r o c h l o r i c  a c i d  ( 2  x 

1 0 0 m l ) .  T h e  c o m b i n e d  a c i d  e x t r a c t s  w e r e  w a s h e d  w i t h

d i c h l o r o m e t h a n e  ( 6  x 1 0 0 m l )  f o l l o w e d  b y  s t i r r i n g  w i t h  

z i n c  d u s t  ( 2 g )  f o r  2 h.  T h e  m i x t u r e  w a s  t h e n  f i l t e r e d

t h r o u g h  C e l i t e ,  b a s i f i e d  to  p H  9 w i t h  c o n c .  a m m o n i a ,  a n d  

e x t r a c t e d  w i t h  c h l o r o f o r m  ( 6 0 m l ) .  T h e  a q u e o u s  l a y e r

w a s  t h e n  s a t u r a t e d  w i t h  s o d i u m  c a r b o n a t e  a n d  e x t r a c t e d
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c o n t i n u o u s l y  w i t h  c h l o r o f o r m  f o r  72  h.  T h e  c h l o r o f o r m

e x t r a c t s  w e r e  d r i e d ,  f i l t e r e d ^  a n d  c o n c e n t r a t e d  u n d e r  

r e d u c e d  p r e s s u r e  t o  g i v e  a r e s i d u e  (c_a 80  m g ) .  T o  t h i s  

r e s i d u e  w a s  a d d e d  p l a t y n e c i n e  ( 2 5 )  ( 3 1 . 7 m g ,  0 . 2 0  m m o l )

a n d  r o s m a r i n e c i n e  ( 4 )  ( 2 9 . 3 m g ,  0 . 1 7 m m o l ) .  v T h e  m i x t u r e  

w a s  d i s s o l v e d  in  d r y  p y r i d i n e  ( 5 0 0  p i )  a n d  c o o l e d  to  0 ° C  

E x c e s s  b e n z o y l  c h l o r i d e  ( 3 0 0  p i )  w a s  a d d e d  d r o p w i s e  a n d  

t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  a l l o w e d  t o  w a r m  t o  r o o m  

t e m p e r a t u r e  a n d  t h e n  s t i r r e d  f o r  a f u r t h e r  18 h .  T h e

r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  d i l u t e d  w i t h  w a t e r  ( 1 0  m l )  a n d  

a c i d i f i e d  w i t h  c o n c .  h y d r o c h l o r i c  a c i d .  T h e  a c i d

s o l u t i o n  w a s  w a s h e d  w i t h  d i e t h y l  e t h e r  ( 3  x 1 0 m l ) ,  

b a s i f i e d  w i t h  c o n c .  a m m o n i a ,  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  

c h l o r o f o r m  (3 x 1 5 m l ) .  T h e  c h l o r o - f o r m  e x t r a c t s  w e r e

d r i e d ,  f i l t e r e d ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o . E x c e s s

p y r i d i n e  w a s  r e m o v e d  a z e  o t r o p  i c a l  1  y u n d e r  r e d u c e d  

p r e s s u r e  u s i n g  t o l u e n e  (x  4 )  a n d  C C 1 4  ( x  2 ) .  T h i s

g a v e  a b r o w n  g u m  ( 3 6 . 3 m g ) .  T L C  ( c h l o r o f o r m - m e t h a n o l -

c o n c .  a m m o n i a ,  8 5 : 1 4 : 1 )  i n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  

d i b e n z o y l  p l a t y n e c i n e  ( 2 0 8 )  ( R p  0 . 3 9 )  a n d  t r i b e n z o y l  

r o s m a r i n e c i n e  ( 2 0 9 )  ( R p  0 . 6 5 ) .  A u t o - r a d i o g r a p h y

i n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  b a n d s  c o i n c i d e n t  w i t h  

a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  m a t e r i a l .  S e p a r a t i o n  o f  ( 2 0 8 )

a n d  ( 2 0 9 )  w a s  a c h i e v e d  b y  p r e p a r a t i v e  T L C  w i t h  

c h l o r o f o r m - m e t h a n o l - c o n c .  a m m o n  i a ( 8  5 : 1 4 : 1 ) a s  t h e  

e l u t i n g  m i x t u r e .  T h i s  f u r n i s h e d  s a m p l e s  o f  d i b e n z o y l

p l a t y n e c i n e  ( 2 0 8 )  ( 1 2 . 8 m g )  a n d  t r i b e n z o y l  r o s m a r i n e c i n e

( 2 0 9 )  ( 7 . 4 m g ) .  T h e s e  c o n t a i n e d  r e s p e c t i v e l y  0 . 3 7 %  a n d

0 . 1 8 %  o f  t h e  t o t a l  * ^ C  a c t i v i t y  f e d  a s  * ^ C - l a b e l l e d  

s p e r m i n e .
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7 . 4 . 4  ( l R ) - r i - ^ H l P u t r e s c i n e  ( 8 7 )  d i h y d r o c h l o r i d e

T h e  t i t l e  c o m p o u n d  w a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  to  t h e  

m e t h o d  o f  R i c h a r d s  a n d  S p e n s e r ^ ;  y i e l d  4 1 6 m g ,  8 6 . 8 %;

m . p .  > 3 0 0 °  ( f r o m  9 5 %  a q .  e t h a n o l - a c e t o n e ) ;  5 ^  ( 3 0 , 7 2

M H z )  ( H 2 0 )  2 .88  p . p . m ;  8 H ( 2 0 0  M H z )  ( D 2 0 )  1 .98  ( 4H ,  m,  

2-  a n d  3 - H 2 ), a n d  2 . 91  p . p . m .  ( 3 H ,  m ,  1 - H a n d  4 - H 2 ).

F e e d i n g  M e t h o d s

( i )  A  s a m p l e  o f  ( 1 R J - [ 1 -  H ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  

( 1 8 0 m g )  w a s  m i x e d  w i t h  [ 1 , 4 - * ^ C ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o ­

c h l o r i d e  ( 6 . 8  p C i ) .  T h e  m i x t u r e  w a s  d i v i d e d  i n t o  5

e q u a l  p o r t i o n s  a n d  w a s  f e d  o n  c o n s e c u t i v e  d a y s  t o  30  

C y n o  g I o s  s u m  a us  t r  a l e  p l a n t s  by  t h e  w i c k  m e t h o d .  A f t e r  

a f u r t h e r  14 d t h e  a l k a l o i d s  w e r e  e x t r a c t e d  as  d e s c r i b e d  

p r e v i o u s l y .  T h i s  y i e l d e d  a y e l l o w  o i l  ( 2 . 6 4 g ,  0 . 4 4 %

o f  t h e  f r e s h  w e i g h t  o f  t h e  p l a n t  m a t e r i a l ) .  T h e  t o t a l

i n c o r p o r a t i o n  o f  i n t o  t h e  c r u d e  e x t r a c t  w a s  3 . 2 % .

A p p r o x i m a t e l y  o n e - t e n t h  o f  t h e  s a m p l e  w a s  a n a l y s e d  by  H 

N M R  s p e c t r o s c o p y  : n o  i n c o r p o r a t i o n  o f  d e u t e r i u m  w a s

o b s e r v e d  i n t o  t h e  a l k a l o i d  m i x t u r e .

9
( i i )  U s i n g  6  C.  a u s t r a l e  p l a n t s ,  ( 1 R J - [ 1 - H ] p u t r e s c i n e  

d i h y d r o c h l o r i d e  ( 1 7 2 m g )  a n d  [1 , 4 - ^ C J p u t r e s c i n e  

d i h y d r o c h l o r i d e  ( 5 . 4  p C i )  w e r e  f e d  o n  5 c o n s e c u t i v e  

d a y s .  A f t e r  a f u r t h e r  10 d ,  e x t r a c t i o n  o f  t h e  p l a n t s

y i e l d e d  a n  o i l  ( 5 3  l m g ,  0 . 4 1 %  o f  t h e  f r e s h  w e i g h t  o f  

p l a n t s )  c o n t a i n i n g  2 . 9 %  o f  t h e  t o t a l  a c t i v i t y  f e d  as

[ 1  , 4  - * ^  C ] p  u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e .  A g a i n  n o

i n c o r p o r a t i o n  o f  d e u t e r i u m  w a s  o b s e r v e d .
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7 . 4 . 5  M o n o a c e t y l p u t r e s c i n e  ( 2 4 )  h y d r o c h l o r i d e

P u t r e s c i n e  ( 3 0 )  ( 1 . 4 2 g ,  1 6 . 2 m m o l )  w a s  a d d e d  t o  a

c o o l e d  s o l u t i o n  o f  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  ( 1 0 m l ) .  T h e

s o l u t i o n  w a s  k e p t  a t  5 0 - 6 0 ° C  d u r i n g  t h e  s t e p w i s e  

a d d i t i o n  o v e r  1  h o f  a c e t i c  a n h y d r i d e  ( 1 . 1 6 m l ,  

1 2 . 3 m m o l ) .  T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  a l l o w e d  to

c o o l  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  w a s  t h e n  a l l o w e d  t o  s t a n d  

o v e r n i g h t .  C o n c e n t r a t i o n  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  g a v e

a n  o i l  w h i c h  w a s  t a k e n  u p  i n  a m i x t u r e  o f  w a t e r  ( 5 m l )  

a n d  6 M  h y d r o c h l o r i c  a c i d  ( 4 m l ) .  T h e  s o l u t i o n  w a s

e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s  t o  g i v e  a m i x t u r e  o f  t h e  t i t l e  

c o m p o u n d  a n d  p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e .  E x t r a c t i o n  o f  

t h e  m i x t u r e  w i t h  i s o p r o p a n o l  ( 5 0  m l )  d i s s o l v e d  t h e  

d e s i r e d  p r o d u c t ,  a n d  t h e  u n r e a c t e d  p u t r e s c i n e  

d i h y d r o c h l o r i d e  w a s  f i l t e r e d  o f f .  T h e  v o l u m e  o f  t h e

s o l u t i o n  w a s  r e d u c e d  t o  1 5 m l ,  a n d  i t  w a s  s t o r e d  i n  t h e  

f r i d g e  o v e r n i g h t .  T h e  c r y s t a l s  t h a t  w e r e  f o r m e d  w e r e

c o l l e c t e d  b y  f i l t r a t i o n  t o  a f f o r d  m o n o a c e t y l p u t r e s c i n e  

( 2 4 )  h y d r o c h l o r i d e ;  y i e l d  1 . 6 4 g ,  5 4 . 3 % ;  m . p .  1 3 4 -

1 3 6 ° C  ( f r o m  i s o p r o p a n o l - d i e t h y l  e t h e r )  ( l i t . 1 ^ ,  1 3 6 -  

1 3 9 ° C ) ;  v m a x  ( K B r  d i s c )  3 2 8 0 ,  3 2 6 0 ,  3 0 7 0 ,  1 6 5 0 ,  a n d  1555 

c m " 1 ; 8 h  ( 2 0 0  M H z )  ( D 2 0 )  1 . 4 1 - 1 . 6 0  ( 4 H ,  m ,  2-  a n d  3- 

H 2 ),  1 . 8 5  ( 3 H , s ,  N H C O C H 3 ),  2 . 8 8  ( 2 H ,  t ,  J 7 . 3  H z ,  4-

H 2 ) ,  a n d  3 . 0 6  p . p . m .  ( 2 H ,  t ,  J_ 6 . 5  H z ,  1 - H 2 ); ( 5 0

M H z )  ( D 2 0 )  2 2 . 7  ( N H C O C H 3 ),  2 4 . 9  a n d  2 6 . 1  ( C - 2  a n d  - 3 ) ,

3 9 . 4  ( C - 4 ) ,  3 9 . 9  ( C - l ) ) a n d  1 7 4 . 7  p . p . m .  ( N H C O C H 3 );

( F o u n d  : C,  4 3 . 1 9 ;  H,  9 . 1 4 ;  N ,  1 6 . 9 0 ;  C l ,  2 0 . 9 0 % .  

C 6 H 1 5 C 1 N 2 0  r e q u i r e s  C ,  4 3 . 3 5 ;  H ,  9 . 1 0 ;  N ,  1 6 . 8 6 ;  C l ,  

2 1 . 0 7 % ) .
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C h e c k  o n  t h e  R a d i o c h e m i c a l  P u r i t y  o f  [ 1 . 4 - ^ H l P u t r e s c i n e  

d i h y d r o c h l o r i d e

A s a m p l e  o f  [ 1 , 4 -  H j p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  w a s  

a p p l i e d  t o  a c e l l u l o s e - c o a t e d  T L C  p l a t e  w h i c h  w a s  t h e n  

e l u t e d  w i t h  i s o p r o p a n o l - c o n c .  a m m o n i a  ( 5 : 3 ) .  A  r a d i o ­

s c a n  o f  t h e  d e v e l o p e d  T L C  p l a t e  s h o w e d  o n e  r a d i o a c t i v e  

b a n d  c o i n c i d e n t  w i t h  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  m a t e r i a l  o f  

Rp 0.67.

rt
M o n o a c e t v l  [ 1 . 4 -  H I P u t r e s c i n e  h y d r o c h l o r i d e

A  m i x t u r e  o f  p u t r e s c i n e  ( 1 0 9 m g ,  1 . 2 4  m m o l )  a n d  

[1 ,4 - J H ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( 2 . 6 4  p C i )  w a s  

s t i r r e d  i n  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  ( 7 0 0  p i )  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  18 h.  T h e  t e m p e r a t u r e  w a s  t h e n  r a i s e d

to  5 0 - 6 0 ° C  a n d  a c e t i c  a n h y d r i d e  ( 9 8  p i ,  1 . 0 4  m m o l )  w a s  

a d d e d  d r o p w i s e .  T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  a l l o w e d

t o  c o o l  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  w a s  t h e n  l e f t  s t a n d i n g  

o v e r n i g h t .  T h e  m i x t u r e  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n

v a c u o  a n d  t h e  o i l y  r e s i d u e  w a s  d i s s o l v e d  i n  h o t  w a t e r  

( 4 0 0  p i )  a n d  6 M  h y d r o c h l o r i c  a c i d  ( 2 6 0  p i ) ,  t h e n  t h e  

m i x t u r e  w a s  e v a p o r a t e d  to  d r y n e s s .  T h e  r e s u l t a n t

w h i t e  s o l i d  w a s  e x t r a c t e d  w i t h  i s o p r o p a n o l  ( 3 . 6  m l ) ,  

w i t h  w a r m i n g ) a n d  t h e  s o l u t i o n  w a s  f i l t e r e d  a n d  r e d u c e d  

in  v o l u m e  t o  1 . 5  m l .  T h e  s o l u t i o n  w a s  k e p t  i n  t h e

f r i d g e  o v e r n i g h t ,  a n d  i t  d e p o s i t e d  a w h i t e  s o l i d  ( 9 7 m g ) .  

A  r a d i o s c a n  ( e l u t i n g  t h e  T L C  p l a t e  w i t h  e t h y l  a c e t a t e -  

i s o p r o p a n o l - c o n c .  a m m o n i a ,  9 : 7 : 4 )  i n d i c a t e d  r a d i o a c t i v e  

b a n d s  c o r r e s p o n d i n g  t o  u n r e a c t e d  [1 , 4 -  H j p u t r e s c i n e  

d i h y d r o c h l o r i d e ,  a t  t h e  b a s e l i n e ,  a n d  t o  t h e  t i t l e
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c o m p o u n d  at  R p  0 . 2 4 .  S e p a r a t i o n  b y  p r e p a r a t i v e  T L C

u s i n g  t h e  a b o v e  s o l v e n t  s y s t e m  a f f o r d e d  m o n o a c e t y l [ l  , 4 -  

H ] p u t r e s c i n e  h y d r o c h l o r i d e  a s  a w h i t e  s o l i d ;  y i e l d  4 2  

m g ,  2 0 . 3 % ,  5 . 1 4  p C i  m m o l - 1 ; m . p .  1 3 8 - 1 4 0 ° C  ( f r o m  i s o -  

p r o p a n o l - d i e t h y l  e t h e r )  ( l i t . 1 *1^ ,  1 3 6 - 1 3 9 ° C ) .  A l l

p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  w e r e  i d e n t i c a l  t o  a u t h e n t i c  

u n l a b e l l e d  m a t e r i a l .

F e e d i n g  M e t h o d s

1. S .  p l e i s t o c e p h a l u s

3
H -  L a b e l l e d  N_- a c e  t y l p u t r e s  c i n e  h y d r o c h l o r i d e  ( 2 5  

m g ,  5 . 1 4  p C i  m m o l - 1 ) w a s  m i x e d  w i t h  [ l , 4 - l z lC ] p u t r e s c i n e  

d i h y d r o c h l o r i d e  t o  g i v e  a n  i n i t i a l  ^ H i ^ C  r a t i o  o f  1 . 5 2 .  

T h e  m i x t u r e  w a s  d i s s o l v e d  i n  s t e r i l e  w a t e r  a n d  f e d  to  

o n e  p l a n t  o n  o n e  d a y .  T e n  d a y s  l a t e r ,  r o s m a r i n i n e

( 7 0 )  w a s  e x t r a c t e d  a n d  r e  c r y s t a l  1 i s e d t o  c o n s t a n t
i 3

s p e c i f i c  a c t i v i t y  ( 9 7 m g ,  0 . 0 5 1  p C i  m m o l "  f o r  J H ) .

T o t a l  i n c o r p o r a t i o n  o f  w a s  1 . 8 1 %  a n d  t h e  ^ H : l z lC

r a t i o  w a s  0 . 2 4 .  A u t o r a d i o g r a p h y  i n d i c a t e d  o n e  b a n d

c o i n c i d e n t  w i t h  a u t h e n t i c  u n l a b e l l e d  r o s m a r i n i n e .

2.  C .  a u s t r  a l e

3
H - L a b e l l e d  N - a c e t y l  p u t r e s c i n e  h y d r o c h l o r i d e  

( 2 0 m  g , 5 . 2 2  p C i  m m o l - 1 ) w a s  m i x e d  w i t h  [ 1 , 4 -

1  ^ C ] p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  t o  g i v e  a n  i n i t i a l  ^ H : lz*C 

r a t i o  o f  0 . 7 1 ,  a n d  a f e e d i n g  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  

as  d e s c r i b e d  a b o v e ,  u s i n g  o n e  C.  a u s t r a l e  p l a n t .  T h e  

t o t a l  i n c o r p o r a t i o n  o f  H i n t o  t h e  c r u d e  e x t r a c t  ( l l m g )  

w a s  1 . 5 8 % ,  w i t h  a ^ H r ^ C  r a t i o  o f  1 2 . 2 .  S a t i s f a c t o r y

c h r o m a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n  o f  c y n a u s t i n e  ( 2 6 )  ( R p  0)  a n d
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c y n a u s t r a l i n e  ( 2 7 )  ( R p  0 . 1 )  c o u l d  n o t  b e  a c h i e v e d .

7 . 5  E x p e r i m e n t a l  t o  C h a p t e r  6

F e e d i n g  M e t h o d s

I n  d o u b l e  l a b e l  ( ^ H / * ^ C )  e x p e r i m e n t s  e a c h  R e ­

l a b e l l e d  p r e c u r s o r  ( c a .  5 J i C i )  w a s  m i x e d  w i t h  [ 1 , 4 -  

■ ^ H j p u t r e s c i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  t o  g i v e  a n  i n i t i a l  

r a t i o  o f  c a . 2 .  I n  a l l  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s ,  t h e

p r e c u r s o r s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  f e d  t o  

o n e  C r  o t a l a r i a  l a c h n o  s e m a  p l a n t  b y  t h e  w i c k  m e t h o d .  

T h e  a l k a l o i d s  w e r e  e x t r a c t e d  a f t e r  10  d a n d  p u r i f i e d  b y  

p r e p a r a t i v e  T L C .  D i c r o t a l i n e  ( 2 8 ) ,  t h e  m a j o r  a l k a l o i d

w a s  r e a d i l y  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  m i n o r  a l k a l o i d ,  

a c e t y l d i c r o t  a l i n e  ( 2 2 2 )  : t h e  r e s p e c t i v e  R p  v a l u e s  w e r e

0 . 6 4  a n d  0 . 8 1 .  N M R ,  i n f r a - r e d  a n d  m a s s  s p e c t r a l

p r o p e r t i e s  w e r e  i n  a c c o r d  w i t h  t h e  p u b l i s h e d  d a t a ^ R  f o r  

d i c r o t a l i n e .  T h e  a c i d - b a s e  b a l a n c e  o f  t h e  a n d

a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  b y  b a r i u m  h y d r o x i d e  h y d r o l y s i s  

o f  t h e  p u r i f i e d  d i c r o t a l i n e  s a m p l e s  ( i s o l a t e d  w e i g h t s  o f  

t h e  d i c r o t a l i n e  s a m p l e s  r a n g e d  f r o m  3 . 7  - 1 1 . 7  m g ,

r e p r e s e n t i n g  o n  a v e r a g e  0 . 7 1 %  o f  t h e  f r e s h  w e i g h t  o f  t h e  

p l a n t  m a t e r i a l ) .

G e n e r a l  P r o c e d u r e  f o r  K u h n - R o t h  O x i d a t i o n s

T h e  f o l l o w i n g  s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d :

A )  C h r o m i u m  t r i o x i d e  ( 1 6 8 g )  i n  w a t e r  (11) .  2 0 m l  o f  t h i s  

s o l u t i o n  w a s  m i x e d  w i t h  5 m l  c o n c .  s u l p h u r i c  a c i d  

i m m e d i a t e l y  p r i o r  to  u s e .

B )  0 . 0 1 M  s t a n d a r d  B a ( O H ) 2

C)  5 M  s o d i u m  h y d r o x i d e
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D )  5 0 %  h y d r a z i n e  h y d r a t e  i n  w a t e r

M e t h o d  : T h e  p u r i f i e d  d i c r o t a l i n e  s a m p l e  w a s  d i s s o l v e d

i n  c o o l e d  r e a g e n t  ( A )  ( 5 m l )  a n d  w a s  t h e n  h e a t e d  a t  1 0 0 ° C  

f o r  0 . 5  h .  T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  c o o l e d  a n d

e x c e s s  c h r o m i c  a c i d  w a s  d e s t r o y e d  by  d r o p w i s e  a d d i t i o n  

o f  5 0 %  a q .  h y d r a z i n e  h y d r a t e  ( D )  u n t i l  t h e  f i r s t  t i n g e  

o f  g r e e n  a p p e a r e d  i n  t h e  s o l u t i o n  ( c a . 1 0 - 1 1  d r o p s ) .  5 M  

S o d i u m  h y d r o x i d e  ( C )  ( 5 m l )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  s o l u t i o n

w a s  t h e  j u s t  a c i d i f i e d  w i t h  p h o s p h o r i c  a c i d  ( c a . 1 m l ) .  

T h e  a c e t i c  a c i d  w a s  d i s t i l l e d  o f f  i n  5 x 1 0 m l  p o r t i o n s  

a n d  t i t r a t e d  a g a i n s t  t h e  s t a n d a r d  0 . 0 1 M  b a r i u m  h y d r o x i d e  

s o l u t i o n  ( B ) .  A f t e r  e s t i m a t i o n  o f  t h e  a c e t i c  a c i d  t h e

n e u t r a l i s e d  s o l u t i o n  w a s  c o n c e n t r a t e d  t o  0 . 5  m l  a n d  

f i l t e r e d .  T h e  f i l t r a t e  w a s  r e d u c e d  t o  0 . 2 m l  a n d

t r e a t e d  d r o p w i s e  w i t h  c o l d  e t h a n o l  u n t i l  a p e r m a n e n t  

t u r b i d i t y  w a s  o b t a i n e d .  O n  s t a n d i n g ,  t h e  s o l u t i o n

d e p o s i t e d  b a r i u m  a c e t a t e  a s  a w h i t e  p o w d e r ,  m . p .

> 3 0 0 ° C .
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