Erster Nachweis endogener Pyridoxylisochinolin-
Alkaloide im Sdugerorganismus**

Von Gerhard Bringmann* und Stephan Schneider

Die Leichtigkeit, mit der sich die Biosynthese der Isochi-
nolin-Alkaloide aus Arylethylaminen und Aldehyden oder
a-Ketosduren in vitro nachvollziehen 14Bt!", fithrte schon
frith zu der Annahme!?, daB derartige Kondensationsreak-
tionen auch im Sdugerorganismus, z. B. nach Alkoholkon-
sum™, ablaufen kénnten. Vor allem der Aldehyd Pyridoxal
5, zentrales Coenzym des Aminosiure-Stoffwechsels,
koénnte mit korpereigenen dinucleophilen Aminen - iiber
die biochemisch vertrauten intermedidren Schiff-Basen t -
auch zu Alkaloid-artigen Produkten 2 cyclisieren (Schema
). Wir berichten hier iiber den ersten Nachweis der in-
vivo-Entstehung neuartiger, auch im Pflanzenreich unbe-
kannter Alkaloide im Sdugerorganismus aus Vitamin B, 3
und L-Dopa 4, die bei einigen Stoffwechsel-Erkrankun-
gen, z. B. beim Parkinsonismus™ oder bei der Homocystin-
urie’®, in unphysiologisch hohen Dosen, oft in Grammen-
gen, verabreicht werden.

In vorgeschalteten in-vitro-Modellreaktionen konnten
wir zunichst die Vitamin-Be-abgeleiteten Isochinolin-Al-
kaloide 8~11 (Schema 2) unter physiologischen Bedingun-
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gen'® (Wasser, pH 6-8, 35°C) aus Pyridoxal 5 oder Pyrido-
xalphosphat 6 und L-Dopa 4 oder Dopamin synthetisie-
ren, wobei 7 als Zwischenstufe wahrscheinlich ist. Nach
Aufklirung ihrer Konstitution und Konfiguration”! ('H-
NMR-Daten in Tabelle 1) wurde eine auf diese extrem po-
laren, teilweise mehrfach zwitterionischen Substanzen zu-
geschnittene Analytik erarbeitet. Auf der Basis lonenpaar-
assistierter Umkehrphasen-HPLC (RP 18; 0.01 M H;PO, in
H,0+0.3% Natriumdodecylsulfat / 0.01 M H;PO, in
CH,OH) fanden wir Bedingungen, die eine effiziente chro-
matographische Trennung und Detektierung im Nano-
grammbereich, auch in komplexen biologischen Systemen,
gestatten.

Nach intravendser Applikation therapeutisch iblicher
Dosen (20 mg/kg) Pyridoxin 3 und 1-Dopa 4 an Wistar-
Ratten lieB sich allerdings das erwartete Isochinolin 11 im
Blut nicht nachweisen, nicht einmal dann, wenn statt 3 der
kondensationsfihige Aldehyd Pyridoxal 5 injiziert wurde.
Stattdessen fanden wir in beiden Fillen noch stirker po-
lare Metabolite, die chromatographisch (HPLC; siche
oben) den O-phosphorylierten Heterocyclen 8 und 10
gleichen.

Zur Sicherung der Identitdt von 8 und 10 und zur zu-
sidtzlichen Quantifizierung fithrten wir die Tierversuche
mit [4,5-"*C]Pyridoxin 3* durch. Zur umgekehrten Isoto-
penverdiinnungsanalyse wurde nach Inkubation (2-6 h)
das aus venésem Blut gewonnene Blutplasma mit inakti-
vem 8 bzw. 10 und mit inaktivem Edukt 3 versetzt. Nach
Behandlung mit Sproz. Trifluoressigsidure wurden die Pro-
teine abzentrifugiert und die iiberstehende Losung gefrier-
getrocknet. Durch praparative HPLC (Bedingungen siche
oben) und anschlieBende Abtrennung des Ionenpaarrea-
gens erhielt man 8* und 10*, die durch Kristallisation bis
zur konstanten Radioaktivitdt gereinigt wurden. Um erste
Hinweise iiber die Verteilung dieser neuartigen Metabolite

Tabelle 1. '"H-NMR-Daten der Kondensationsprodukte 8, 9, 10 und 11 (300 MHz, Tetramethylsilan oder [2,3-D,}-3-Trimethylsilyl-propionsdure-Natriumsalz int.,

S5-Werte).
8 9 10 11
(DC1/D,0) (CD;S0CD;) (CD,SOCD3) (CD;SOCD:)
I-H 4.85 (mc) 5.26 (mc) 5.40 (mc) 5.35 (mc)
3-H, 1.91 (ddd, ( ) 3.60 (dd, 3.67 (dd,
J=17.0,45, 1.9 Hz) J=10.4, 3.9 Hz) =109, 43 Hz)
3-H, 2.13 (ddd, 2.58 (mc) - -
J=17.0, 12.0, 5.5 Hz) J 2.86 (mc)
4-H, 2.69 (ddd, 2.89 (me) f 2.98 (dd, 2.95 (dd,
J=13.1, 5.5, 1.9 Hz) 3.26 (mc) J=16.2, 3.9 Hz) J=15.6, 4.3 Hz)
4-H, 2.43 (ddd, 2.90 (ddd, 2.85 (ddd,
J=13.1, 12.0, 4.5 Hz) L =16.2, 10.4, 0.7 Hz) J=15.6, 10.9, 0.8 Hz)
5-H nicht 6.48 (s) 6.55 (s) 6.54 (s)
8-H registrierbar 6.04 (s) 6.00 (s) 6.05 (s)
6-H 7.33(s) 7.94 (s) 7.99 (s) 7.96 (s)
5-CH,  4.15(dd, J=129,7.0 Hz) 456, 4.64 (2d, J=12.8 H.) 4.98 (m) 4.55,4.62 (2d, J=12.7 Hz)

4.26 (dd, J=129, 7.8 Hz)
CH; 1.55 (s) 2.22 (s)

2.27 (s) 224 (s)
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im Korper und ihre mogliche Biotransformation zu erhal-
ten, wurde in jedem Fall auch die Leber analysiert. Die
Ergebnisse der Tierversuche sind in Tabelle 2 zusammen-
gefaBt’™. Zum weiteren Strukturbeweis lieBen sich die Al-
kaloide 8* und 10* in vitro mit einer sauren Phosphatase
(E.C. 3.1.3.2) zu den radioaktiven Alkoholen 9* und 11*
dephosphorylieren.

Mit diesem Nachweis von Pyridoxylisochinolin-Alkaloi-
den im lebenden Siugerorganismus wird die bekannte Pa-
lette fein abgestimmter, enzymatisch gesteuerter Reaktio-
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Schema 2. In-vitro- und in-vivo-Bildung von Pyridoxylisochinolin-Alkaloi-
den.

nen von Vitamin B¢ noch erweitert durch die wahrschein-
lich nichtenzymatische Pictet-Spengler-Kondensation zu
heterocyclischen Metaboliten.

Tabelle 2. Ergebnisse der umgekehrten Isotopenverdiinnungsanalyse nach
Applikation von Pyridoxin 3* (10 uCi, 20 mg/kg) und L-Dopa 4 (20 mg/kg)
an Ratten.

Isoliertes Inkuba-  Gesamt- Absolute Alkaloidgehalt
Alkaloid tions- radioaktivitat Einbaurate [ng/mL bzw.
(Probe) zeit [h) [nCi] [%] x 102 ng/gl

8 (Blut) 4 1.9 19 133

8 (Blut) 6 3.0 3.0 206

8 (Leber) 6 0.2 0.2 28
10 (Blut) 2 0.7 0.7 53

10 (Blut) 4 0.8 0.8 57

10 (Leber) 6 <0.007 <0.007 <1
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Der Ferrocenylmethyl(Fem)-Rest als
hochlipophile und chromephore Gruppe zur
Maskierung von Peptidbindungen**

Von Heiner Eckert* und Christoph Seidel

Fiir eine neue Strategie zur Chemosynthese von Pepti-
den', die durch Verwendung stark lipophiler und chromo-
phorer Gruppen gekennzeichnet ist, wurde eine Methode
zur Maskierung von Peptidbindungen entwickelt. Die Be-
handlung der chemisch reaktiven funktionellen Gruppen
ist durch die konventionellen Schutzgruppentechriken!”
weitgehend abgedeckt. Peptidbindungen sind hingegen vor
allem ,,physikalisch reaktiv*‘, das hei}t, sie haben groBen
EinfluB auf Sekundirstruktur und Léslichkeit eines Pep-
tids. Solche Konformationseffekte erschweren oft die Syn-
these. Versuche, diese Effekte zu verhindern”), wurden von
Weygand et al. mit dem 2,4-Dimethoxybenzyl-Rest™ un-
ternommen. Ugi et al. erkannten die priparative Niitzlich-
keit der lipophilen und chromophoren Ferrocenylalkyl-
Gruppierung in stereospezifischen Reagentien®®". Von
Ragnarsson et al. wurde kiirzlich die rer-Butoxycarbony-
lierung der Peptidbindung in einem Prolyl-glycin-Deri-
vat®! beschrieben.

Der chromophore (gelbe) Ferrocenylmethyl(Fem)-Rest™!
ermoglicht eine wirtschaftlich giinstige, regenerative Mas-
kierung von Peptidbindungen zur Unterdrickung oder
Manipulation von Sekundérstrukturen und zur lipophilen
Solubilisierung von Peptid-Derivaten. Der Fem-Rest kann
durch einfache katalytische reduktive Alkylierung von
Aminosduren oder Aminosédure-estern mit kommerziell er-
hiltlichem Ferrocencarbaldehyd 1 und Wasserstoff einge-
fiihrt werden. Als Hydrierkatalysator kommt das hochse-
lektive Palladium(ir)-phthalocyanin'® in Betracht: Wih-
rend 1 nur duBerst langsam reduziert wird, 148t sich das
aus 1 und der Aminosédure bzw. dem Aminoséureester er-
haltene Azomethin 2 innerhalb einiger Stunden hydrieren.
Dabei entstehen die Fem-Aminosiduren bzw. deren Ester
racemisierungsfrei und in hohen Ausbeuten (Tabelle 1),
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