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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceutick4 fakulta v Hradei Kralové

Katedra: Katedra organické a bioorganické chemie

Kandidat: Mgr. Jana Martikové

Skolitel: doc. PharmDr. Jiff Kunes, CSc.

Nézev disertacni préce: NMR spektroskopie ve strukturni analyze izolovanych
alkaloidi

Tato disertacni prace se zabyvi uréenim struktury sekundarnich metabolitli, presnéji
alkaloidd, ziskanych ze dvou rznych rostlinnych celedi — Amaryllidaceae a Apocynaceae.
Izolace popisovanych alkaloidli byla provedena kolegy na spolupracujicim pracovisti Katedry
farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy.

Analyza vzorkli, ziskanych zrostlinného materidlu, metodami nukledrni magnetické
rezonance (NMR) byla hlavnim klidem k GspéSnému osvétleni konstituce, a v nékterych
pripadech i konfigurace identifikovanych molekul. Byly pouzity jednodimenzionalni NMR
experimenty, a také metody multidimenzionélni a dynamické NMR analyzy. V nékterych
pripadech pak bylo k analyze vyuzito specifickych vlastnosti chiralnich posunovych ¢inidel
pro stanoveni enantiomerni ¢istoty. Kromé€ NMR dat byly u zkoumanych latek ziskany
informace z dalsich dilezitych analytickych technik, bézné pouzivanych v oblasti pfirodnich
latek.

Vysledkem préce je objasnéni 30 struktur alkaloidd dosud v literatute nepopsanych nebo
nedostate¢né charakterizovanych. U nékolika téchto latek byly popséany nové strukturni typy
a struktury pravdépodobné pattici izolaénim artefaktim. Dalsich 43 latek bylo potvrzeno
shodou experimentalnich analytickych dat s idaji uvedenymi v literatute.






ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department: Department of Organic and Bioorganic Chemistry

Candidate: Mgr. Jana Martikové

Supervisor: doc. PharmDr. Jiff Kunes, CSc.

Title of Doctoral Thesis: NMR Spectroscopy in Structure Elucidation of Isolated
Alkaloids

This doctoral thesis deals with the structure elucidation of secondary metabolites isolated
from two different plant families — Amaryllidaceae and Apocynaceae. Isolation of analyzed
compounds from these plants was performed by colleagues from the Department
of Pharmaceutical Botany.

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy was the crucial method for the structure
determination of isolated alkaloids. Processed data acquired from one-dimensional NMR
experiments, as well as multidimensional and dynamic NMR methods, led to the
identification of various alkaloid structures. Furthermore, in certain specific cases of the
analysis, chiral solvents were employed to determine enantiomeric purity. Other analytical
experiments commonly used in the field of natural product identification were carried out.

The outcome of this work is the elucidation of 30 alkaloid structures not described in the
literature or insufficiently characterized. Several new structural types have been identified,
as well as structures representing isolation artifacts. Another 43 substances were confirmed
by the comparison of experimental and published analytical data.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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Amaryllidaceae alkaloidy

acetylcholinesterasa

adequate sensitivity double-quantum spectroscopy
2-(9-anthryl)-2-methoxyoctova kyselina
N-Boc-fenylglycin

siroky dublet
broad doublet

Siroky singlet
broad singlet

butyrylcholinesterasa

cirkulérni dichrosimus
circular dichroism

centraln{ nervové soustava
correlation spectroscopy
jednodimenzionaln{
dvoudimenzionalni

dublet dubleti

dublet dubletu tripletl
dublet triplettt

enantiomern{ prebytek
enantiomeric excess

ekvivalent
tris(6,6,7,7,8,8,8-heptafluor-2,2-dimethyl-3,5-oktadionéto)europity komplex
tris[3-(trifluormethylhydroxymethylen)-kamforato]europity komplex

signal volné precese, volné indukovany signal
free induction decay

gradient heteronuclear single-quantum coherence/correlation spectroscopy
heteronuclear multiple-bond coherence/correlation spectroscopy
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim

high-resolution mass spectrometry

heteronuclear single-quantum coherence/correlation spectroscopy
heteronuclear two-bond correlation

infraCerveny

incredible natural-abundance double-quantum transfer experiment

Mezindrodni unie pro Cistou a uzitou chemii
International Union of Pure and Applied Chemistry

lanthanoidova chiralnf posunova ¢inidla
multiplet
methoxy-2-fenyloctova kyselina

zobrazovaci technika magnetické rezonance
magnetic resonance imaging
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MS hmotnostn{ spektrometrie
mass spectrometry

MTPA 2-methoxy-2-(trifluormethyl)fenyloctova kyselina

NMDA N-methyl-D-aspartat

NMR nuklearni magneticka rezonance
nuclear magnetic resonance

NOESY Nuclear Overhauser effect spectroscopy

ORTEP oak ridge thermal ellipsoid plot

t kvartet

gNMR kvatititavn{ nuklearni magnetické rezonace
quantitative nuclear magnetic resonance

s singlet

SSRI selektivn{ inhibitor zpétného vychytavani serotoninu
selective serotonine reuptake inhibitor

SUKL Statni urad pro kontrolu 1é¢iv

uv ultrafialovy
ultraviolet

t triplet

td triplet dubletti

TBBA 2-(2-trifluormethyl)-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)benzoova kyselina

TFA trifluoroctova kyselina
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1 Uvop

Clovék vyuziva empiricky Géinky alkaloidfi v rostlinnych drogach v rdmci tradiéni mediciny

jiz od nepaméti. Archeologické nélezy a historické zdroje zmiriuji obdobi 4000 pf. n. L. jako
pocatek této éry.1-2 Avsak lze predpokladat, Ze Clovek vyuzival tyto mocné néstroje prirody jiz
mnohem dfive, at uz pro jejich pozitivni i¢inky na lidské télo, nebo pro traviéské zameéry.

Obrazek 1 Olejomalba s ndzvem ,La Mort de Socrates”, kterou zhotovil Jacques-Luis David v roce 1787
(pfevzato z internetového zdroje3)

Otrava byla velmi populdrnim stylem likvidace nepratel ve starém Rimé&. BohuZel takovy
osud stihl v roce 399 pr. n. 1. pokrokového athénského filozofa Sokrata, ktery byl nucen svymi
vézniteli vypit odvar z bolehlavu plamatého (Conium maculatum L.). Intoxikace obsazenym
koniinem zapricinila paralyzu Sokratova dychaciho svalstva, coz vedlo k jeho smrti pii plném
védomi.4 >

Diky technologickému pokroku pfineslo 19. stoleti moznost zkoumat tyto ¢asto vysoce
potentni molekuly i z hlediska struktury. Prvni izolaci alkaloidu (morfinu) z rostlinného
materidlu popsal jiz v roce 1805 Sertlirner.® Nicméné struktura tohoto alkaloidu ziistala
zéhadou az do roku 1952, kdy morfin spolu s kodeinem poprvé ptipravili Gates a Tschudi
cestou totalni syntézy a byla tak potvrzena predikované struktura Gullandem a Robinsonem
(1925).6 Toto je ukdzkovy priklad pribéhu potvrzeni struktury molekuly ptirodni latky.

Zvyse popsaného je zfejmé, Ze fascinace alkaloidnimi latkami provézi lidské pokoleni dlouh4
staleti. Prikopnicka analytickd metoda v podobé nukledrni magnetické rezonance (NMR)
prinesla 50.1éta. Typicka pro ni byla tehdejsi nizké instrumentalni senzitivita a vysoka cena.
V té dobé otisténé védecké ¢lanky éitaly pouze interpretace vodikovych spekter, tento trend
se objevoval zhruba do 90. let. Déle byla ¢asto prezentovana doprovodné analyticka data
(elementarn{ analyza, UV a IC spektroskopie, uvedeni hodnot retenéniho faktoru a specifické
optické otacivosti), ¢i pripadné vysledky chemické modifikace zkoumané latky. Publikované
vysledky pochdézejici z doby pred rozmachem NMR spektroskopie mohou byt dnes spise
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Uvod

na $kodu. Nebot redakce souc¢asnych védeckych ¢asopisti zpravidla spattuji nizky inovativni
prinos v prezentaci radné identifikace struktur jiz drive objevenych latek. Avsak takové
publikace by ¢asto mohly zamezit zbyte¢nym nedorozuménim.

V soucasné dobé jsou pouzivany predevsim techniky NMR spektroskopie v kapalné fazi,
kterd je nedestruktivni metodou objasnéni konstituce molekuly a nékdy i jeji konfigurace.
Vysledky méreni NMR experimentt (*H, 13C NMR; obcas jsou popisovéna i N NMR
spektra; homokorelované a heterokorelované 2D NMR experimenty jsou nezbytnou
soucastf) jsou vétSinou dostatecné priikazné, robustni a zejména reprodukovatelné.” Bohuzel
nekteré prace prezentuji spektra riznych soli izolovanych alkaloid@ na misto volné béze.
Pouzitl téchto referen¢nich dat pro potvrzeni neionizované formy alkaloidu pak neni zcela
lege artis (napt. Shitara a spol.8, Abouzeid a spol.® uvadi interpretace soli trifluoroctové
kyseliny (TFA) izolovanych alkaloid().

Dalsi z dalezitych metod pro ur¢ovani struktury je rentgenovéa krystalografie. Provedeni této
analyzy je podminéno ziskanim monokrystalické formy vzorku o dostatecné velikosti
pro méfeni, coz je zmalého mnozZstvi izolovanych, vétSinou amorfnich sekundérnich
metabolitd rostlin ¢asto problematické pripravit. Samozrejmé nelze nepripomenout dalsi
analytické techniky hmotnostni spektrometrie (MS), cirkularniho dichroismu (CD),
polarimetrie, aj.
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Uvod

1.1 Strukturni analyza

Jak jiz bylo zminéno, soucasné metody strukturni analyzy prirodnich latek se znacné lisi
od téch vminulosti vyuzivanych. Prislusné upravené vzorky prirodnich latek jsou
charakterizovany pomoci NMR, MS a/nebo rentgenové difraktometrie. Vysledky téchto
analyz jsou zpravidla doplnény daty optickych analytickych metod, jako jsou naptiklad data
z polarimetrie, infracervené spektroskopie, cirkuldrniho dichroismu a v néktery pripadech
mohou byt ndpomocné i data z ultrafialové spektroskopie.

Vysledky jmenovanych analyz jsou v souvislosti sidentifikaci molekul porovnéavany
s dostupnymi daty v publikovanych védeckych ¢lancich. Tato mnohdy naro¢né resersni
prace vyusti do jedné z nésledujicich moznosti:

o Velektronickych informacnich databdzich neni nalezena shoda identifikované
struktury. Zverejnéni vysledk@ vynaloZzené prace bude pravdépodobné snadno
dosazitelné (za predpokladu urceni konstituce s absolutni konfiguraci molekuly). OvSem
pokud byla urcena pouze relativni konfigurace molekuly, mtZe byt jeji tspésna
prezentace problémova.

o Struktura alkaloidu je popsané, avSak nebyla publikovdna relevantni referencni data.
Prikladem jsou ¢lanky, kde je publikovano pouze 'H NMR spektrum nebo jeho ¢ast;
nebo je struktura identifikovdna pomoci rentgenové krystalografie a NMR data chybi
(pritom meéreni NMR spekter patii k nejdostupnéjsim metodam strukturni analyzy).

o Alkaloid je zcela popséan v literatute a informace se shoduji s namérenymi daty.

o Data o alkaloidu nejsou dostupnd v literatute, ale latku je mozné zakoupit
u vyrobee/distributora chemikalif a pouZit jako referenci (vyjimecné).

1.1.1 Nuklearn{ magneticka rezonance

Existence nukledrni magnetické rezonance byla objevena teprve v roce 1938 (Isidor Isaac
Rabi byl za tento objev ocenén v roce 1944 Nobelovou cenou za fyziku). Nasledovala série
objevl, kterd prispéla kzavedeni NMR spektroskopie, jakozto dilezité a dnes Siroce
pouzivané analytické metody. Jedn& se tedy o obor pomérné mlady a dynamicky
se rozvijejici. Nabizi Siroké moZnosti riznych aplikaci, at uz pro strukturni analyzu latek
zndmych 1 nezndmych, syntetizovanych ¢i izolovanych, nebo pro hodnoceni kvantity
v metabolomice (QNMR), aj. Diky této metodé lze sledovat dynamické procesy, jako
je kineticky pribéh reakce nebo chemické vymeéna. Pravdépodobné v populaci nejzndméjsim
vyuzitim magnetickych vlastnosti atomového jadra je ,magneticka rezonance jako klinicka
zobrazovaci metoda (MRI) pouzivana zejména ve zdravotnictvi ke sledovani stavby mékkych
tkani. Toto je jen hruby nastin aplikaéni riznorodosti, kterou NMR spektroskopie poskytuje.

1.1.1.1 Zakladni teorie NMR spektroskopie

Zminovanému objevu Rabiho predchazelo odhaleni magnetického momentu jadra, za coz byl
ocenén vroce 1943 dalsi laureat Nobelovy ceny za fyziku Otto Stern. V té dobé témeér
neprobadand kvantova fyzika céstic se zacala rychle rozvijet, coz také zna¢né prispélo
k akceleraci rozvoje a pochopeni NMR.10
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Uvod

Tabulka 1-1 Magnetické vlastnosti izotopl nej¢astéji se vyskytujicich v alkaloidech!

atomové jadro s prirozeny vyskyt [%] y[107 radeT-Tes-1]
H 1/2 99,99 26,75
2H 1 0,010 4,11
12@ 0 98,93 -
13C 1/2 1,07 6,73
14N 1 99,63 1,93
15N 1/2 0,37 -2,71
160 0 99,96 -
170 5/2 0,04 -3,63
* znaménko hodnoty gyromagnetického poméru vyjadruje smér precese jadra okolo pole B - kladné
hodnoty proti sméru, zaporné po sméru hodinovych rucicek

Nenulovéa hodnota spinového kvantového ¢isla s (potazmo spinového momentu hybnosti
jadra ) je dilezitou vlastnosti NMR aktivnich jader (Tabulka 1-1). Vztah magnetického
momentu (i) a spinového kvantového ¢isla s je vyjadren rovnici (1). Redukovana Planckova
konstanta mé hodnotu A = 1,054 571 817 x 1024 J-s a do rovnice je zavedena, nebot
vynéasobenim hodnot veli¢in s a & je ziskdna hodnota thlového momentu daného jadra, ktera
vyjadruje jeho rotaéni moment. Diky magnetickému momentu, pak lze u jadra indukovat
magnetismus vnéj$im magnetickym polem.10

p=ysh (D

Konstanta y, charakteristicka pro kazdy izotop, je zndma pod pojmem gyromagneticky
pomeér a vyjadiuje pomér magnetického momentu a momentu hybnosti (jaderného spinu)
daného jadra. Tedy, je-li atomové jadro s definovanym y vystaveno vnéjsimu magnetickému
poli (Bo) o urcité indukei, zacne se u néj projevovat precesni pohyb (opisuje plast kuzele)
magnetického momentu okolo osy urcené smérem Bp (Obrazek 2). Vyslednice plisobeni
moznych orientaci magnetického momentu u se oznacuje jako vektor magnetizace M.12

T1& Tr&

Obrazek 2 Znazornéni precese jadra se zapornym ya kladnym yve sméru plisobeni B (dle pravidla pravé ruky
je Larmorova precese jadra proti sméru hodinovych rucicek povazovana za kladnou). Smér M je shodny
se smérem pusobeni By'2
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Uvod

Orientace M z4visi na sméru ptisobeni{ By. Celkové se tento pohyb jadra nazyva Larmorova
precesni frekvence (v). Vztahy jmenovanych veli¢in popisuje rovnice (2).10

v= 22 [Hy] @

Vroce 1945 Felix Bloch a Edward Milles Purcell nezavisle na sobé popsali, Ze jadra
magneticky aktivnich atomt absorbujici radiofrekvenéni zaren{ v silné magnetickém poli
jsou rozdélena do povolenych energetickych hladin (jejich jaderny spin je kvantovan).
O sedm let pozdéji byli odménéni za tento poznatek Nobelovou cenou.!?

Pocet téchto degenerovanych energetickych hladin (orientaci spinu) je definovan vztahem
2s + 1. Toto déleni je nazyvano Zeemantv jev a u jader majicich s = Y2 povoluje dveé
energetické hladiny. Na nizsi hladiné (a) se nachazi nepatrny prebytek jader, které konajf
precesn{ pohyb ve sméru By. Vy$si Zeemanova hladina () je obsazena nepatrné mensim
mnozstvim jader, jejichz M mé opacny smeér nez Byp. Velikost tohoto energetického rozdilu
je dané velikosti ptisobictho magnetického pole a gyromagnetickym pomeérem sledovaného
jadra (Obrazek 3). Cim vétsi je sfla plisobici indukee vnéjstho magnetického pole, tim vétsi

je rozdil mezi stavem « a S (AE) a v disledku toho se zvysuje citlivost této analyzy.10. 12

00000
smér spinu nahodny

00000000000 AE = yBoh [HzZ]

666060

rostouci velikost B

SMer B,

Obrazek 3 Grafické znazornéni rozdéleni jadernych Zeemanovych hladin v zavislosti na velikosti B (plati pro
jadra s = )2). Prebytek jader A, je jen nazorny, skutecny prebytek je zminén v textu a je zavisly na velikosti Bo

Dosazenim do rovnice (3) je mozné identifikovat poéty jader na hladiné a a 3, kde
Boltzmannova konstanta kg= 1,380649 x 10-23 J-K-1a T je teplota [K]. Napiiklad indukce
magnetického pole o velikosti 11,74 T rozdéli jadra vodiku v rozloZeni 100 000 jader
na hladiné a a 99 992 jader na hladiné .10

W =en (3)

Absorbuji-li jddra na nizsi energetické hladiné a elektromagnetické Rt zatreni o frekvenci
blizké své Larmorovy precesi (predstavuje oscilujici magnetické pole By), dojde k prechodu
jadra z hladiny a na hladinu f (vychyli se smér M o uhel, ktery je tmérny dobé trvani
pouzitého pulzu). Po ozéareni dochézi k relaxaci jadra zpét do termodynamické rovnovahy
na hladinu @.10.12.13
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Obrazek 4 Smér M pred R¢ pulzem, po sklopeni o 90° a nasledna relaxace M z roviny xy (kolmé na By) zpét
do rovnovahy podél osy z, ktera indukuje stfidavy proud na snimaci civce (zaznam amplitudy signdlu volné
precese klesa s ¢asem)!?

Diky pri¢né precesi vektoru magnetizace je mozné sledovat volné indukovany signal (free
induction decay — FID) snimany v akviziéni dobé experimentu prostfednictvim indukce
stfidavého proudu na snimaci civce, které je kolma ke sméru By instrumentu. Signal je poté
zesilen predzesilovadem a zesilovacem (signdl sdm o sobé je velice slaby). Preveden
na kmitocet prijimacem v pfijimacim zafizeni (NMR konzole) a nésledné zobrazen
programem pripojeného opera¢niho pocitace.10. 14

Magnetické rezonance jadra je tedy zplisobena energetickym prechodem mezi popsanymi
hladinami, ktery nastane pti absorpci elektromagnetického zareni o urcité frekvenci. Tato
frekvence je rovna frekvenci precesntho pohybu jadra kolem osy Bp, ¢imZ je splnéna
rezonanéni podminka.10

1.1.1.2 Fourierova transformace v NMR spektroskopii

Fourierova transformace (FT) je matematickd operace, kterd se v NMR spektroskopii
vyuziva k prevedeni ¢asové zavislosti intenzity indukovaného proudu na mérici civce (FID)
na zavislost frekvenéni{ (NMR spektrum). Jediné omezeni tohoto matematického algoritmu
se tyc¢e poctu bodd, které budou transformovény (¢islo musi byt po vydéleni dvéma celé
¢islo).12

V 60. letech Richard Robert Ernst (Curych) a Ray Freeman (Cambridge) a jejich kolegové
prispéli zavedenim FT do NMR spektroskopie. Soucasné vypracovali novou metodiku
ozafovani jader. Pouzili intenzivni velmi kratké radiofrekvenéni pulzy (doba trvani
radové us). Tyto modifikace umoznily akumulovat skeny, ¢imz se vyrazné zvysila citlivosti
analyzy a zjednodusila se interpretace spekter. Nastal mohutny rozmach NMR techniky.
V 70. letech nésledoval objev dvoudimenzionalni techniky méteni spekter, kde zpracovani
probiha dvojnésobnou FT. Profesor Ernst byl odménén za své objevy v roce 1991 Nobelovou
cenou za chemii.” 15

1.1.1.3 Jednodimenzionalni NMR spektrum

Chemicky posun 8 aneb vliv stiné€ni elektronu na jadro

Elektrony maji sviij vlastni magneticky moment, jehoZ vektor magnetizace je orientovan
protichlidné vnéjsimu magnetickému poli By, Tim dochazi ke stinéni ptisobeni By na dané
atomové jadro. Takto modifikovand magnetické indukce nese nazev efektivni magnetické
pole Be. Velikost stiniciho efektu elektronového oblaku je vyjadrena stinici konstantou o,
jez je zéavisla na velikosti indukce Bo. Rovnice (5) vyjadiuje popisovany vztah.10-12
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Bt =By - (1 - 0) (5)

Pravé diky tomuto efektu je NMR spektroskopie tolik vyuzivanou analytickou metodou,
nebot tento jev umoziuje odlisit jadra stejného izotopu majici odliné chemické okoli
(elektronovou hustotu). Napriklad jsou-li 1H jadra vystavena magnetické indukei 11,74 T,
nerezonuji pouze s frekvenci 500 MHz, ale vlivem o lze téZ pozorovat jemné zmeény v jejich
frekvenci. Tento vztah popisuje rovnice (6).

f
=122 (6)

Hodnota rezonance signilu v NMR spektrech se neuvadi v jednotkéch jeji frekvence, nebot
by pak interpretace byla velice dlouhd, obsahujici Spatné ¢itelné ¢isla, napriklad 500 002 025
(1H, s). Hlavnim d@&vodem nepouzivani frekvence rezonance v charakterizaci je jeji zavislost
na indukei vnéjstho magnetického pole (napt. rezonanéni frekvence 'H atomt je 60 MHz,
plsobi-li na né magnetické pole osile 1,4 T; pisobenim pole o sile 14,1 T je pak tato frekvence
600 MHz). Pro tento Ucel byla zavedena stupnice parts per milion (ppm), ktera umoziuje
porovnavani spekter ziskanych pti rizné velkych pracovnich indukeich a soucasné znacéné
zjednodusuje zapis popisu spekter. Rovnice (7) uvadi vztah chemického posunu jadra x (6y),
rezonan¢ni frekvence jadra x (vx) a rezonancni frekvence standardu (vref). 1% 13

5, = L) 10 )

Uref

Rézné druhy NMR aktivnich jader si z&daji pouziti réiznych druht referen¢nich sloucenin.
Pro méteni 'H a 3C jader je zaveden standard tetramethylsilanu (TMS), pro referenci jader
15N doporucuje Mezin4rodni unie pro cistou a uzitou chemii (IUPAC) pouzit nitromethan,
alternativou je pak roztok NHs; mozné je pouzit také napf. roztok mocoviny 11

Velikost stinéni sledovanych atomt ovliviiuje zejména lokélni elektronova hustota
(elektronegativita, indukéni a mezomerni efekty) a hybridizace. Zvlastnim efektem
je anizotropni jev vyskytujici se naptiklad u termindlntho alkynového vodiku
¢i u vymeénitelnych vodikovych atomt porfyrinového skeletu.!3

Topicita

Chemicky a magneticky ekvivalentni jadra rezonuji se stejnou frekvenci, coz je zapri¢inéno
totoznym chemickym a magnetickym okolim. Ve spektru je proto zretelny signal o intenzité
umérné poctu ekvivalentnich jader, ktery predstavuje. Soucasné nedochézi ke skalarnf
interakei mezi témito jadry. V 'H NMR spektru se ¢asto prekryvaji i signély neekvivalentnich
jader, coZje dano malymi rozdily v Bef jednotlivych jader vodiku. Zvlastni ptipad nastava
u magneticky neekvivalentnich, avSak chemicky ekvivalentnich jader, protoze skalarnf
interakce se projevi (typicky u 1,4-disubstituovaného systému, AA'BB' systém). Principem
zameény lze identifikovat vodikové atomy (Obrazek 5):10

o Homotopické — zadménou se nezmeéni stereochemie molekuly; v NMR spektrech
vykazuji spolecny signél.

o Enantiotopické — zdménou jednoho z vodiki za jiny atom nebo skupinu atomi vzniké
chirélni centrum v jinak achiralni molekule; v NMR spektrech vykazuji jeden signal,
pokud nejsou mérena v chirdlnim rozpoustédle.
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o Diastereotopické — zaménou vodiku CH» skupiny vznikd dalsi chiradlni centrum
molekuly; jadra rezonuji pii jiné frekvenci a poskytuji v 'H NMR spektru zpravidla dva
rizné signaly. Jedna se tedy o signély chemicky a magneticky neekvivalentni.

Enantiotopické Rovina
vodiky symetrie -

Homotopické

A

vodiky
Homotopické k
H Lo
vodiky Diastereotof)ické
vodiky
Obrazek 5 Homotopické, enantiotopické a atomy vodiku v molekule butanu. Diastereotopické

a homotopické vodikové atomy v molekule (R)-2-methoxybutanu

Stépeni signalu neboli jeho multiplicita

Neprimé spin-spinové interakce jsou zplsobeny vazebnymi elektrony, které prenaseji
magnetickou polarizaci mezi navdzanymi atomy a zplisobi tak dal$i zménu v Bet. Disledkem
je pak stépeni tvaru signdlu v NMR spektru, diky kterému lze odhalit propojeni spinového
systému (velice uzitecné pri strukturni analyze). Tvar signalu je Stépen dle vztahu n + 1, kde
n je pocet interagujicich atomt v okoli. Rozvojovou fadu intenzit diléich signal@ multipletu
predstavuje Pascaltv trojihelnik. Toto pravidlo plati pouze v pripadé spekter se stépenim
I. radu, stépeni ve spektrech vyssich rada je komplikovanéjsi.10

dublet

triplet

Obrazek 6 Pascaliv trojuhelnik s vycislenymi kombinacnimi Cisly. T¥i pole oznacené vnitfnim Sedym
trojuhelnikem oznacuji zakladni charakteristiku binomického rozvoje, tedy soucet dvou cisel v polich vedle
sebe je zapsan v poli po nimi

Velikost $tépeni je definovdna hodnotou interakéni konstanty J vjednotkdch Hz (¢im

intenzivnéjsi je interakee, tim vétsi je hodnota J). Pomoci J-konstanty lze ptiblizné odlisit
vzdélenost interagujicich jader.10

Spin-spinové interakce 'H-13C jader je prima, ma velikost 1Jcu > 100 Hz a velice znesnadriuje
interpretaci  uhlikového ~ NMR  spektra. Proto jsou 13C jadra  meérena
s Sirokopasmovym dekaplinkem 'H jader (diky tomuto dekaplinku je dosazeno i vyssi
intenzity signélu vlivem nuklearniho Overhauserova efektu). Na vodikova jadra je ptisobeno
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magnetickym polem B vyvolanym radiofrekvenénim zarenim o v =500 MHz, coz vede
k rychlym prechodlim !H jader, a tak je zamezeno jejich interakei s méfenymi uhlikovymi
jadry. Diky této modifikaci experimentu jsou v 13C NMR spektru zobrazeny jednotlivé uhliky
jako singlety.13

Geminalni spin-spinové interakce neekvivalentnich vodikovych atom@ nabyvaji obvykle
hodnot 2Jun = 0-35 Hz (zavisi zejména na hybridizaci navazaného uhliku; pro geminalni
CH> skupinu sp? uhliku je 2Jun = 0-5 Hz).13

Pro strukturni analyzu NMR metodou maji vSak nejvétsi vyznam vodikové vicinalni
interakce, jejichZ hodnota zavisi na velikosti dihedralniho neboli torzntho thlu &, ktery sviraji
vazebné roviny.1® Martin Karplus a jeho spolupracovnici se v 60. letech této problematice
intenzivné vénovali a definovali rovnici (8), kde aproximaci ziskali hodnotu pro A = 4.22, pro
B = -0,50 a pro C = 4,50 (tyto hodnoty byly vypodteny pro délku vazby 1,543 A mezi
uhlikovymi atomy v sp? hybridizaci).17. 18

3Jun =A + Bcos @+ Ccos 20 8

[+ c —

v, Hy Y Hao Y V4 c\
L [Hy Y

Hg X H; X \
S v Gy H; X
5 G
OHz < “Jyz.43 < 16HZ OHz < Voo S9HZ BHz <" <2Hz

J(H2)

15

10 10

5

0

0° 90° 180° y
0-4Hz small 0-3Hz small 0-2Hz small
LY . 5-9Hz medium 4-5Hz medium | “dhzca 3-4Hz medium
10-16 Hz large 6-9Hz large 5-6Hz large

Obrazek 7 Zavislost hodnoty /~konstanty jako funkce velikosti torzniho thlu (v tomto pfipadé oznacen @) mezi
jadry v ramci 1,2-dioxygenovaného systému (X, Y)'6

Optimalizaci parametrd, které maji vliv na velikost skalarni interakce, se vénovala a stale
vénuje celd rada védeckych skupin. Prokazalo se, Ze velikost dihedrélniho thlu je zavisla
na celé radé parametrd, jako je napriklad hybridizace vazebnych uhlikovych atomd, vazebna
délka, vazebny uhel, ale nejvétsi vliv mé substituce a elektronegativita navazanych atom.®
Byly mimo jiné definovany modely pro Sté€peni réznych atomi ve vicinalnich polohach
(1H-1H, H-13C, tH-3!P, aj) pro aromatické systémy,20 glykosidické vazby v nukleosidech?!
1 cukrech.22-24 Obrazek 7 predstavuje modifikovanou krivku pro 1,2-dioxygenovany systém
a vztahy Jumn, *Jen a 2Jen interaked. Je ziejmé, Ze velikost nepfimé spin-spinové interakce ma
pro kazdy thel mirny rozptyl hodnot, proto je nutné informace o multiplicité signalu dale
kombinovat s nukledrnim Overhauserovym efektem (NOE; podstata bude diskutovana dale
v této kapitole) a modelaci struktury s minimalizovanou energii systému pro identifikaci
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trojrozmérné struktury molekuly. Avsak i takovd kombinace dat nemusi zarucené vést
ke kyzenému vysledku.

R! 3
dd, /= 7-8 Hz, 1 H dt, /= 16-17 Hz, Hz 1 s
) z, z N HY R R o I')Id,j: 530 Hz
H |
t,/=7-8H dt, /= 16-17 Hz, Hz
’ ’ T /=589 Hz 3N ¢ Hd,/=530Hz
dd, /= 7-8 Hz, 1 Hz ’ H " s

'
d, /= 14-16 Hz d,/=14-16 Hz

1 R!
d,J=7-8Hz R
t,/= 7-8 Hz @iR d,/=7-8 Hz R2 m, AA’BB’
t,/=7-8 Hz o2 d, /= 7-8 Hz o3 m, AA’BB’
d,/=7-8 Hz 2
R4 R

R!

d,/=7-8Hz, 1-2 Hz d. j= 1-2 Hz R YALLE
d,/=7-8Hz W//\\'d’ngHz

R2 R2
R3

Obréazek 8 Vybrané strukturni fragmenty Amaryllidaceae a Apocynaceae alkaloidt s typickymi /~interakcemi
vodikovych atomi v NMR spektru: s - singlet, d - dublet, t - triplet, q - kvartet, dd - dublet dubletd, td - triplet
dublett, m - multiplet'3

1.1.1.4 Dvoudimenzionaln{ NMR experimenty

Diky Ernstové védeckému prispévku je mozné identifikovat molekuly ve vzorcich, u nichz
neni struktura znama, pouzitim 2D experimentl. Navazal na praci svého studenta Jeana
Jeenera, ktery jiz v roce 1971 popsal, avsak nikdy nepublikoval COSY experiment.12 Ve své
podstaté 2D experimenty jsou modifikované 1D experimenty o vyvijeci dobu t;, jejiz délka
trvani se méni.

2D NMR spektrum je definovano dvéma osami. Kazda z os je ziskané vlastni Fourierovou
transformaci, tedy zobrazuje zavislost intenzity signalu na frekvenci. Vysledné 2D NMR
spektrum je pak ve své podstaté tridimenziondlni. Intenzita signélu je predstavovdna
primérem a vrstevnicemi daného krospiku ve vrstevnicové projekei spektra.

Pifmo detekovana dimenze se nazyva F» a vychazi z FT naméreného FIDu béhem detekéni
doby t» (prvni FT). Neptimo detekovana dimenze F; je ziskdna druhou FT aplikovanou
na kumulovand NMR spektra zptredchozi FT t.. Signdly v 1D spektrech dimenze Fo
se postupné ménf s pribyvajici délkou vyvijeci doby t; (jedna zména doby t; predstavuje jeden
inkrement), kterd od sebe oddéluje aplikované Ry pulzy v ramci experimentu. Jak jsou jadra
ozarovana sekvenci Ry, dochdzi kinterakcim, které jsou detekovany. Obrazek 9 dobte
vysvétluje popsanou problematiku graficky.
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Obrazek 9 Zpracovani ziskanych FIDU béhem detek&ni doby prvni FT (z &z domény, kterd je pfimo detekovanad),
kterou nasleduje druha FT (z domény & vzniklé nepfimo z kumulovanych 1D spekter jednotlivych inkrementa).
Typ zobrazeni spektra je jiz grafickou zalezitosti (prfevzato a upraveno z internetového zdroje25)

Jak jiz bylo Teceno, ke sledovanym interakeim (definované typem pouzitého experimentu)
dochézi béhem vyvijeci doby ¢ mezi dvéma a vice pulzy. Kazdy druh experimentu
je definovany typem, délkou a po¢tem pouzitych R¢ pulzt a vyvijeci dobou (trvani radove us
az ms), béhem které vektor magnetizace jadra M vykonava precesni pohyb spéjici
do rovnovahy. Nésleduje ji sméSovaci doba 7m, kdy mezi interagujicimi jadry dochazi
k prenosu polarizace pred detekei (polarizaci je minéna zména v populacich na energetickych
hladinéch). Proces je zakoncen detekéni dobou t» (faddové s). Délka trvani t1 a Tm musi byt
optimalizovana pro dany druh experimentu, aby nebyla dovolena excitovanym jadrdm tplné
relaxace. V rdmci inkrementu je pak mozné zvolit pocet skenti. Vyssi pocet skenti je vhodny
pro analyzu mélo koncentrovanych vzorkd, protoze takto lze efektivnéji dosdhnout lepsitho
rozliSeni signal/Sum nez v ekvivalentnim nastaveni poc¢tu inkrement. 10, 12,13

Komentovat v8echny typy 2D NMR experimentl dalece presahuje rdmec této disertacni
prace, uvedeny budou pouze ty nejdilezitéjsi v NMR spektroskopii ptirodnich latek.

Homokorelovana 2D NMR spektra
Prenos polarizace je detekovan mezi stejnymi izotopy, jejichZ interakce (signél, korelace,
krospik) je zobrazena na ose F; a Fo.

COSY (z anglického correlation spectroscopy)
Spektrum je specifické diagonalnimi a mimodiagonalnimi korelacemi. Interakce ziskané

v COSY experimentu dopliiuji informace o spinovém systému z 1D spekter (skalarni
interakce). Zaznam krospiku dvou az trivazebné interakce predstavuje prenos polarizace
mezi jadry v okoli sdilejici stejnou J-konstantu (obvykle J > 3 Hz). Tento experiment ma
radu riznych modifikaci: gCOSY — gradientova forma (obecné gradientové experimenty maji
zpravidla leps$i pomér signal/Sum v kratSim case, ¢ehoz je dosahnuto vytvorenim gradientu
plisobeni By pomoci zvlastnich civek v NMR sondé), DQ-COSY — dvou kvantové filtrované
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fazové odlisené COSY vede k eliminaci korelaci singletovych signalt na diagonéle (vhodné
u prekryvii singletd a pro vzijemné ,kaplované® vodiky na ose blizko u sebe),
LR-COSY — krospiky identifikuji vzdjemnou interakci atom@ svelmi malou interakéni
konstantou, ¢ehoz je dosazeno nastavenim prodlevy okolo druhého pulzu v sekvenci (¢im
delsi je prodleva, tim mensi odhalf skalarni interakei J < 1,5 Hz ptes vice nez tii vazby).

TOCSY (z anglického totally correlated spectroscopy)
Béhem experimentu dochazi k prenosu polarizace celym spin-spinovym systémem molekuly.

Vysledkem je spektrum podobné COSY spektru s vétSim mnozstvim mimodiagonalnich
korelaci.

Pro Gcely identifikace dale diskutovanych alkaloid nebylo TOCSY zpravidla méteno kvili
absenci vétsich spinovych tsekll v molekule.

INADEQUATE (z anglického incredible natural-abundance double-quantum
transfer experiment)
Metoda zobrazujici korelace uhlikovych atomt, které spojuje kovalentni vazba. Problémem

této techniky je nizk4 instrumentélni citlivost zptisobena nizkym ptirodnim zastoupenim
izotopu 13C, jehoz pritomnost je ve spinovém systému detekovana. Pro ispéSny experiment
je proto nezbytné pouzit vzorek o dostate¢né koncentraci, ¢i obsahujici izotopem
13C obohacenou latku, protoze mnohdy ani nastaveni dlouhé experimentalni doby (dané
poctem skenll v inkrementu a celkovym poctem inkrement@ v rdmci experimentu) neprinese
pozadované vysledky.13

Analyzované alkaloidy nebyly vzhledem k malému izolovanému mnozZstvi podrobeny
tomuto experimentu.

NOESY (z anglického nuclear Overhauser effect spectroscopy)
Pomoci NOESY je sledovana v roztoku velice kratké dipdl-dipdlova interakce blizkych atomt

(zpravidla se méri vodikové), kdy jeden znich je excitovan (saturovdn) a druhy
je vrovnovaze. Pak nastdva prenos polarizace mechanismem kros-relaxace mezi t€émito
prostorové blizkymi protony (do 5 &, coz je 0,5 nm), viz obrazek 10.13

Detekci interakce ovliviiuje zejména molekulova hmotnost, viskozita deuterovaného
rozpoustédla (napt. smés s perhalogenovanymi uhlovodiky?¢) a rychlost relaxace vodikového
jadra. Béhem 1, jsou interagujici atomy vystaveny dalsimu Ry pulzu. Délka trvani této doby
hraje v tomto pripadé velice diileZitou roli v zachyceni signélu prislusné interakce.!2
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Obrazek 10 Prenos polarizace mezi prostorové blizkymi vodiky v molekule trisphaeridinu (znazornény zelené
a ) béhem smésovaci doby. U ovlivnéného atomu, pak probiha navrat do rovnovahy stejné jako
u atomu'?

Volba délky 7 je ovlivnéna predev$im velikost! molekuly (Obrazek 11). M, mérené latky
soucasné ovliviiuje f4zi, ve které bude korelace zobrazena.
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Obrazek 11 Vliv velikosti M, rychlosti relaxace jadra na intenzitu krospiku. Korelace latek s malou M maji
opacnou fazi k diagondlnim krospikim ( naopak) a pfenos polarizace atomu téchto latek (zelena
kFivka) ma obecné maximalni velikost pfi 7= 800 us (prevzato a upraveno z knihy Encyclopedia of Magnetic
Resonance??)

NOESY bylo také pouzito ptiidentifikaci alkaloidi (mala molekulovd hmotnost), které budou

7

popsény v kapitole Vysledky s komentarem. Pro takové latky je doporucovano nastaveni

délky sméovactho ¢asu vrozmezi 0,5 aZ 1 sekunda, nebot vzdalenosti byvaji veétsi
nez ve velkych molekulach typu proteinu.

ROESY (z anglického rotating-frame Overhauser effect spectroscopy)
Jedné se o experiment analogicky 2D NOESY, ktery zobrazuje korelace vzdy s opa¢nou fazi

nez jsou krospiky diagonaly. Ve spektrech také byva patrnych vice artefaktl a za stejny
experimentalni ¢as je ziskdn zpravidla horsi pomeér signal/Sum v porovnani s NOESY.
Pouziti tohoto experimentu je vhodné pro molekuly se stredni a vysokou M.

Heterokorelovana 2D NMR spektra
Dvoukanélové sondy umoznuji ziskat heterokorelované experimenty. Kanalem je myslena

YN~/ s

nezévisld meérici civka pro jedno a pro druhé meérené jadro. Obvyklé jsou sondy s civkou
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atomu a tudiz citlivosti analyzy (u inverznich sond je opa¢né usporadani).1©

HSQC (z anglického heteronuclear single quantum coherence)
Pomoci J-interakece 'H a 13C je umoznéno priradit vodiky methinovych, methylenovych

a methylovych skupin k uhlikovym atomtim, na které jsou kovalentné vazany. Neptimo lze
odlisit kvartern{ uhliky. Pied detekei se prenasi polarizace mezi H a 3C se spole¢nou, velkou
interakéni konstantou odpovidajici primé J-interakci. Korelace skupin s lichym poctem
protonti mohou byt fazove odliSeny od korelac{ skupin CH».13

HMBC (z anglického heteronuclear multiple bond correlation)
Timto experimentem jsou detekovany interakce 'H s!3C atomem pres dvé, tfi, Ctyfi

a ziidkakdy pét vazeb. Je to nejuéinnéjsi néstroj v feSeni konstituce molekuly, avSak
ke zjevnému rozptylu vzdalenosti prenosu polarizace musi byt namérené korelace
konfrontovany s dal$imi 2D spektry tak, aby bylo dosazeno ide4ln€ souladu identifikovanych
korelaci z namérenych experimentti. Intenzita korelace v HMBC spektrech byva zpravidla
nejvetsi u prenosu polarizace pres tii vazby. Interakéni konstanta zvolené k danému meéreni
ovliviiuje zachyceni interakce. Standardné je pouzita J = 8 Hz, ktera se hodi k hledanym 3Jcu,
existujf v8ak 1 vyjimky.28

H2BC (z anglického heteronuclear two bond correlation)

Korelace ve spektru predstavuji 2J interakce mezi 'H a sousedicimi protonovanymi
13C atomy, kde bohuzel nejsou pozorovany korelace protonu s kvarternimi uhlikovymi
atomy. Experiment slouZi jako doplitkovy k HMBC a COSY experimentu.2®

1,1/1,n-ADEQUATE (z anglického adequate sensitivity —double-quantum
spectroscopy) 5
Experimentem lze ziskat krospiky definujici vztahy 2Jcn. Césteéné tak napomaha zobrazeni

uhlikového Tetézce, avSak kvarterni uhliky jsou korelovany pouze v ptipadé vazby
na protonovany atom. Tento experiment vSak stéle patii k tém z méné citlivych, proto neni
béZné méren a vétSinou se dostavé ke slovu az pri feSeni komplikovanych struktur, napf.
pri revizi struktury kryptospirolepinu.14

1.1.1.5 Izomerie v NMR spektroskopii

Izomery jsou latky se stejnym sumarnim vzorcem. Jednotlivé atomy jsou v pripadé
konstituénich (strukturnich) izomert jinak propojeny kovalentnimi vazbami. Takové latky
jsou pomoci NMR spektroskopie zpravidla dobre rozliSitelné jiz v 1D spektrech (toto
se netyké dynamické tautomerni formy, kterd zavisi na rozpoustédle, pH prostredi, aj).

N

Komplikovanéjsi situace nastava u konfiguracnich izomert (stereoizomer), které maji
stejnou konstituci molekuly a jsou jinak orientovany v prostoru. Dal$im problémem mohou
byt meso formy molekul, které obsahuji dvé a vice chirdlnich center, ale diky roviné symetrie
je pocet vyslednych stereoizomert redukovan.

Stereoizomerie na asymetrickém sp3 uhlikovém atomu

Jeden chirdlnf atom se ¢tyfmi riznymi substituenty poskytuje dvé izomerni orientace, dva
enantiomery majici zrcadlovou konfiguraci R a S. Stereodeskriptor D, L je dle IUPAC
povoleno pouZivat jen pro oznaceni aminokyselin a cukri. Enantiomery se lisi ve sméru
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stadeni roviny polarizovaného svétla a mohou se lisit biologickou aktivitou v Zivém systému.
Z toho vyplyva, Ze enantiomery jsou pomoci NMR analyzy nerozeznatelné bez pouziti déle
diskutovanych metod a pro jejich identifikaci je nutné pouzit chiroptické metody nebo
rentgenovou analyzu monokrystalu.

Je-li chirdlnich uhlik@i v molekule vice, je pocet moznosti orientace molekuly v prostoru
definovan jako 2. Vtomto mnozZstvi jsou zastoupeny izomery typu vysSe popsanych
enantiomert a déle diastereomert. Druhy typ optického izomeru vykazuje odlisné vlastnosti,
jak chemické a fyzikalni, tak biologické. Diastereomery je mozné rozeznat pomoci NMR
spektroskopie.

Identifikace enantiomertt pomoci NMR
Pfim4 detekce enantiomeru je umoznéna derivatiza¢ni reakei, kdy acylace vhodné skupiny

zavede chirélni centrum o zndmé konfiguraci do zkoumané molekuly. Toto je jedind metoda
NMR analyzy, kterd umoznuje zjistit absolutni konfiguraci latky (v tomto pripadé mé
rentgenova krystalografie navrch). Bohuzel NMR analyza prirodnich latek prinasi jisté
omezeni pro aplikaci této metody. Tou je nutnost dostateCné navazky pro reakci
derivatizované molekuly sidedlné jednou skupinou vhodnou pro acylaci. Nehledé na to,
ze produkt reakce jiz nemlize byt nasledné pouzit pro biologické testovani ani dalsi analyzu.
Derivatizaénich ¢inidel je celd fada, viz obrézek 12. Védecké skupina kolem Harryho Stone
Moshera pattila mezi pionyry vtéto oblasti. Vroce 1969 prezentovali své vysledky,3°
kde popsali chovani diastereomer ziskanych reakei sekundarnich alkohold/amint
s kazdym enantiomerem 2-methoxy-2-trifluormethylfenyloctové kyseliny (MTPA).31-34

o o/ CF; NHBoc
COOH COOH COOH
(R)-MPA (R-MTPA (R-BPG

N
_ox_-coo @[}

N
200 @

(R-9-AMA TBAA*

Obrazek 12 Strukturni vzorce vybranych chirdlnich derivatizacnich ¢cinidel. (R-MPA: (R)-2-methoxy-2-
fenyloctova kyselina, (R-MTPA: (R)-2-methoxy-2-(trifluormethyl)fenyloctova kyselina, (R)-BPG: (R)-N-Boc-
fenylglycin, (R-9-AMA: (R)-2-(9-anthryl)-2-methoxyoctova kyselina a *oznacuje jeden z atropoizomer(
TBBA, znamy jako 2-(2-trifluormethyl)-1H-benzo[dlimidazol-1-yl)benzoova kyselina3s

Pro nepfimou detekei enantiomertt pomoci nekovalentnich interakef je mozné pouzit chiralni
posunové ¢inidlo, které se pouziva pouze k urceni prebytku enantiomert. Jak ale nastinuji
nékteré védecka data,3¢ mlize tato metoda v urcitych pripadech vést az k identifikaci absolutni
konfigurace molekuly. Mezi nejéastéji pouzivand posunové ¢inidla patii komplexotvorné
lanthanoidova ¢inidla (LL.SR), ktera je potteba pridat k roztoku (titrace LSR dokud neni zjevné
oddélent signéld enantiomertl). Bohuzel paramagnetické vlastnosti LSR (obsahuji neparovy
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elektron) vedou k rozsitent signald, coz mize komplikovat interpretaci spekter. Jina situace
nastava s pouzitim Pirklova cinidla (2,2,2-trifluoro-1-(9-anthryl)ethanol), kterého
se pridavaji minimalné tfi ekvivalenty (nadbytek je nutny k dostate¢né solvataci molekuly)
a nerozsitfuje spektralni sirku signél.s2 37-39

F,CF,CF;C FsC
—0 . HO CF3
\ Eu ~ 0
[e) N _J-Eu
I
L -3 3
Eu(fod)s Eu(THO)3 PirklGv alkohol

Obrazek 13 Posunova cinidla: Eu(fod)s. tris(6,6,7,7,8,8,8-heptafluor-2,2-dimethyl-3,5-oktadionato)europity
komplex, Eu(THQC)s: tris[3-(trifluormethylhydroxymethylen)-kamforatoleuropity komplex a Pirklav alkohol:
(R)-2,2,2-trifluor-1-(9-anthryl)ethanol

Mezi dal$i nepfimé metody zjisténi enantiomerni distoty patii pouziti chirdlnich
rozpoustédel, prostfedi chirdlnich tekutych krystald*® ¢&i iontovych kapalin®. Tato
rozpoustédla nejsou deuterovand, proto je nutné pridat do kyvety malé mnozstvi deuterované
latky, aby bylo mozné naladit NMR spektrometr.

NH> OH OH

CF3

A B C

Obrazek 14 Priklady pouzivanych chirdlnich rozpoustédel. A: (5)-1-fenylethan-1-amin, B: (5)-1-fenylethanol,
C: (R-1-fenyl-2,2,2-trifluoroethanol

Cis/trans izomery a izomerie na dvojné vazbé

E/Z izomery jsou pomoci NMR spektroskopie vétSinou dobre rozlisitelné. Identifikace
je moznd zjisténim velikosti J-konstanty (Karplusova krivka vicindlnich interakef) a s pomoci
NOESY experimentu, at uz v jeho jednorozmérné nebo dvourozmérné formé. V ptipadé
urceni cis/trans izomerie substituce na polycyklickych molekuldch nebo c¢astecné
nenasycenych cyklech maze byt vysledek této analyzy zavadéjici, nebot na zminénych
chiralnich centrech dochézi vlivem konformace k deformaci vazebnych thld. Naptiklad kdyz
maji  substituenty  trans orientaci, pak sledované vodiky se nachazej
v pseudodiekvatorialnim usporadani, a tim paAdem vykazuji malou velikost skalarni interakce
a maji krospik v NOESY experimentu. Tyto argumenty pak mohou vést k mylnému urcent
cis-konfigurace, a¢ jsou ve vzajemném trans-usporadani.
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E-izomer Z-izomer trans-konfigurace cis-konfigurace

Obrazek 15 £/Z izomery na dvojné vazbé s odliSnou skalarni interakci a NOESY korelace. Pseudodiaxialni
usporadani substituentt na tetrahydropyridinu se skalarni interakci a pozorovana NOESY korelace'3

Konformacni izomerie

Tento druh izomerie se nachdzi ve strukturach, které na prvni pohled nemaji chirdlni
centrum, avsak kvili stericky objemnym substituentim dochaz{ k omezeni rotace kolem
nékteré z vazeb. Tranzitni stavy jednotlivych izomer maji mezi sebou vyssi energetickou
bariéru, kterd umoznuje rozeznat rotamery a atropoizomery v NMR spektrech. Stabilita
atropoizomert dokonce umoznuje ve velké vétsiné pripadi dané konformery izolovat.

Atropoizomery
Jedna se o specificky typ konformacni izomerie kolem osy, ktera vznikd omezenim rotace

kolem vazby (zejména ze sterickych d@vod). Projevuje se naptiklad u 2,6-disubstituovanych
diarylamint (klonidin, bosutinib), 2,6-disubstituovanych diaryletheri (vankomyecin,
tafenochin), 2,2',6,6'-tetrasubstituovanych bifenylt (sildenafil, valsartan), aj. Na prvni
pohled neskodna izomerie miize mit velky vliv na vyslednou biologickou aktivitu molekuly,
proto v dnesni dobé 1ékové autority povoluji registrace 1é¢iv s dostate¢né stabilnimi nebo
naopak rychle se preklapéjici atropoizomery za fyziologickych podminek v lidském téle.
Pro zjisténi této vlastnosti se vyuziva techniky dynamické NMR analyzy, ktera umoziuje
definovat aktivaéni energii pro prekonani energetické bariéry mezi dvéma a vice izomery
pomoci nalezeni teploty koalescence, kdy signaly mérenych izomer? pii zvysujic se teploté
splynou v jeden.42-46

* e &k * *k &
80°C M
Q OH
HO 60 °C o _/v\,_J}UL
_ P-s :'r. A

[N _ I'u:l\_ 5_0 Bcf"—'l'k M eIV I‘x..
e SR
|-
4.0

BUERY

3.5 30

Obrazek 16 Vliv teploty na uvolnéni rotace vazby Ar-CONR tropolonamidu. Z 'H NMR spektra v DMSO- a6
je patrné, ze signdly atropoizomeru se postupné sjednocuji a mezi 60/80 °C je dosazeno koalescence a rotace
prestava byt omezena (obrazek prevzat a upraven#+?)

1.1.2 Metody chiroptické analyzy
Jedné se druh spektroskopickych analyz, kterymi lze dokézat odlisit enantiomery, coz je dano
jejich vlastnosti, diky niz v roztoku staéeji rovinu polarizovaného svétla o urcity thel.
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Jsou zavedeny rGzné metody (polarimetrie, optickd rotaéni disperze, Ramanova
spektroskopie a cirkularni dichroismus) lisici se v technickém provedeni i vysledném
spektru. Dale budou popsany metody aplikované na izolované alkaloidy popisované v této
praci.

1.1.2.1 Polarimetrie

Polarimetrie je analytick4 metoda vyuzivajici staéeni polarizovaného svétla v roztoku mérené
chiralnf latky. Specifickd optické otécivost [a]z je vypoditdna z dobfe znamé rovnice (9),
kde T je teplota [°C]; A je pouZita vlnova délka 589,3 nm z D-linie sodikové vybojky;
a je namereny uhel otoceni polarizovaného svétla [°]; ¢ je udavana hmotnostni koncentrace
merené latky v roztoku [g/100 ml] a [ je délka kyvety [dm]:

T 100a
[a] =25

9)

cl

Kladn& hodnota [a]{ predstavuje pravotocivy opticky izomer (staci polarizované svétlo
po sméru hodinovych rucicek) a zaporna hodnota levotocivy (D a L stereodeskriptor
pouzivany v chemii aminokyselin a cukri nesouvisi s touto vlastnosti!). Je-li méren roztok
dvou opticky aktivnich latek, pak se hodnoty jejich optické otacivosti scitaji.

Nekteré latky, ac¢ jsou opticky aktivni, mohou vykazovat nulovou otacivost. Potom lze
uvazovat o pomeéru enantiomert ve vzorku 1 : 1.

Hodnotu specifické optické otacivosti je vzidy nutné uvadét s danou koncentraci roztoku
a s teplotni hodnotou, pri které bylo méfeni provadéno. Nebot na téchto tdajich je hodnota

[a]f z&visla. Samozrejmeé nejvetsi vliv na tuto veli¢inu ma hodnota vinové délky pouzitého

svétla. Obvykle se vsak pouziva A = 589,3 nm, proto tato specifikace méreni dané latky
25

uvadéna nenf a specificka optickd otacivost je uvadéna jako [a]?® nebo [aly .

1.1.2.2 Cirkularni dichroismus

V této analyze je pouzito polarizované svétlo s kruhovou modifikaci, které je absorbovano
mérenou latkou.

Projde-li paprsek tohoto svétla s urcitou vinovou délkou A roztokem chirdlni latky,
ve vysledném spektru je zaznamenano, kterd ze dvojice kruhové polarizovaného svétla
(pravoto¢ivé nebo levotolivé rotace uhlu zareni) byla absorbovana sledovanou latkou.
Interakce se projevi rozdilem hodnot absorbance levotocivého (A1) a pravotocivého (Ar)
kruhového elektromagnetického zaten{ v absorpénim pasu dané vinové délky (Rovnice (10)).
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Obrazek 17 (a) predstavuje linearné polarizované svétlo, (b) rozdéleni elektromagnetického vinéni na fazi
R a L béhem méreni CD spekter (pfevzato z knihy Comprehensive Chirality)48

Spektrum R- a S-enantiomeru mé tedy presné opacnou hodnotu rozdilu absorbanci AA,
potazmo hodnotu absorpéniho koeficientu Ae (vyjadiuje intenzitu absorpce svétla). Proto
ve struktute latky musi byt ptitomny chromofor, ktery splni podminku absorpce viditelného
svétla latkou. Tento strukturni fragment je také zodpovédny za barvu latky, kterd
u popisovanych alkaloidl byla nejéastéji nazloutld az hnéda.

AA=AL — Ar (10)

Rozdil absorbance se prevadi na absorp¢ni koeficient Ae pomoci vztahu (11) a (12),
kde e, a er jsou molarni absorpéni koeficienty (specifické pro danou A), ¢ molarni koncentrace
a [ znaci délku drahy svétla [cm].

AA=(eL — er) "¢ -l (11D
Ae =g, — er[dm-3mol-l-cm-!] (12)
CD spektrum jako takové pak zobrazuje zavislost Ae na vinové délce svétla A.

V této spektroskopii je téZ historicky zavedend hodnota molarni elipticity [6], prepocet
vychazi z hodnoty Ae dle rovnice (13).

[0] =3298,3 A (13)

Tato  analyza je  stéZejnim  dikazem  orientace  ethylenového  mistku
u 5,10b-ethylenfenanthridinového = strukturntho typu a odliSen{ strukturntho typu.
Kondenzované kruhy B/C jsou v dosud popsanych latkach tohoto typu identifikovany jako
trans-izomery (Obréazek 18). Kruhy napojené v cis-konfiguraci se potom nachazeji
u homolykorinové a lykoreninové strukturni skupiny, kterd vSak postrdda ethylenovy
mustek.#
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haemanthaminovy zatim nepopsana zatim nepopsana
typ konformace konformace

Obréazek 18 Mozné prostorové orientace ethylenového mustku a kruht B/C 5,10b-ethylenfenanthridinového
strukturniho typu

CD spektra maji oblast pozitivntho a negativntho maxima absorbovaného svétla
v charakteristickych oblastech:4°

o Haemanthaminovy typ: pozitivni maximum prfi 290 nm, negativnhi maximum
pri 240 nm.
o : pozitivni maximum v okoli 240 nm, negativni maximum pii 290 nm.
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1.2 Rostliny a jejich alkaloidy

Rostlinné alkaloidy jsou organické latky, které lze nalézt u zéastupcl vétSiny rostlinnych
Celedi. Tyto produkty sekundarntho metabolismu rostlin maji obvykle zésadity charakter.
Samozrejmé lze nalézt i alkaloidy neutrélni ¢i dokonce slabé kyselé. Téchto odlisnych
acidobazickych reakel se vyuziva mj. pti izolaci z rostlinného materialu.

Nejcastéji jsou tyto vétsinou vysoce biologicky aktivni slouceniny déleny dle biosyntetické
cesty vzniku:%0

o Pravé alkaloidy — obsahuji atom dusiku vazany v heterocyklickém fragmentu molekuly.
Vychozimi latkami jejich vzniku jsou rizné aminokyseliny:
v’ atropin, morfin, galantamin.
o Protoakaloidy — atom dusitku neni vazany v heterocyklu, a soucasné aminokyselina
je vychozi latkou biosyntézy:
v" kolchicin, paklitaxel, efedrin.
o Pseudoalkaloidy — atom dusiku je vazan v heterocyklu, avSak nevzniké z aminokyseliny:
v’ purinové alkaloidy — napt. kofein, theobromin, theofylin,
v' steroidni alkaloidy — napf. solanidin, veratridin,
v' derivaty piperidinu — napf. koniin, piperin.
o Peptidové alkaloidy.5!
o Polyaminové alkaloidy.52

Tato disertaéni prace se zabyvd NMR analyzou alkaloidi izolovanych z rostlin céeledi
Amaryllidaceae a Apocynaceae, které obohatily souc¢asnou medicinu o mnoho vyznamnych
lécivych latek. V klinické praxi se dnes vyuzivd galantaminu jako kompetitivniho,
reverzibilntho inhibitoru acetylcholinesterasy (AChE), jehoz podavani zlepSuje kvalitu Zivota
u pacientli s Alzheimerovou chorobou. I jeho dal$im G¢inkim je vénovana pozornost mnoha
vyzkumnych skupin.5?

Izolace prezentovanych alkaloidd probithala na Katedfe farmaceutické botaniky tymem
profesorky Cahlikové, jejichz vyzkum se sousttedi na problematiku Alzheimerovy choroby.
Vzhledem k tomuto zaméreni se dlouhodobé zabyvaji izolaci alkaloid@ z rliznych druht
zejména Celedi Amaryllidaceae jako naptiklad Nerine bowdenii W. Watson, Zephyranthes
robusta Baker, aj.

Pii hledani novych latek klécbé zminéného neurodegenerativniho onemocnéni byl
do predbéZzného screeningu biologickych aktivit zarazen extrakt z barvinku mensiho. Tento
extrakt prokazal inhibi¢ni{ vliv na butyrylcholinesterasu (BuChE), coz je jeden z klicovych
enzymd, jehoZ zménéné koncentrace v téle souvisi s onemocnénim Alzheimerovou
chorobou.® Proto se kolegové na spolupracujici katedre zamérili na izolaci jednotlivych
alkaloidt z tohoto rostlinného druhu.

Neékteré alkaloidy byly Uspé$né rozpoznany jiz MS analyzou a/nebo na zékladé jejich
fyzik&lné chemickych vlastnosti zjisténych pri izolaci. Do laboratore NMR byly nésledné

predany vzorky s predpokladanou strukturou, pokud byla uréena. U nékterych vzorkd byla
potvrzena predikovana struktura, avSak vétsi ¢ast obdrzenych vzorkld si zadala vétsi
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pozornost, nebot naméfend jednorozmérné spektra se neshodovala s referenénimi spektry
predikovanych molekul. Tato referencni data byla prevzata zliteratury nebo od diive
zjisténych latek v nasi laboratori s potvrzenou strukturou 2D NMR experimenty. Nésledné
bylo nutné tyto neznamé struktury molekul v obdrzenych vzorcich kompletné identifikovat
(viz Vysledky s komentarem), v idedlnim ptipadé urcit i absolutni konfiguraci.

Nésleduje kratky popis rostlin, ze kterych byly popisované vzorky izolovany: Narcissus
pseudonarcissus var. Carlton, Zephyranthes citrina Baker a Vinca minor L. Také budou
predstaveny nekteré, z jiz publikovanych struktur alkaloid( izolovanych z téchto rostlin nebo
z jejich rodu.
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1.2.1 Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton

Jednodé€lozné rostliny rodu Narcissus L. jsou pravdépodobné nejznaméjSim rodem deledi
Amaryllidaceae. Rostlinné druhy tohoto rodu se snadno kiizi, ¢ehoz se vyuziva k produkei
kultivar pro okrasné ucely. Prirozenym mistem vyskytu narcisu je Evropa.5* Nékteré
z kultivar( jsou vyuzivany i pro komercni ziskavani galantaminu, coz je prave priklad variety
Carlton. Slozitd a ndkladné priprava (—)-galantaminu®5-6! syntetickou cestou je divodem,
proc¢ jsou stale hledany rostliny s vysokym obsahem tohoto alkaloidu. Cena zptisobu jeho
ziskavani z rostlinného materialu je také vysoka (40 000 USD/kg jak uvadi Mucke®2), proto
se mnoho vyzkumnik{ soustredi na vyvoj riznych metod ziskavani této 1é¢ivé latky. Vyzkum
Ferdausi a spol.®3 dokonce popisuje ziskavani galantaminu z in vitro tkanové kultury narcisu
této variety. Tato metoda ovSem vede k mnohem nizsimu zisku galantaminu oproti klasické
metodé péstovani v ptide.

Obrazek 19 Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton - kvét (pfevzato z internetového zdroje)64

Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton (Narcis velkokorunny Carlton) je charakteristicky
svym velkym kvétem i cibuli, kter4 je vétsi nez u ptibuznych druhti a je bohatsi na alkaloidni
latky, které se strukturné lis{ a Ize je délit do nékolika skupin. Jejich biosyntéza je velmi dobt'e
popséna ve velkém mnozstvi praci z 60.—70. let. Aminokyseliny L-fenylalanin a L-tyrosin
jsou prekurzory popisovanych alkaloidd. Specifické rostlinné enzymy je modifikuji za vzniku
derivatl norbelladinu. Tento protoalkaloid je vychozi slouceninou kaskady enzymatickych
reakei biosyntézy Amaryllidaceae alkaloidl (AA). Na nasledujicich obrazcich jsou zobrazeny
strukturni typy alkaloidd izolovanych zrodu Narcissus L. sbarevné odliSenymi
modifikacemi ve strukturdch jednotlivych skupin. Ty jsou rozdéleny podle strukturalnich
podobnosti do 12 strukturnich skupin AA podle Berkova a spol.,% ktefi jich dohromady
prezentuji 18, ale ne vSechny byly izolovany ptimo z rodu Narcissus.5¢
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Lykorinovy strukturni typ je specificky nenasycenym fenanthridinovym skeletem, na ktery
je v pozici [3a,6] pripojen ethylenovy mustek (Obrazek 20). Jedna se o nejpocetnéjsi skupinu
AA. Podle Berkova a spol.®> je znamo 119 latek tohoto typu, avSak u nékterych lze
polemizovat, zda se nejedna spiSe o izola¢ni artefakty. Jelikoz jsou AA dlouhodobé studovany,
byly u alkaloidl této skupiny testovany nejriznéjsi potencialni biologické aktivity.6”

X
4
5 \O
R]

N
R2
R' = OH, R? + R? = CH; lykorin - .
R' = H, R2 + R3 = CH, karanin R1= R 2= H assoanin -
R' = OH, R? = CH3, R* = OH pseudolykorin R" + R =0 oxoassoanin
R' = H, R? = R® = CH; pluviin
R! = OCHs, R? = CH3, R3 = CH3 galantin
(6] (6]
\O (T ~
R'O,, «0 ),,,
, MY \O .
<O WY \ <0 K
0 N o N
RZ
R' =R? = H 3-O-methylnarcissidin nartazin

R' = COCH3, R? = H 1-0-acetyl-3- O-methylnarcissidin
R' = COCHs, R? = O 1-0-acetyl-3-O-methyl-6-oxonarcissidin

Obrazek 20 Lykorinovy strukturni typ Amaryllidaceae alkaloid(66, 68-70

Skupina haemanthaminovych alkaloidd mé podobny strukturni zaklad, avsak ethylenovy
mistek je napojen v pozici [5,10b] fenanthridinového fragmentu, viz obrazek 21.

\\\OY

R' = OH, R? = R3 = H, R* + R® = CH, vittatin kantabricin
R' = OH, R? = OH, R® = H, R* + R> = CH,  11-hydroxyvittatin

R' = OCH3, R? = OH, R3 = H, R* + R® = CH, haemanthamin

R! = OCH3, R? = R3 = H, R* = R® = CH; papyramin

R' = OH, R? = R® = H, R* = R* = CHj3 maritidin

Obrazek 21 Haemanthaminovy strukturni typ izolovany z rodu Narcissus L.66, 71

Homolykorinovy/lykoreninovy skelet (Obrazek 22) obsahuje isochromen kondenzovany
s Caste¢né€ nebo Uplné nasycenym indolovym fragmentem. Tyto latky byly podrobeny
mnohym biologickym testim jako napiiklad pro cytotoxické a vasodilata¢ni uéinky
¢i antimykotickou aktivitu. Hippeastrin dokonce G¢inné inhiboval v populaci hojné rozsiteny
vir Herpex simplex typu 1 (HSV-1).67
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R! = CH3, R =R3=H, R* = R® = CH; homolykorin narseronin
R! = CH3, R =R3=H, R* = CH;3, R> = H 9-0-demethylhomolykorin

R' = CH;, R = R3*=H, R* + R® = CH;, masonin

R' = CH3, R? = OH, R3 = H, R* + R® = CH, hippeastrin

R' =R?>=R3=H,R* + R = CH, normasonin

=
I

H, R? = OH, R® + R* = CH, odulin
= H, R? = OH, R3 = CH3, R* = CH3; lykorenin
R' = H, R? = OH, R® = CH3, R* = CH3 O-methyllykorenin

=
[

Obrazek 22 Homolykorinovy (nahofe) a lykoreninovy (dole) strukturni typ Amaryllidaceae alkaloid(ss. 69.72,73

Caste¢né nasyceny fenanthridin je také soucasti struktur narciklasinového typu
(Obrazek 23). U téchto alkaloidi byla zkouména predev§im cytotoxickd aktivita
(pankratistatin, ktery neni zobrazen, nebot nebyla popsdna izolace z rodu Narcissus, byl
zatazen do preklinického hodnoceni 1éCiv). Trisphaeridin pak prokazal vyznamnou
antiretroviralni aktivitu.6”

<O OO
o) NH <O _N

OH O
narciklasin narciprimin trisphaeridin

Obrazek 23 Narciklasinovy strukturni typ Amaryllidaceae alkaloidt izolovanych z rodu Narcissus L.53. 74

Galantindolovy strukturn{ typ je charakteristicky 7-arylindolovym skeletem (Obrazek 24).
U téchto latek byla popséna atropoizomerie bisarylového uskupeni.”> De Andrade a spol.”®
uvadi ve své praci moznost, Zetento strukturni typ je artefaktem vznikajicim
z homolykorinovych alkaloidl pri izolaci.
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—N —N

O /O O
< 0
0 o

H

OH

galantindol tetrahydromasonin lykosinin B
Obrazek 24 Alkaloidy galantindolového strukturniho typu izolované z rodu Narcissus L.53.72,73

Skupina pretazettinovych alkaloidd mé& spolecny 2-benzopyrano[3,4-clindolovy skelet
(Obréazek 25). Predpoklada se, Ze poloacetalovd skupina pretazettinu poskytuje vramci
pH-dependentni izolace intramolekularni presmyk za vzniku tazettinu, ktery je pak mozné
priizolaci ziskat v mnohem vét$im mnozstvi nez pretazettin.”

R' = OH, R? = H pretazettin R' = OCHj, R? = H tazettin
R'+R2=0 3-epimakronin R' = H, R? = OCH; kriwellin

Obrazek 25 Pretazettinovy strukturni typ izolovany z rodu Narcissus L.66. 68

Plikaminovy typ je slozen z fragmentu ¢aste¢né nasyceného indolo[3,3a-cJizochinolinu, jenz
je substituovany 4-hydroxyfenylethylem, jak je patrné z obrazku 26. Tato skupina spolu
se sekoplikaminovym typem obsahuje v molekule dva dustkové atomy, coz je u AA vysoce
neobvyklé.

oblikvin

plikamin
OH

Obrazek 26 Plikaminovy strukturni typ izolovany z rodu Narcissus L.76

Sekoplikaminovd skupina ¢itd pouhych osm alkaloidi, znichz Sest bylo izolovano
z rodu Narcissus a Zephyranthes (Obrazek 27). Vyznacuje se spirocyklem, coZ je pro AA
velice atypické strukturni usporadani.6s

40



Uvod

R'=H, RZ = 0, R? = isopentyl zephykarinatin B

sekoplikamin R'= CHO, R? = H, R3 = isopentyl zephykarinatin H
oH R'=H, R? = O, R3 = fenylethyl zephygranditin D

R'= CHO, R? = H, R? = 4-hydroxyfenylethyl zephygranditin E

R'= CHO, R? = H, R3 = CH; zephygranditin F

Obrazek 27 Sekoplikaminovy typ izolovany z rodu Narcissus L. a Zephyranthes (Cislovani prevzato)7¢

Dibenzo[b,e]azepinovy skelet je charakteristicky pro montaninovou skupinu, kterd patii
k minoritnim AA (Obrazek 28). Cedrén a spol.”” ve svém ¢lanku popisuji intramolekularni
presmyk haemanthaminu a haemanthidinu na latky montaninového typu za pouziti SOCl»
v DCM za refluxu.

R' = RZ = OH, R3® = R* = H pankracin
R! = RZ = H, R3 = R* = OH nangustin

Obrazek 28 Alkaloidy montaninového typu, které byly izolovany z rodu Narcissus (Cislovani prevzato)6s. 78

TaktéZ polykondenzovanéd struktura galantaminovych derivatd se vymyka béznym
strukturnim typtim AA (Obrazek 29, Obréazek 30). Benzo[2,3]benzofuro[4,3-cd]azepinovy
skelet je na prvnf pohled velice strukturné podobny derivatim morfinanu (morfin, kodein).
V literatute Ize skute¢né nalézt ¢lanky popisujici totalni syntézu téchto alkaloidd vychazejict
ze stejné vychozi latky.5% €0 Obréazek 29 predstavuje zminénou strukturni podobnost.

| methylenovy mustek |

kodein galantamin

Obrazek 29 Porovnani struktur kodeinu a galantaminu: cervené oznacené jsou strukturni rozdily téchto
|écivych latek a modfe oznaceny je O-methylovany spolecny opioidni farmakofor

Opioidni farmakofor v podobé 3-hydroxyfenylpropylaminu pfinasi i1 galantaminu
analgetické”® az anestetické u¢inky. Prvné dokumentované pouziti (1955) jako reverzibilntho
inhibitoru neuromuskularni blokady navozené latkami podobnymi tubokurarinu bylo
publikovano ruskym védcem Mashkovskiim (galantamin byl poprvé izolovan v Rusku
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z Galanthus woronowti). Vzhledem k tomu, Ze na po¢atku byl galantamin pouZzivan zejména
v zemich Ruské federace, nenf mozno nalézt mnoho dat z klinickych studii.8® V nasledujicich
letech byla u galantaminu prokazana inhibice AChE, méné BuChE a alosterickd modulace
nikotinovych receptor.s!

R' =OH,RZ=R3 = H7 norgalantamin R! = OH, RZ = H, R3 = CH3, R*= H lykoranin C

R' = OH, R? = H, R?® = COCH3 narcisin R! = OH,R2 =R3 = H,R* = CH;  epinorlykoramin
R' + R2 = 0,R? =R3 = CH3 narwedin R' = H, R2 = OH, R} = R* = CH;  lykoramin

R' =H,R? = OH,R® = CH;  epigalantamin R! + R2 = 0, R3 = R* = CH3 lykoraminon
R'=H,RZ=0OH,R3=H epinorgalantamin

Obréazek 30 Galantaminovy strukturni typ alkaloidl izolovanych z rodu Narcissusb6. 72, 82

Skeleciovy strukturni typ (Obrézek 31), vyznacujici se Gplné nebo ¢éastecné nasycenym
indolovym kruhem substituovanym v pozici 3a fenylem, nepatti mezi typické AA (izolovano
pouze z Narcissus triandrus 1.83). Poprvé byly ziskdny tyto alkaloidy z rostliny Sceletium
tortuosum, vniZz jsou obsazeny ve vyS$i koncentraci nez ve zminéné rostliné celedi
Amaryllidaceae. Susenim nebo fermentaci nadzemni ¢asti této sukulentni rostliny se ziskava
kana, ktera obsahuje zejména mesembrin a mesembrenon. Jihoafrické tradiéni medicina
ji vyuzivé jako mirné analgetikum a modulator nalady. Proto byly u alkaloidd tohoto typu
testovany zejména biologické aktivity spojené s patologii deprese. Prokazalo se,
ze mesembrin, mesembrenon a mesembrenol inhibuji zpétné vychytavani serotoninu
v nanomolarnich koncentracich, coz je srovnatelné stcinky fluoxetinu, tedy Kklinicky
podavéavaného selektivniho inhibitoru zpétného vychytavani serotoninu (SSRI). Soucasné
byla u latek testovana inhibice fosfodiesterazy-4 (PDE4), kterdA u mesembrenonu méla
hodnotu 0,47 pmol.l-! v porovnéni s 0,13 pumol.l-! u preklinicky testovaného rolipramu
(bohuZel méa nizké terapeutické okno, nebot sejiz v nizkych davkéach vyskytuji zadvazné
vedlej$i emetické ucinky, proto jeho testovani bylo zastaveno®*). Komer¢ni trh nabizi
standardizovany extrakt ziskany ze Sceletium tortuosum Zembrin®, ktery byl také podroben
testovani na nékolika dobrovolnicich.s?

mesembrin

H mesembrenon 7,7a-dehydromesembrenon
= 0 2-oxomesembrenon

Obrazek 31 Alkaloidy skeleciového typu izolované z rostliny Narcissus triandrus L.83
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Heterodimerni alkaloidy obsahuji substrukturalni fragment galantaminového typu a lisf se
substituci na dustkovém atomu azepinového kruhu (Obrazek 32). V molekule narcikachninu,
narcimatulinu a narcipavlinu je navazan fragment galantindolové skupiny a v pripadé
pallidiflorinu se jedné o substituci fragmentem skeleciového typu.

P4

narcikachnin

narcipavlin
narcimatulin

pallidiflorin

Obréazek 32 Heterodimerni strukturni typy alkaloidl izolovanych z rodu Narcissus L.72, 73,86
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1.2.2Zephyranthes citrina Baker

Obrazek 33 Zephyranthes citrina Baker (prevzato z internetového zdroje)s87. 88

Cibulovina taktéz z ¢eledi Amaryllidaceae, pivodem z Yucatdnu a Kuby, je v sou¢asné dobé
hojné péstovand v mirném i tropickém podnebném pasu pro svijj jemny a zarivy vzhled.
Dobre prospivd na vlhkém stanovisti a kvést zaé¢ind po prvnich jarnich destivych dnech.
Kvete drobnym jasné zlutym kvétem. Kizolaci alkaloidl z rostlin této Celedi se nejcastéji
pouziva Cerstva cibule. Jak vSak popisuje Herrera ve své pracis?, pro ucel jejich fytochemické
analyzy byla pouzita celd rostlina o hmotnosti suché drogy pouhych 193 g. Bylo izolovano
osm alkaloidd, z nichzjeden (oxomaritidin) byl izolovan poprvé z prirodniho zdroje. Obrazky
34 a 35 predstavuji alkaloidy ziskané v této praci.

OR!
HO/,,J 2 s
R20 11 1) 3a
NS
11a 4
3 9 7 N6 5
R°0 s 3
R' =H,RZ + R} = CH, lykorin narcissidin

R' = CH3, R? = CH3, R? = CH3 galantin
Obrazek 34 Drive izolované alkaloidy lykorinového typu ze Zephyranthes citrina Baker8?. 90

Z rodu Zephyranthes jiz v8ak byla ziskana celd rada alkaloidd lykorinového (Obrazek 20,
Obréazek 34), haemanthaminového (Obrazek 21, Obrazek 35), homolykorinového
(Obrazek 22), narciklasinového (Obrazek 23), plikaminového (Obrazek 26),
sekoplikaminového (Obrazek 27), galantaminového (Obrazek 30), krininového (Obrazek
36), isminového (Obrazek 37) azephykandidin A (Obréazek 38, detekovan jen na MS,
izolovat se jej nepodarilo).

Izolace oxomaritidinu z extraktu zaujala kolegy na spolupracujicim pracovisti Katedry
botaniky. Pripravili vlastni souhrnny alkaloidni extrakt ztéto rostliny, u kterého byly
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nasledné testovany inhibi¢ni aktivity AChE a BuChE. Extrakt vykazoval zadouci inhibici,
proto bylo zapocato hlub$i zkoumdani obsahovych latek. Fytochemickd analyza byla
uskutecnéna z mnozstvi 35 kg Cerstvé cibule (v této rostlinné ¢asti jsou alkaloidy zastoupeny
nejhojnéji). Identifikace vybranych izolovanych alkaloidd bude diskutovéana v ¢asti Vysledky
s komentarem.

R'+R2=0,R3=H,R*=R>=CH;,Ré = H oxomaritidin
R'=0OH,R?=R3=H,R*=R>=CH;,R = H maritidin

R' = OCH3, R? = R3 = H, R* + R® = CHj, R® = OH haemanthamin

R' = OCHs, R? = H, R® = OH, R* + R®> = CH,, R® = OH haemanthidin (C6-epimery)
R'=0H,R?>=R3>=H,R*+R>=CH,, R® = H vittatin

Obrazek 35 Drive izolované alkaloidy haemanthaminového typu ze Zephyranthes citrina Baker8d, 90

Krininovy typ (Obrazek 36) se strukturné lisi od haemanthaminového orientaci
ethylenového miistku na fenanthridinovém skeletu.

(0]
(0)
(0] W
< "
0 N
(0]

™\ tubispacin
R' = OH,R?> =R3 =R*=H,R> = OCH3,R® = H powellin

R' =H,R% = OCH3, R3 =R*=R5 = H, R® = OH hippeastidin

R' = H, R? = OCH3, R® = OH,R*=R> = H,R® = OH  6a-hydroxyhippeastidin

R' = H, R = OCHjs, R3 = H, R* = OH, R® = H, R® = OH 6/-hydroxyhippeastidin

R' =H,R%=0CH3,R3=0H,R*=R*=R6 = H 10-deoxy-6a-hydrohippeastidin

Obrazek 36 Alkaloidy krininového strukturniho typu izolované z jinych druht rodu Zephyranthes

U isminového strukturniho typu (Obréazek 37) byla prokazana omezené rotace kovalentni
vazby spojujici bisarylové uskupeni.6

zephykandidine Il

Obrazek 37 Zephykandidine Ill jako isminovy strukturni typ izolovany z rodu Zephyranthesss
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Imidazo[1,2-f]fenanthridinovy skelet zephykandidinu A je unikatnim strukturnim typem
(Obrazek 38). Tato molekula byla poprvé publikovana v roce 2006 jako produkt one-pot
syntézy.®! Teprve o deset let pozdéji byla latka izolovana z rostliny Zephyranthes candida
Lindl,, ¢imz byla potvrzena existence tohoto sekundarntho metabolitu jako produktu
rostlinné biosyntézy.%2

zephykandidine A

Obrazek 38 Molekula zephykandidinu A izolovaného ze Zephyranthes candida Lindl.%0. 92
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1.2.3 Vinca minor L.

= ;
Fortéa snssvcr, ars

Obrazek 39 Nakres9 a fotografie%4 Vinca minorL. (pfevzato z internetového zdroje)

Tato rostlina je zndmé pod ndzvem barvinek mensi nebo také bréal mensi. Domovinou mu
je oblast Evropy. Jedn4 se o stalezelenou plidokryvnou vytrvalou rostlinu. Je-li rostlina hojné
zasttihovana, miZe s oporou vytvorit ket do vysky jednoho metru. Bohaté kvete fialovym
kvétem od pozdniho jara az do 1éta, jde tedy o vyhledavanou okrasnou rostlinu. V tradi¢ni
mediciné je nat pouzivana pro své vasodilatacni Géinky zejména v oblasti cévniho zasobeni
mozku, kde se soucasné vyuziva i podptrného vlivu na metabolismus neuront.®> Gruji¢
a spol.%¢ zkoumali také antimikrobialn{ G¢inky a antifungalni Gc¢inky riznych ¢asti extraktu
ziskaného z Vinca minor (soucasné byl sledovan vliv mista sbéru extraktu).

Jedné se zejména o tcinky alkaloidu vinkaminu, ktery je v rostlin€ nejvice zastoupen. Jeho
derivatem (dehydratace a transesterifikace) je vinpocetin, jehoZz neuroprotektivni ucéinky
s Uspéchem vyuzivd soucasné klinickd medicina u cerebrovaskuldrnich onemocnéni
(v Ceské republice je sou¢asné na trhu Vinpocetin Covex® a Cavinton®).%7

vinkamin vinpocetin
Obrazek 40 Prirodni vinkamin a jeho synteticky derivat vinpocetin

Avsak uplné prvni takzvané vinka alkaloidy (indolovy skelet; terpenové biosynteticka cesta)
byly izolovany v padesatych letech 19. stoleti z barvinkovce rzového (Catharanthus roseus
L., synonymum Vinca rosea L.), ktery patii do stejné Celedi jako V. minor L. Rozsitené
pouzivani této rostliny vradmeci tradiéni ¢inské a &jurvédské mediciny bylo inspiraci
pro fytochemicky rozbor této rostliny. Vzhledem ktomu, Ze rostlina byla pouzivdna
jako hypoglykemikum a antimalarikum, byly ziskané latky testovany na kralicich, kterym
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byla sledovana hladinu cukru v krvi. Nejenze nedoslo k ocekdvanym zménadm glykémie,
ale u testovanych zvirat se zaCala projevovat septikémie. Priinou tohoto stavu byla
identifikovana leukopenie po podani vinka alkaloid@. Diky tomuto pokusu byly postupné
objeveny dimern{ (bisindolové) slouceniny vinblastin a vinkristin, dnes klinicky poddvana
lé¢iva v onkologii. Vinka alkaloidy byly podrobeny riiznym strukturnim obméndm.
Napriklad derivaty vinorelbin, vindesin a vinflunin prosly Gspésné sérif klinickych hodnocent
avsoucasnosti patii mezi dobfe zndmd chemoterapeutika. Mechanismem uéinku zde
jmenovanych alkaloiddl je inhibice funkce mikrotubulu a nasledné ztrdta moznosti mitézy
pro buriku.%. 99

Ovsem barvinek mensi neni ptili§ bohaty na bisindolové alkaloidy (Obrazek 49) v porovnéni
s barvinkovcem rzovym.190 Z V. minor byla izolované fada alkaloidd, v literature je uvadéno
vice jak 50 latek,190 avSak toto ¢islo bude pravdépodobné vyssi, nebot tato rostlina byla
predmétem fytochemickych analyz uz od padesatych let. Vinkamin byl prvnim popsanym
alkaloidem z této rostliny.19! Na nasledujicich radcich budou predstaveny pouze nékteré
strukturni typy zejména pak ty, které byly v této praci identifikovany. Charakteristickym
znakem je indolové nebo indolinové jadro kondenzované s polycyklickym uskupenim. Velice
nepifjemnou soucésti celé problematiky vinka alkaloidQ je desitky let zazité cislovani
struktury podle biogeneze. Toto ¢islovani nerespektuje smérnice IUPAC a velmi znesnadriuje
orientaci v uz tak strukturné velmi slozitych latkach. Na molekule eburnamoninu je tento
problém vyobrazen (Obrazek 41). Dal$im zadrhelem reSerSni prace tykajici se téchto
alkaloid? je casté zdvojeni nebo dokonce ztrojeni ndzvu pro totoznou molekulu (v pripadé
eburnamoninu je to vinkamon a vinburnin), pak také nékteré prace uvadi réizné konfigurace
pod jednim nazvem. Toto je jen stru¢ny vycet problematiky vinka alkaloid?.

Obrazek 41 Srovnani Cislovani struktury eburnamoninu: cervené ocislované dle biogeneze historicky zazité
(existuji i jiné verze), modre ocislované dle IUPAC!02

Domnivam se, Ze v soucasné dobé jiz bohuzel neni mozné zjednat napravu a precislovat
vSechny izolované alkaloidy této celedi podle nélezitosti IUPAC systému. Zasadni problém
by se vyskytl u latek, jejichz nézev byl vytvoren od strukturné blizkého alkaloidu s vyjadrenim
lokantu modifikace. Napriklad pro 14-epivinkamin by takové ¢islovani vychazelo na pozici
C12 a nazev by pak byl 12-epivinkamin. Proto v této praci je uvedeno ¢éislovani odvijejici se
od jiz pouzitych pro rézné strukturni typy vinka alkaloidt (Vysledky s komentarem).

Eburnanova skupina ma pentacyklicky indolo[3,2,1-de]pyrido[3,2,1-77][1,5]naftyridinovy
skelet (Obrazek 41, Obrazek 42). Patii mezi nejzastoupenéjsi alkaloidy v barvinku mensim.
U téchto alkaloidli byla zkouména celé rfada biologickych uéinkd. Jak jiz bylo vy$e zminéno,
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vinkamin, jehoz koncentrace v této rostliné jsou nejvyssi zvinka alkaloid, dal za vznik
polosyntetickému derivatu vinpocetinu, ktery je registrovanou léc¢ivou latkou.

R3 R2 i]
R' = COOCH3, R2 = OH,R3 =R* = H vinkamin apovinkamin
R' = CH,0OH,R? = OH,R3 =R*=H vinkaminol
R! = CH,0H, RZ=H,R3=R*=H deoxyvinkaminol
R' = OH, R = COOCH3, R =R* = H 14-epivinkamin
R' = COOCH3, R? = OH, R3 = H, R* = OCH3 9-methoxyvinkamin
R'=0H,R® =H,R®=R*=H eburnamin
R"+R2=0,R3=R*=H eburnamonin/vinkamon
RZ+ R3=0,R3=OCH;, R* = H 11-methoxyeburnamonin

Obrazek 42 Vinka alkaloidy eburnamoninového typu izolované z Vinca minor L.9: 95, 103-106

Na molekule 16-methoxyvinkadifforminu (Obrazek 43) je predstaven problém c¢islovani
v aspidosperminové skuping alkaloidd. Cislovani dle IUPAC by vtomto pifpadé bylo
problematické vzhledem k pozici dvojné vazby, kterd miize byt soucasti indolového
fragmentu nebo byt vkonjugaci sesterovou skupinou vramci e,f-nenasyceného
methylesteru ¢i je nahrazena jednoduchou vazbou (zobrazeno cervené na molekulach
alkaloid® aspidosperminové skupiny, viz obrazek 44).

Obrazek 43 Porovnani ¢islovani na molekule 16-methoxyvinkadifforminu casto pouzivané!o? oznacené
Cervené, zelené je zobrazeno Cdislovani pouzité v praci Farahanikia a spol.95 (ve zminéné publikaci
je predstaveno na molekulach minovinu, minovincinu a vinkaminu)

1,2-dehydroaspidospermidin

R' = COCH3,RZ=R3=H minovincin

R' = CHOHCH3, R2=R3=H minovincinin N H
R! = CHOHCH3;, R?= H, R3 = OCHj3 16-methoxyminovincinin (

R' = COCH3, R?= H, R} = OCH3;  minoricein Iy,

R! = CH,CH3, RZ=R3=H vinkadifformin

R! = CH,CH3, R2 = CH3, R3=H  minovin N

\ N-methylaspidospermidin

Obrazek 44 Dalsi vinka alkaloidy aspidosperminového typu izolované z Vinca minor L.9: 95,108,109
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Kebra¢aminovy typ je dalsi skupinou téchto indolovych alkaloid (Obrazek 45). Nékteri
autori tyto alkaloidy uvadi jako soucast aspidosperminového strukturniho typu (Tan
a spol.119). Jejich syntéze se v 70. letech vénoval Kutney a spol.111, ktery uvedl vinkaminorein
a vinkaminorin jako C3-epimery, avSak jak se postupné ukazalo, jejich skutecna
C3 konfigurace je opacna (totalni syntéza vinkaminorinu, kterou uvadi Tan a spol.}10).
Naopak Farahanikia® ve své praci tyto alkaloidy uvadi se spravnou konfiguraci, ale pouzivé
velice zvlastni ¢islovani struktury (pravdépodobné pro ilustraci strukturni podobnosti
s predchozim typem, ktery také popisuje ve svém ¢lanku). Sporné vyjadiovani at uz relativni,
nebo absolutni konfigurace provazi témér vsechny alkaloidy izolované z této rostliny.

R' = COOCHj3, R? = H, R3 = CH; vinkaminorein

R! = H, R? = COOCHj3, R3 = CH3 vinkaminorin

R' = H, R? = COOCH3, R®=H  vinkadin
RI=RZ=R3=H kebracamin

R' = R?2 = H, R3 = CH; N-methylkebracamin

Obrazek 45 Kebracaminovy strukturni typ identifikovany ve Vinca minor .95 108,112

Vroce 1967 byl otistén ¢lanek, kde Mokry a spol.l% zminuji izolaci nového alkaloidu
s ndzvem vinoxin, jehoZz struktura se zasadné lisf od dosud popsanych vinka alkaloidd.
Na zékladé¢ UV analyzy bylo identifikovdno indolové jadro, podle IC dat predpovédéli
esterovou skupinu a disubstituované benzenové jadro. Mylili se pouze v absenci volného
hydroxylu. Pivodné byl vinoxin uvadén jako (R,S,S)-izomer!!? a v souc¢asnosti je povazovan
za (S,S,S)-izomer na zakladé srovnani CD spekter s pentacyklickym analogem
pleiokarpaminem (strukturni typ C-mavakurinovy), jehoz konfigurace byla ovérena totalni
syntézou.!1# Jiz Proksa ve své préci z roku 199119 také prezentuje spravnou konfiguraci
vinoxinu, avSak bez jakékoli zminky o prehodnoceni konfigurace z Votického préce.l13
Plivodné navrhovany diastereomer byl pojmenovan 16-epivinoxin (opét je na obrazku 46
aplikovano biogenetické ¢islovani).

plvodné navrhovanda revidovana konfigurace pleiokarpamin
konfigurace vinoxinu

nyni 16-epivinoxin

Obrazek 46 Molekula vinoxinu a revidovana konfigurace na zakladé srovnani s pleiokarpaminem114
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Indolochinolizidin, ktery je jeSté propojeny methylenovym mistkem, se skryva
v akuammilinovém skeletu (Obréazek 47). Druhé strukturni varianta, ktera se vyskytuje
u vinkoranového subtypu je pyrrolo[1,3-abJazepin. Tento substrukturlni fragment se ¢asto
nachdz{ u bisindolovych heterodimernich vinka alkaloidd (zde uv&dény vinkarubin,
obrazek 49). Dohromady ¢itd akuammilinovd skupina vice jak 60 monoterpenickych
alkaloidd izolovanych z celedi Apocynaceae, na jejichZz komplikované struktute pracoval
v 70. letech Dolby a spol.11% 116 Na tento vyzkum navézala Bennasar!!” v roce 1988 a dalsi
prace tykajici se téchto alkaloidd se zacaly objevovat az v poslednich 20 letech.118-123

N
N

R' = CH,0COCH3; akuammilin pikrinin R'=H 1-norvinkorin
R' = H, R? = OCH3 10-methoxyvinkamidin R! = CH3 vinkorin
R' = H, R? = OH 10-hydroxykathofolin

Obrazek 47 Dalsi vinka alkaloidy akuammilinového typu izolované z barvinku mensiho.9 105. 124 Znazornéno
je odlisné propojeni kruhtt N4-C2 a N4-C3 dle Adamse a spol.125

Prehledova prace Eckermanna a Gaichové!26 uvadi zajimavou analogii s adamantanem,
viz obrazek 48. Také uvadi vani¢kovou konformaci chinolizidinového fragmentu jako
pravdépodobny divod, pro¢ nebyla molekula striktaminu (syn. vinkamidin) dlouho
pripravena totalni syntézou, ackoli testované biologické aktivity té€chto latek jsou vice nez
zajimavé. Nabiz{ se 1 homologie s tricyklickym aminem amantadinem, 1é¢ivem majici Siroké
spektrum aplikaci podle mechanismu G¢inku: od inhibice proteinu M (zabrani odplastént
virionu) chripkového viru typu A, pres antagonistické uc¢inky na glutaméatovych NMDA
receptorech (1é¢ba patologického extrapyramidového syndromu Parkinsonovy choroby,
ktery muize byt i 1ékové navozen nékterymi neuroleptiky) az po zmirnéni inavovych ptiznaki
roztrousené sklerdzy (tato indikace je zatim mimo rdmec schvéleného registrovaného poutiti,
v roce 2019 byla publikovéna prace ze treti faze klinického testovani pro tuto indikacil??).
Dle SUKL je vsoucasné dob&¢ na trhu hydrochlorid amantadinu (Viregyt-K®) a jako
amantadin-sulfat (PK-Merz®).

N -o @ Q

striktamin methylenchinolizidin adamantan amantadin

Obréazek 48 Na struktufe striktaminu je demonstrovdn modrou a riZovou barvou chinolizidinovy bicyklus,
ktery ve spojeni s methylenovym mustkem mulzZe byt vniman jako dusikovy analogon adamantanu’26
nebo homologon adamantinu (oznaceny )
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Toto kratké predstaveni vinka alkaloid® uzavird cytotoxicky vinkarubin, ktery byl izolovan
identifikovan Proksou a spol.128 129 Skute¢ny obdiv je nutno vyjadrit k jejich préci, nebot
dokézali navrhnout strukturu se sumarnim vzorcem CasHsoN4+Og (M; = 718.9) tehdejsimi
prostredky, kdy méli k dispozici Bruker AM 300 pro méreni NMR spekter, jehoz senzitivita
je v porovnani s nasimi instrumenty 2,2—2,8krat nizsi. Jedinou vytkou miZe byt vinkarubin
prezentovany v novejSim ¢lanku,128 kde jisté nedopatienim doslo k posunu ethylové skupiny
11-methoxy-1-methylvinkadifforminového fragmentu z pozice C20' na pozici C16'.

V dimerni molekule vinkarubinu lze nalézt modifikovany fragment 1-norvinkorinu, jehoz
soucasti je 2,3-dihydroindol-5-on a 11-methoxy-1-methylvinkadifformin, jak uvadi
Proksal?® (v literatufe lze pro stejnou Kkonstituci jakou mé& zde 11-methoxy-1-
methylvinkadifforminovy fragment nalézt alkaloid s ndzvem N-methylervincein,!3° nebo
byla také tato latka popsédna jako jeden zmeziproduktli béhem piipravy vindolinulsl).
Strukturné podobnou latkou je flexikorin izolovany =zrostliny Rauwolfia reflexa
(Apocynaceae).132

vinkarubin

Obrazek 49 Vinkarubin, zatim jediny publikovany bisindolovy alkaloid izolovany z Vinca minor L. (Cervené:
fragment 11-methoxy-1-methylvinkadifformin, modfe: modifikovany fragment 1-norvinkorinu)'29

Poznamka: Bahadori!®? v ¢lanku uvadi existenci vinkalutinu, reference odkazuji na zde
zminénou préci o vinkarubinu'?®, aniz by tam o ném byla zminka. Ani ostatni dostupné
zdroje takovy nazev neznaji.
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1.2.4 Zaklady izolace alkaloidti
a8
i
rozmélnény rostlinny material

; extrakee do EtOH (96%, V/V, 3x)

e -

e
slonéené extrakty

; odpateni rozpoustédla

rozpusténi v 2% HCl nebo 5% AcOH (aby bylo pH 1-2) a zfilirovini

promyti diethyletherem pro oddéleni masinych kyselin

e
extrakee s chloroformem nebo EtOAc (3x)

vodna faze

extrakee s 2% HCl
exkirakee s chloroformem
extrakee s chloroformem/diethyletherem /
alkalizace na pH 9-10 ‘ ‘

dikazova reakee alkaloidd  dfikazova reakee alkaloidd

\ /

sumdrni alkaloidni extrakt

; alkalizace na pH 9-10

vodna alkalicka faze

Obrazek 50 Obecny postup pfi ziskavani alkaloidnich latek z rostlinného materidlu (pouzita rozpoustédla,

druhy kyselin a dikazové ¢inidlo jsou uvedena jen pro pfiklad).

Sbirand droga mulZe byt pouzita nesuSend (cibule) nebo suSend (nat V. minor L.).

Pro efektivni extrakci je nutné material rozmélnit, aby rozpoustédlo snadnéji pronikalo

rostlinnou tkani. Dekokel, maceraci nebo jejich kombinaci je ziskan ethanolovy vyluh

(tri opakovani), ktery je nasledné spojen a odpaten. Nasledné je odparek rozpustén ve slabé

kyselém roztoku napt. 2 % HCI (acidobazicka reakce se zasaditymi alkaloidnimi latkami)

afiltracf jsou oddéleny pevné Casti rostlinného materidlu. Pak je filtrat vytfepan

s diethyletherem (pro oddéleni mastnych kyselin; soli alkaloid jsou rozpustény ve vodné

fazi). S oddélenouvodnou fazi je opakovana nésobné extrakce s jinym organickym

rozpoustédlem (CHCls, EtOAc, diethylether, atd). Néasledné je zvlast upravovana organicka

a vodna faze.
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Stale slabé kysela vodna faze je alkalizovana na pH 9—10 (nejcastéji 10 % Na»COs), aby soli
alkaloid@ presly zpét na formu volné béze, ktera je vytiepana do organického rozpoustédla
a nésledné oddélena.

faze je odparena (primérni alkaloidni extrakt), poté vytfepdna se slabym roztokem
kyseliny a nésledné nékolikrat precisténa pomoci extrakee.

Alkaloidy jsou v pribéhu detekovany srazecimi nebo barevnymi dtikazovymi reakcemi
pro alkaloidy (diikazy sekundarnich a tercidrnich aminé a kvarternich amoniovych soli).
K nejpouzivanéjsim patti Dragendorffovo cinidlo (roztok Bi(NOs)s, kyseliny vinné a KI)
a Mayerovo ¢inidlo (roztok Cus[Hgls]).

Vybér rozpoustédel, kyselin a z&sad, ale i modifikace celkového postupu je ryze individuélni
zélezitosti, kterd zavisi na zkusenostech vyzkumnika. Obrazek 50 je pouze ilustrativni.

Sumérni alkaloidni extrakt je obvykle déle separovdn pomoci sloupcové, flash, TLC
chromatografie ¢i dal$ich separacnich metod. Také analyza preparativni vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC) je Casto zahrnuta do metodiky, stejné jako klasicka
purifika¢ni metoda napft. krystalizace.
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2 CILPRACE

Hlavnim cilem této diserta¢ni prace bylo identifikovat strukturu sekundarnich metabolitt
izolovanych na Katedfe farmaceutické botaniky zrfiznych rostlinnych druhtl. K dosazent
tohoto cile bylo zapotiebi provést rozsdhlou reSersi dosud identifikovanych alkaloidd,
porovnani dostupnych interpretaci jejich NMR a dal$ich analytickych dat. Izolaci alkaloid
se neunavne veénovalo mnoho fytochemikd, kter{ jesté pred nastupem NMR spektroskopie
provadeli rozsahlé série degradacénich reakei na izolovanych alkaloidech. Produkty nasledné
analyzovali v té dobé dostupnymi metodami (MS, IC, UV, atd). Pravé tato historie znaéné
komplikovala dosaZenti cile prace, nebot ¢asto nejsou zverejnéna NMR data, ktera by se dala
pouzit jako reference, a¢ struktury jako takové jsou publikované.

Néstroje k dosazent cile prace:
e urceni konstituce molekuly;
e urceni relativn{ konfigurace molekuly, bylo-li mozno;
o resersSe interpretaci NMR dat pro molekuly se znamou strukturou, v idealnim ptipadé
data potvrzena rentgenovou analyzou nebo totaln{ enantioselektivni syntézou;
e porovnani relevantnich analytickych tdaji z literatury pro jednotlivé identifikované
sekundérni metabolity;

e shrnuti ziskanych informaci a aplikace na problematiku struktury daného alkaloidu.

Ve Vysledcich s komentarem jsou predstaveny jednak alkaloidy, jejichZ struktura dosud
nebyla publikovana, jednak takové alkaloidy, u kterych neni mozné nalézt v literatute
relevantni NMR data, kter4 by umoznila jednoznaéné potvrzeni konstituce molekuly. Jedna
se o alkaloidy zceledi Amaryllidaceae, druhu Narcisus pseudonarcissus cv. Carlton
a Zephyranthes citrina Baker, a také alkaloidy ¢eledi Apocynaceae druhu Vinca minor L.

Vrtadé pripadi bylo mozno uréit i relativni konfiguraci molekuly pomoci NOESY
experimentd, velikosti spin-spinové interakce ¢i srovnanim s daty uvedenymi v literature
u strukturné podobnych latek.

Odkazovala-li literatura na pritomnost racemické smési, byl proveden experiment
s posunovym ¢inidlem.

Problematika diastereomer® je feSena zejména v souvislosti sosovou chiralitou, ktera
se neocekdvané objevila u nové identifikovanych AA dimerntho ptivodu.
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3 VYSLEDKY S KOMENTAREM

Veskeré prezentované latky byly =ziskany ze spolupracujictho pracovisté Katedry
farmaceutické botaniky, kde byly izolovany. U vzorkd byla pfedem stanovena molekulova
hmotnost pomoci hmotnostni spektrometrie. V nékterych ptipadech byla zndma predikce
struktury alkaloidu nebo zafazeni do strukturni skupiny dle EI-MS fragmentace. Nutno
podotknout, Ze v nékterych pripadech namérena molekulovd hmotnost neodpovidala
skute¢né M.

Poznamka: pro zapis ¢iselnych hodnot je déale pouzita desetinné tecka pro oddéleni rada
nikoli ¢arka, jak by bylo spravné z hlediska pravidel ceské interpunkce (zejména z dévodu
lepsi Citelnosti). Pro ilustraci:

81 4,07,dq,J =9,7 Hz, J=7,1 Hz; 3,70 dq, J = 9,7 Hz, J= 7,1 Hz
151,4 (C12), 148,5 (C11), 138,7 (C7a")
VS.
6u44.07,dq,J=9.7 Hz, J=7.1 Hz; 3.70 dq, J = 9.7 Hz, J = 7.1 Hz
151.4 (C12), 148.5 (C11), 138.7 (C7a")

Identifikované alkaloidy jsou rozdéleny do podkapitol podle rostliny, ze které byly izolovany.
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3.1 Latky izolované z Narcissus pseudonarcissus var. Carlton
Identifikace molekul ze vzorki izolovanych z rostlinného materidlu kolegou Abdullahem
Al Mamunem prinesla identifikaci péti novych AA la—5a s novym strukturnim skeletem
(prvni tfi jiz byly prezentovany v ¢asopise Biomolecules??). Latka 6a také nebyla doposud
v literatufe popsdna a patfi k zajimavému narcikachninovému strukturnimu typu AA.
Struktura molekuly 7a byla potvrzena rentgenovou analyzou, nebot NMR data prezentované
v literatufe se neshodovala se ziskanymi signaly v1H a 3C NMR spektrech pro danou
konstituci. Latky 7a, 9a a 10a nebylo mozné potvrdit referencemi z literatury, protoze nebyly
do NMR laboratote pravdépodobné doruéeny ve formé volné baze. Zvlastni pripad nastal
u latky 8a, ktera byla pred NMR analyzou povazovéna za molekulu totoznou s 7a. Rozdily
budou komentovany v prislusné ¢asti.
Déle bylo pomoci NMR analyzy identifikovano 13 dal$ich izolovanych latek, jejichz struktura
byla potvrzena shodou s referenénimi 1°C NMR daty nalezenymi ve védeckych ¢lancich, a to:
e galantaminovy typ:
(—)-galantamin, 34 (—)-lykoramin;!35
e galantindolovy typ:
lykosinin B;136
e haemanthaminovy typ:

(+)-apohaemanthamin (pravdépodobné izola¢ni artefakt),!3” (+)-haemanthamin,138
(+)-vittatin;138

e homolykorinovy typ:
(+)-homolykorin,3° (+)-9-O-demethylhomolykorin,!39 (+)-masonin;140

e lykoreninovy typ:
(+)-odulin,40 (+)-lykorenin;4!

e lykorinovy typ:
(—)-galantin;142

e narciklasinovy typ:
trisfaeridin.136

Na nasledujicich strdnkach budou popséany jednotlivé identifikace molekul v literature dosud
nepopsanych AA, a téz alkaloidy, pro které nebyla nalezena publikované referenéni 13C NMR
spektra.
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Vysledky s komentarem

U1C-B (1a)
M, =432.6; m=10.0 mg C27H32N203

Prvotné uréend molekulova hmotnost 323 neptedpovidala nic neobvyklého. AvSak 'H NMR
spektrum vypadalo velice atypicky pro AA. Oblast vyssi frekvence spektra obsahovala dva
signély se Stépenim vysstho fadu charakteristickym pro AA'BB' spinovy systém (6u 7.00—
6.96 a 6.72—6.68) a dva singletové signély (6u 7.10 a 6.76), z nichZ odstinénéjsi byl prekryt
dubletem dubletd (6u 7.09). Poslednimi dvéma signdly v aromatické ¢asti byly triplet
(6u 6.72) spolu s dubletem dubletd (6u 6.82) se stejné velkou interakéni konstantou
J=7.4Hz (velikost Stépeni byla shodni se Stépenim pro 6u 7.09), kterda svédcila
o provazanosti jejich spinového systému. Déle byl ve spektru ziejmy signdl se stejnou
frekvenci pro dvé methoxy skupiny na aromatickém kruhu a dalsi dva singlety odpovidajici
dvéma methyldm v oblasti okolo 2.2 ppm, ktera je u AA typické pro signdly NCHs skupiny.
Dalsf alifatické signély v této oblasti '1H NMR spektra ptisobily neurcité, viz obrazek 51.
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Obrazek 51 'H NMR spektrum karltoninu A se zobrazenymi integracnimi kfivkami

V 13C NMR spektru se objevily ¢tyti odstinéné signdly aromatickych uhlikd, sedm signélt
protonovanych sp? uhlikli (dva z nich mély nasobné vyssi intenzitu — AA'BB' systém) a pét
signald pro kvarterni sp? uhliky; sedm odstinénych signald v alifatické ¢asti spektra a dva
dalsi signély alifatickych uhlika.

Jiz jen se¢tenim vsSech uhlikovych atomi byla odpovidajici molekulovd hmotnost vyssi nez
taurCend  hmotnostni  spektroskopii.  Zjisténi  findlni M, bylo  zaloZzeno
na analyze charakteristickych posunt skupin vazanych na heteroatomy a vysledcich
2D NMR experimenttl.

Pomoci fazové odliSeného HSQC experimentu byly prifazeny jednotlivé vodikové signaly
k uhlikovym atomtim, na kterych byly vazany.

Korelace v COSY experimentu byly v souladu s krospiky z experimentu H2BC a soucasné
byly podpoteny velikosti odpovidajicich J-konstant v jednotlivych spinovych systémech
H1/H2, H2"/H3", H4"/H5"/H6" a AA'BB'.

Interakce zobrazené v HMBC experimentu umoznily plné popsat usporadani celé molekuly,
které nebylo zvlast komplikované. Krospik H2 s C4/C8, respektive H1 s C3/C1’, potvrdil
navazéani 1,4-disubstituovaného jadra na aminoethylovy mdstek, pri¢emz v para poloze
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jadra byl vazan pravdépodobné volny fenolicky hydroxyl (vyplyva z posunu dcs 154.0
a absence korelace vodikd teoretického substituentu). Na dusik aminoethylové skupiny
byl vazdn methyl 6u 2.20, coz prokézala jeho korelace na C1 a na C1' benzylové pozice.
Od této odstinéné CH» skupiny byl dale uréen 1,2,4,5-tetrasubstituovany fragment
fenylového jadra pomoci korelaci z HMBC spekter (Obrézek 52).
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Obrazek 52 Dulezité HMBC, COSY a H2BC korelace fragmentu 1a, ktery lIze pfirovnat ke struktufe belladinu

Zbyvajici substituent tetrasubstituovaného aromatického jadra byl uréen jako
N-methylindolin, jehoz substituce v poloze 7" byla definovana diky korelaci H6"/C3'
a H4'/C7'" a ptitomnosti spinového systému H4"/H5" /H6", viz obréazek 53.

Obrazek 53 Dokonceni HMBC, COSY a H2BC korelaci na molekule 1a a znazornéni pouzitého cislovani, které
vychazi z cislovani skeletu belladinu

Odlisna molekulova hmotnost zjisténa pti NMR identifikaci, byla nasledné potvrzena HRMS
analyzou, kde byl zfejmy protonovany molekulovy pik [M+H]+* m/z 433.2488 odpovidajici
dle NMR uréenému sumérnimu vzorci Co7Hs2N2Os. Je potieba zminit, Ze alkaloidy se dvéma
dustky jsou pro AA velice atypické.

Tento alkaloid s nazvem karltonin A byl prezentovan v praci Al Mamun a spol.>3
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Ulb (2a)
M, =416.5, m = 6.7 mg C26H2sN203

M TR E e

2a

] J HWEN Y U

30 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Obrazek 54 Porovnani '"H NMR spekter vzorku 1a a 2a

Kvili nizké koncentraci zkoumané latky ve vzorku meéla 1D NMR spektra horsi rozliSeni,
avSak bylo mozné identifikovat podobnost se spektry latky la. Stejny trend byl patrny
u 13C spekter. Jediny rozdil byl v absenci signalu methoxy skupin a v pritomnosti signalu
charakteristického pro velice odstinénou methylenovou skupinu 1,3-benzodioxolu, jehoz
fragment se Casto nachézi ve strukturach AA. Dtlezité korelace z 2D NMR experimentt jsou
zobrazeny na obrazku 55.

Obrazek 55 HMBC, COSY a H2BC korelace, které vedly k urceni konstituce molekuly 2a

Vysledky identifikace tohoto alkaloidu pojmenovaného karltonin B byly prezentovany v préci
Al Mamun a spol.>3
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U1A-B (3a)
Mr = 6999, m=12.0 mg C44H49N305

Na zakladé 1D NMR spekter byla u vzorku s M; = 699 predpovézena struktura podobna 1a.
V 13C NMR spektru bylo ale zfejmé zdvojeni signalt (Obrazek 57), jeZ byly s pomoci HSQC
experimentu prirazeny jednotlivym skupinam. Velice zajimavé bylo zdvojeni signalu
N-methylu (6n 2.14 a 2.12) a methoxy skupin (6u 3.84 (6H), 3.82 (3H), 3.81 (3H))
v IH NMR spektru (Obrézek 56).
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1 e
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Obrazek 56 Porovnani 1a a 3a "H NMR spekter

M‘A 1 1 A k ’
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Obréazek 57 Vybrana ¢ast 13C NMR spektra latky 1a a 3a, ve které je dobfe viditelné zdvojeni nékterych signala
u3a

Prokézalo se, Ze centralni tercidrni dusifkovy atom je substituovany 4-ethylfenolem a dvéma
totoznymi fragmenty, 4,5-dimethoxy-2-(N-methylindolin-7-yD)fenylmethyly. Pokud by vSak
byly chemicky i magneticky ekvivalentni, mély by jednotlivé atomy mit totozné rezonanéni
frekvence, coZ se v 1D NMR spektrech nepotvrdilo. Dalsi zvlastnosti byly posuny vodikd
na Cl', které vykazovaly jak signély diastereotopickych dubletl s J-interakci 14.5 Hz
(6u 3.43 a 3.29), tak singlet u 3.37.
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Obrazek 58 Konstituce molekuly 3a uréend pomoci HMBC, COSY a H2BC experimentl s naznalenym
Cislovanim. Ohranicené Gseky stejné fragmenty 4,5-dimethoxy-2-(N-methylindolin-7-yl)fenylmethylu

Pro¢ byly signély zdvojeny bylo zjisténo teplotnim experimentem, ktery potvrdil osovou
chiralitu (atropoizomerii) u této latky. Vzorek byl zméten v CDCls pri 25 °C a nésledné
pri 50 °C, ¢imz byla dodana energie vazbdm pro prekondni bariéry ve volné rotaci
jednoduchych vazeb, kter4 byla stericky blokovana. BohuZel béhem tohoto experimentu
se latka zacala rozkladat; zaroven nebylo za danych podminek dosaZeno teploty koalescence,
coz bylo dano vysokou energetickou bariérou a nizkou teplotou varu pouzitého
deuterovaného rozpoustédla (CDCls).

2s°c Ar-OCH4 NCH,
L2
T LMJM
50 °C NCH, -Ar
o *1

42414.03.93.83.73.63.53.43.33.23.13.02.92.82.72.6252423222.12.01.91.8
f1 (ppm)

Obrazek 59 Alifaticka c¢ast '"H NMR spektra 3a mérena pfi 25 °C a pfi 50 °C

Molekuly, jejichZz atomy vykazuji ve spektrech rozdilné rezonance maji diky stericky
objemnym substituentiim na dusiku omezenou rotaci. Projevuji se pak jako diastereomery,
a¢ molekula 3a zadny chiralni uhlik neobsahuje. Na obrazku 59 je zejmé, Ze pri vyssi teploté
jsou zdvojené signaly methylovych skupin spojeny do jednoho signalu. Obrazek 60 zobrazuje
stejny trend u signéld tetrasubstituovaného aromatického jadra.
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22 7.18 7.14 7.10 7.06 7.02 6.98 6.94 6.90 6.86 6.82 6.78 6.74 6.70 6.66 6.62 6.58
f1 (ppm)

Obrazek 60 Oblast vyssich rezonancnich frekvenci ¢asti "TH NMR spektra 3a mérena pri 25 °C a pfi 50 °C

Vysledky této identifikace byly prezentovany v praci Al Mamun a spol., kde tato molekula
nese nazev karltonin C.>3
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U1A-A (4a)
=683.9;m=6.0mg Ca3HasN30s

Nameétené 'H NMR spektrum obsahovalo na prvni pohled signdly alkaloidu s vyS$si
molekulovou hmotnost{ spolu s dal$imi necistotami. Jak je patrné z obrazku 61, vétSina
signall se prekryvala, ale rezonance nékterych protont byly 1épe oddélené a navic zdvojené.
To je dobre zretelné zejména na signalech methylovych skupin ptibliZzenych oblasti. Nabizelo
se tedy, Ze vzorek obsahuje diastereomery molekuly 4a.
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Obrazek 61 'H NMR spektrum vzorku U1A-A s pfiblizenymi signdly charakteristickych chemickych posunu:

(A) methylendioxy skupiny, (B) methoxy skupin, (C) N~-methylovych skupin

Jiz pouhé porovnani 'H NMR spektra latky 3a a 4a odhalilo strukturni podobnost téchto
latek, viz obrazek 62. Nejvétsi odlisnost byla v pritomnosti signélu methylendioxy skupiny
a CtyT signél N-methylové skupiny.
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7.6747.27.06.86.66.46.26.05.85.6545.25.04.84.6444.24.03.83.63.43.23.0282.6242.2201.8
f1 (ppm)

Obrazek 62 'H NMR spektra alkaloidt 3a a 4a, ve kterych jsou pfiblizeny signdly methylovych skupin
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Krospiky v HMBC spektrech byla lokalizovdna CH: skupina methylendioxy uskupeni
najednom z fragmentd N-(methylindolin-7-yl)fenylmethylu (fragment A). Druhy
identifikovany fragment byl pak shodny s fragmenty 4,5-dimethoxy-2-(IN-methylindolin-
7-yDfenylmethylu (fragment B) v latce 3a. Oba tyto substrukturdlni fragmenty byly vazany
nadusik, coz je prokazdno mimo jiné ichemickym posunem C1’ (6 55.93, 55.04)
aCl” (655.21). Tretim substituentem tercidrntho dusikové atomu bylo pres ethylenovy
mstek vdzané p-hydroxyfenylové jadro, opét shodné s 3a. Velice podobné chemické posuny
vodikd a uhlikd obou diastereomerti znesnadiiovaly objasnéni umistén{ jednotlivych skupin
ve struktute. Zejména skupiny v indolinovém fragmentu nebylo mozné odliit, jak pro kazdy
z diastereomerd, tak pro fragment A a fragment B. Rozdil ve struktute, kviili kterému bylo
za potrebi zvolit 1 jiné ¢islovani, znazormuje obrazek 63.

Obrazek 63 Struktura latek 3a, obsahujici dva fragmenty B vdzané na centralni terciarni dusikovy atom, a 4a,
ktera obsahuje fragment A a B vazany na centralni terciarni dusikovy atom. Obé byly izolovany z Narcissus
pseudonarcissus var. Carlton ve smési atropoizomeru

Pomoci 2D NMR experimentt byla objasnéna nové struktura alkaloidu 4a, viz obrazek 64.

OH

Obrazek 64 Znazornéni korelaci z HMBC a H2BC spekter na strukture 4a
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Ulecl (5a)

M, =4325m=12.0mg Co6H2sN204

Identifikovana struktura 5a méla opét v 1D NMR spektrech atypické rezonance pro obvyklé
strukturni typy AA (zejména mnozstvi signéld v aromatické oblasti). VH NMR spektru byly
identifikovany tifi singlety (6u7.73, 7.63, 7.13), odstinény dublet s.JJ-konstantou 7.7 Hz
pri ou 8.24, dalsf dublet s J-konstantou 7.7 Hz (6u 7.49) a dva multiplety pti 6n 7.31-7.22
a5.58-5.52. V alifatické ¢asti vodikového spektra byl zobrazen multiplet O-methinové
skupiny (6u 4.20—4.17), dva singlety methoxy skupiny (613.96 a 3.83), jeden pro
N-methylovou skupinu (6u 2.19), Sest signéld diastereotopickych vodikd a dal$i dva signaly.
Veskeré popsané signaly lze nalézt na obrazku 65. V uhlikovém spektru se objevila velice
neobvykla rezonance pro AA pti ¢ 194.8, odpovidajici rezonanci aromatického ketonu.
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Obrazek 65 Vodikové spektrum latky 5a mérené v deuterovaném methanolu

2D NMR experimenty umoznily urcit fragment caste¢né nasyceného fenylindolu,
viz obréazek 66. Nekteré o¢ekavané korelace vSak chybély. Napiiklad korelace mezi H6 a H7
nebyla v COSY experimentu nalezena, stejné jako jakékoli korelace v HMBC mezi pozicemi
3, 3a, 4, 5, 6. Nicméné byly nalezeny krospiky H5/H6 a H6/H7 v NOESY spektrech, coz
vypovida o orientaci H6 a H7 na stejnou stranu. Absence interakce H7/H7a v prostoru
a $tépenf signéldl téchto vodikd s J = 10.5 Hz vypovida v rdmci ¢aste¢né nasyceného kruhu

o jejich trans-usporadani.
\—' 0
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Obrazek 66 HMBC, COSY a H2BC korelace ze spekter latky 5a

Substituce v poloze 2 tetrasubstituovaného benzenového jadra byla objasnéna korelaci H10
na karbonylovy uhlik (Obréazek 67). Keton byl dale vazan v poloze 3 indolového fragmentu,
coz bylo prokazano korelacemi z HMBC, COSY, H2BC i NOESY spekter.
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Obréazek 67 HMBC, COSY, H2BC korelace zbyvajiciho fragmentu a korelace ziskané béhem NOESY experimentu
zobrazena na strukture molekuly 5a s predstavenou relativni konfiguraci

Vzhledem ktomu, Ze Zadnd podobnd latka nebyla doposud izolovana ani ptipravena,
byl zvolen typ ¢islovani, ktery neodpovida biogenetické cesté, jak je naptiklad pouzivano
u galantindolovych alkaloid® (znazornéno na obrazku 68).6> Jako zékladni skelet je urcen
7-fenyl-2,3,5,6,7,7a-hexahydro-1H-indol. MoZnym prekurzorem latky 5a se jevi lykorenin,
jehoZ isochromanovy kruh s poloacetalovym uskupenim je acidobazicky labilni.

lykosinin B
(galantindolovy typ)

lykorenin
(lykoreninovy typ)

Obrdzek 68 Na lykosininu B je demonstrovano Ccislovani dle biosyntézy strukturné podobného
galantindolového typu AA. Prostfedni struktura patfi popisované molekule 5a se zndzornénym pouzitym
Cislovanim. Lykorenin je vyobrazen jako jeden z moznych prekurzoru latky 5a
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U2B (6a)
M, =540.7; m = 10.0 mg C33H36N205

U vzorku U2B byla zjisténa neobvykle velkd molekulova hmotnost latky M, = 540, diky které
bylo predpokladdano, Ze obsazend molekula mé sudy pocet dusikovych atomi. Po naméteni
IH NMR spekter bylo zfejmé, Ze neptijde o jednoduchou identifikaci (Obrazek 69). Na prvni
pohled bylo patrné, Ze ve vzorku jsou dvé latky v poméru zhruba 1: 1. Tento poznatek
potvrdilo 1 13C NMR spektrum. VSe nasvédcovalo o obsahu dvou diastereomert.
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Obrazek 69 'H NMR spektrum namérené od vzorku U2B rozpusténého v CDCl3

Nameétené 2D NMR experimenty umoznily uréit komplikovanou strukturu latky 6a. V HSQC
spektrech byly pritazeny jednotlivé vodiky uhlikovym atom@m. V nékterych pripadech
nebylo mozné jednoznacné pridélit signdly kazdému ze stereoizomeri, a tim oddélit
chemické posuny specifické pro obé zlatek. Podarilo se uréit konstituci heterodimerniho
alkaloidu.

Korelace v HMBC, COSY a H2BC pomohly identifikovat galantindolovy strukturni fragment
vazany pres methylenovy mastek navazany na dusikovy atom tetrahydroazepinového kruhu
galantaminového fragmentu. Obrazek 70 znazortuje ty nejdilezitéjsi korelace.
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Pomoci krospikli v NOESY spektrech (Obrazek 71) a porovnanim posunt galantaminu
ajeho C3-epimeru byla urcena relativni konfigurace. Metoda porovnavani byla zahrnuta
kviili chybéjici korelaci H3/H4a. Nejvétsi rozdil v chemickych posunech 3C atomi byl
patrny na C2/C3/C4, a praveé atomu H3 pochazejictho z jednoho ze stereocenter.143

Tabulka 3-1 Porovnani posunt 13C signdlt fragmentu latky 6a (chemické posuny izomerd zprimérovany
pro prehlednost), galantaminu a 3-ep/-galantaminu (povazovan za izolacni artefakt). Nejvyznamnéjsi rozdily
uhlikovych posunt kolem pozice 3. Déle je na strukturdch zobrazen dudlezity posun H3 signalu porovnavanych
latek, kdy v pripadé 6a a 6b je vodik orientovan axialné (nizsi ppm), a pro 6c pak ekvatorialné (vy3si ppm)'43

4.14-4.07 ppm H

4

WOH

/O 11 /O
10
8 9 N\R N
galantaminovy fragment latky 6a galantamin 3-epi-galantamin
6b 6¢

pozice fragment 6a 6b 6¢
1 127.3 126.7 126.3
2 127.3 127.4 131.9

3 62.1 61.7 63.1

4 29.9 29.8 32.4
4a 88.7 88.4 88.4
5a 145.7 145.7 146.8
143.9 143.8 144.1

7 111.1 111.1 111.1
8 121.9 121.7 121.6
8a 130.3 129.2 128.4
8b 133.3 132.8 132.9

9 58.3 60.3 60.2

11 51.6 53.6 53.9
12 34.4 33.6 34.1
12a 48.3 47.9 48.1
6-0OCHs 56.0 55.7 55.9
NCH3 - 41.9 41.6

69



Vysledky s komentarem

Oriskem bylo vysvétleni plivodu zdvojeni nékterych signald. Protoze rozdily v chemickych
posunech 13C signalt nebyly prilis velké, nebyla pravdépodobna jina orientace substituentl
chiralnich uhlikd. Vyznamné rozdily mezi izomery byly patrné v *H spektrech v hodnotach
rezonanci vodikd (pro H4a je to 54.0 ppm), tvar signalu z@istaval ve vétsing pripadl zachovan
az na CH, skupinu (C1’) napojenou na dusik azepinového jadra galantaminu. Tento
methylenovy miistek mél pro jeden z izomer? tvar singletu (6u 3.43) a pro druhy z nich, pak
byly ve spektru dva diastereotopické signély se skalarni interakef velikosti 13.7 Hz.

Obrazek 72 Identifikovana struktura s naznacenymi sigma vazbami (Cervené Sipky), které maji pravdépodobné
omezenou rotaci a stoji tak za vznikem prokazané atropoizomerie latky 6a. Obrazek také predstavuje pouzité
Cislovani pro tento heterodimerni alkaloid, kde hlavnim skeletem je galantaminovy fragment, na néjz
je pfes methylenovy mustek navazan galantindolovy skelet

VSechny tyto indicie podporovaly domnénku, Ze velikost substituentli omezuje rotaci kolem
sigma vazeb a vznikaji tak optické izomery s osovou chiralitou. Atropoizomerie byla jiz
u struktur s diazepinovym a fenylindolovym uskupenim pozorovana.*? Byl proto proveden
teplotn{ experiment, kdy byl zméfen 'H NMR experiment (pro zajimavost bylo méreno
1 uhlikové spektrum) latky 6a pti 25 °C, 50 °Ca 60 °C (méteno v CDCls). Teploty koalescence
bylo témér dosazeno. Nicméné rezonance O-methinovych H4a byly i pti nejvyssi aplikované
teploté stéle rozdilné, viz obrazek 73.
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Obrazek 73 'H NMR spektrum (nahofte alifaticka oblast frekvenci, dole aromaticka oblast spektra) zobrazujici
rozdilné rezonan¢ni frekvence vodiku pfi teploté 25 °C, 50 °C a 60 °C. Napfiklad methyly NCH; mély je3té
pfi 50 °C nesjednocenou rezonanci, a pfi zvyseni teploty o dalSich deset stupfitl Celsia se jejich signdly spojily.
Je patrné, Ze pfi nejvy$si pouzité teploté je ve vétSiné pfipadu prekonana energetickd bariéra. Jen signdly H4a
jsou stdle dobfe rozeznatelné

Bohuzel béhem analyzy pri vyssi teploté se latka 6a zacala rozkladat. Nicméné konstituce této
molekuly byla i s relativni konfiguraci ur¢ena. Fenomén osové chirality byl objasnén jako
plvodce signéld diastereomert v NMR spektrech. Jednotlivé signély se nepodatilo priradit
jednotlivym stereoizomertim kviili ¢astym prekryviim.
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Ulc2 (7a)
M, = 315.3 (volna baze); m = 15.0 mg Ci7H17NOs

Tento vzorek byl prijat do NMR laboratore s predikef struktury dle GC-MS jako hippeastrin,
kterd se zdala byt sprdvna podle 1D NMR spekter. Referenéni NMR data byla nalezena
v nékolika ¢lancich. Prvni zminku o 3C NMR chemickych posunech uvadi Jeffs a spol.13°
Ze srovnani 13C chemickych posunt 7b v tabulce 3-2 jsou patrné rozdily (C3a, C4, Cl1a,
C11b). Clanek Almanza a spol.!% konfrontuje zmin&nou interpretaci s tim, Ze byly zfejmé
zaménény uhliky C3a a Cl1a. Coz sniZi pocet rozdilnych posunt o vic jak 1ppm na C3a, C4
a C11b. Dalsi ze ¢lankd zminujici interpretace NMR dat hippeastrinu (nespravné pry poprvé
kompletni NMR studii pro tento alkaloid) uvadi bohuzel pouze étyti uhlikové atomy
z celkovych 17.145 Posledni a nejnovéjsi (2013) ze ¢lank s NMR daty hippeastrinu obsahuje
tyto informace pouze ve formé neokétovanych spekter v dopliilkovém materialu, kteréd
se v takové forme pouzit nedaji.146

Tabulka 3-2 Srovnani '3C chemickych posunl a specifické otacivosti ziskané latky 7a a referen¢nich dat
hipeastrinu 7b a 7¢

pozice 7a 7b*139 7¢144
2 56.0 56.0 55.9
3 27.8 27.7 27.3
3a 145.3 139.0 142.4
4 118.2 119.5 119.4
5 66.9 66.8 67.1
5a 82.3 82.2 82.2
7 164.7 164.7 165.0
7a 118.5 118.6 118.0
8 109.8 110.0 109.8
9 147.9 148.2 148.0
10 151.8 152.1 151.9
11 108.7 108.9 108.5
11a 139.4 143.4 138.8
11b 40.0 38.7 38.4
11c 67.1 67.4 67.1
-OCH20- 102.1 102.3 102.1
NCH3 43.6 43.3 42.9
[alo +90.2° - +142.0°
(c=0.359g/100ml, (c=0.5, C2HsOH, 22 °C)
CHs30H, 25 °C)
* Jeffs a spol.139 uvadi referencované spektrum na 76.9 ppm signalu CDCls; pro srovnani
byly tyto posuny navySeny o hodnotu 0.1, protoze interpretovana spektra jsou
referencovana k 77.0 ppm pro CDCls
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Z dvodu nesrovnalosti ziskanych z referencnich *C NMR dat byla provedena rentgenové
strukturni analyza, jejiz vysledek potvrdil konstituci a konfiguraci drive popsaného
(55,5a5,11bS,11cS)-hippeastrinu, viz obrazek 74. Vysledky rentgenové analyzy tohoto
alkaloidu dosud prezentovany nebyly.

nn
—_

Obrazek 74 Struktura molekuly 7a s absolutni konfiguraci ziskana rentgenovou analyzou

Jednim z divodi odlisnych 13C posuntl by pak mohla byt ionizované forma soli hippeastrinu.
Proti této mozZnosti vSak hovorf 'H NMR spektrum (Obrazek 75). Neni zde detekovan
typicky signal vodiku hydrochloridu, a téZ odliSnosti v chemickych posunech z tabulky 3-2
nejsou vézany kteoreticky ionizovanému terciarnimu dusiku tetrahydropyrrolového
fragmentu, ale nachézi{ se u uhlikd izolované dvojné vazby a sp3-uhliku benzylové pozice.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13.5 13.0 12.5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 85 80 7.5 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

Obrazek 75 "H NMR spektrum 7a
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Fw-2 other (8a)
M;=3194;,m=12.0mg Ci17H21NOs

Nejintenzivnéjsi pik v ESI-MS spektru byl 302.2 odpovidajici [M+H]* pro molekulu
9-O-demethylhomolykorinu (shodné s latkou 9a diskutovanou déle). Jiz z vysledkd méreni
IH NMR spekter byly patrné odlinosti od referenc¢nich signald. Zejména pak Siroky singlet
pri 13.38 ppm typicky pro vodik karboxylové skupiny nebo amoniové soli. Zajimavé je,
Ze nebyl pozorovan signél fenolického ani alkoholového vodiku, viz obrazek 76.
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13.5 13.0 12.5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 80 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
f1 (ppm)

Obrazek 76 Vodikové spektrum vzorku 8a

Rezonance v 13C NMR spektrech opét vykazovaly vyrazné odliSnosti od téch uvedenych
u anorganické soli 9a 9-O-demethylhomolykorinu, viz tabulka 3-4. HSQC experiment
pomohl prifadit jednotlivé vodiky k jejich uhlikim. Experimenty interakei pres vice vazeb
osvétlily konstituci molekuly, kterd je zobrazena na obrazku 77.

OH
HO <, COOH
Obrazek 77 Vyznamné korelace pfes vice vazeb z HMBC, COSY, H2BC experimentd latky 8a

Velmi zajimavy byl vysledek z GC-MS analyzy. Nebot nebyl detekovan molekulovy pik,
ale pouze pik odpovidajici eliminaci sekundarni hydroxy skupiny a uzavteni laktonového
kruhu béhem hmotnostni analyzy, tedy odpovidajici konstituci 9-O-demethylhomolykorinu
(M; = 301.3). Proto byla porovndna NMR spektra latky 8a s 9-O-demethylhomolykorinem
9b, a také slatkou 9a (Tabulka 3-3). Vysledkem porovnéani bylo potvrzeni rozdilnych
13C chemickych posunti pro zndmy alkaloid 9b a 8a. Nejvétsi rozdil se pak nachazi na uhlicich
C3a a C4. Vzhledem ke strukture 8a by bylo mozné predpokladat vétsi rozdily posunu
karbonylového uhliku laktonu a karboxylové kyseliny, a taktéz vyraznéjsi rozdil
v chemickych posunech skupiny OCH.
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Tabulka 3-3 Porovnani posund signdlt v 13C NMR spektru 8a s homolykorinovym typem alkaloidu 9a a 9b'39,
které budou vice diskutovany dale. Cervené je pouzito &islovani pro strukturu 8a a modfe je znazorn&no
¢islovani odpovidajici homolykorinovému skeletu pro jednodussi interpretaci rozdilt pro 8a, 9a, 9b

pozice 8a 9a 9b139
2 55.7 56.1 56.3

3 27.0 27.6 27.7
3a 133.1 137.5 139.7
120.8 117.3 116.2

5 30.8 31.0 31.3
5a 76.1 77.2 77.3
7 164.7 165.2 165.5
7a 116.8 117.8 117.7
8 116.3 116.1 116.0
9 146.5 146.1 145.8
10 151.7 151.3 150.9
11 110.5 110.5 110.6
11a 132.8 135.2 136.3
11b 38.7 41.8 43.2
11c 68.6 67.3 66.8
NCH;s 42.7 43.2 43.4
10-OCHs3 56.6 56.4 56.5

Relativn{ konfigurace 8a uréena pomoci neptimé spin-spinové interakce chirélnich center
by odpovidala stereochemii latky 9a a 9b. AvSak v NOESY i ROESY spektrech je vidét
vyrazny krospik H5a/H11b a slaby krospitk H5a/H11la. Pricemz interakéni konstanty
a Stépeni byly Jusa =4.9 Hz Sirokého signalu (patrné interakce s H5), Juin = 10.0 Hz
aJuiie = 10.0 Hz (tento dublet nenf ptilis ostry). Sledovéani prostorové interakce H11b/H11c
je opét zatizeno podobnymi rezonancemi téchto vodikd, viz obrézek 78. Nicméné krospik
H5a/H11b je dobfe pozorovatelny. Zajimava je také interakce H11/H11b, nebot typicky
je u homolykorinovych alkaloidd (9a, 9b) pozorovana korelace tohoto aromatického vodiku
H11 s vodikem H11c N-methinové skupiny, nikoli s H11b.
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f1 (ppm)

L6.5
‘ 7.0

72 68 64 60 56 52 48 44 40 3.6 32 28 24
f2 (ppm)

Obrazek 78 Zobrazené korelace na identifikované strukture 8a z predstaveného NOESY spektra. Zde pouzité
Cislovani bylo zvoleno s ohledem na cislovani galantindolového strukturniho typu, nikoli homolykorinového
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Fw-2 (9a)
M; = 301.3 (volné baze); m = 17.0 mg C17H19NO4

Ke vzorku Fw-2 byla ziskana predikce struktury 9-O-demethylhomolykorinu 9b, 9c.
1H NMR spektrum toto tvrzeni podporovalo, avsak chemické posuny nékterych 13C signal
nekorelovaly s udavanymi hodnotami v literatute (podobného charakteru s rozdily posunt
v uhlikovém spektru latky 8a).13% 147 Byla provedena méteni jak v CDCls, tak v CDsOD
a chemické posuny uhlikovych signalt obou variant vykazovaly odchylky, viz tabulka 3-4.

Tabulka 3-4 Porovnani chemickych posunt signalt v 13C NMR spektru latky 9a a 9- O-demethylhomolykorinu
méFeném v CDCl; 9b'3% a v CD30D 9c'47. Tu¢né oznacené jsou posuny signalt s rozdilem vétsim nez 1 ppm

pozice méreno v CDCls méreno v CD3:0D
9a 9b* 9a 9c
56.1 56.3 57.1 57.3
27.6 27.7 28.1 28.6
3a 137.5 139.7 138.4 141.3
4 117.3 116.2 119.1 117.9
5 31.0 31.3 32.0 32.1
5a 77.2 77.3 78.8 79.2
7 165.2 165.5 167.5 167.9
7a 117.8 117.7 118.0 117.1
8 116.1 116.0 117.3 116.9
9 146.1 145.8 148.3 147.9
10 151.3 150.9 154.0 153.8
11 110.5 110.6 112.0 112.3
11a 135.2 136.3 136.4 137.7
11b 41.8 43.2 42.5 43.7
11c 67.3 66.8 68.6 68.0
NCH3 43.2 43.4 42.8 441
10-OCH3 56.4 56.5 56.8 56.8
* Jeffs a spol.139 uvadi referencované spektrum na 76.9 ppm signalu CDCls; pro srovnani byly tyto
posuny navySeny o hodnotu 0.1, protoZze interpretovana spektra jsou referencovana k 77.0 ppm

Latvala a spol.}4” ve svém clanku popisuji jak 1D NMR spektra (*H NMR spektra v CDCls
alBCNMR spektra vCDsOD), tak rentgenovou analyzu, pomoci které potvrdili
(5aR*,11bS*,11cS*)-konfiguraci  (+)-9-O-demethylhomolykorinu s [a]g2 =+99.0°
(c=0.22, CH30H). Krystaly ziskané z riznych rozpoustédel se lisily konfiguraci methylu
a volného elektronového paru na pyrrolidinovém dustku.
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Doslo tedy na 2D NMR experimenty, jejichz detekované korelace potvrzovaly konstituci
predikovaného alkaloidu. Korelace O-methinového vodiku na laktonovy uhlik chybéla, coz je
typické pro prenos interakei na laktonovém kruhu.

Obrazek 79 Vyznamné korelace 9a pozorované v HMBC, H2BC a COSY experimentech

Nabizelo se, Ze by se mohlo jednat o epimer na C11b a/nebo Cllc (detekované rozdily
v posunech 13C NMR spekter, viz tabulka 3-4). Byla proto provedena analyza 1D NOESY
experimentem s riznym smeésSovacim casem. Bohuzel jak je vidét na obrazku 80, nebylo
mozné ozafit pouze vybrany vodik H11lc nebo H11b, protoZe jejich rezonance mély prilis
podobnou frekvenci. S ohledem na velikost stépenf té€chto dvou signali, ktera méla hodnotu
J =10.1 Hz v porovnan{ s literaturou J = 9.7 Hz, byla potvrzena pseudodiaxialni orientace
téchto vodikd, tedy shodna s publikovanym alkaloidem.!4” Silverstein uvad{ pro diaxialnf
usporadani vodikd interakéni konstantu v rozmezi 6-14 Hz.13

H11

8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2
f1 (ppm)

Obrazek 80 1D NOESY spektrum iradiace vodiku H11b se pouzitym smésovacim ¢asem 500 ms, kde je zjevné
zahrnuta i mozna interakce H11c

Obréazek 81 Dulezité NOESY korelace potvrzujici (5aR*,11bS*,11cS*)-konfiguraci
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Diky vSem témto diikazim bylo nakonec urceno, Ze latka 9a byla méfena ve formeé soli
(Obrazek 82). I proto méla ziskana spektra v CDCls vyrazné horsi rozliSeni nez ta mérena
v roztoku CD3OD.

Obrazek 82 lonizovana forma 9- O-demethylhomolykorinu identifikovana ve vzorku FW-2

Specificka optick4 otacivost mérend v CHsOH méla hodnotu +71.5 ° (¢ = 0.24 g/100 ml),
kterd koreluje s publikovanou hodnotou.147
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FAI-3-1-4b (10a)
M, = 269.3 (volné baze); m = 3.5 mg Ci7H19NO>

Tato latka byla ziskdna bez predpovézeni struktury nebo strukturntho typu AA,
ale se spravnou molekulovou hmotnosti. Podle 'H NMR spektra bylo zjisténo,
ze v aromatické oblasti spektra se nachézi Siroky singlet odpovidajici dvéma vodikém, ¢tyti
vodikové signdly s charakteristickym Stépenim pro 1,2-disubstituované jadro a velmi
odstinény dublet O-methinové skupiny; v alifatické ¢asti bylo detekovano Sest vodik
diastereotopickych CH» skupin, jedna methoxy skupina, jeden N-methyl a znecisténi vys$$imi
mastnymi kyselinami. Uhlikové spektrum nemeélo ptili§ dobré rozliSeni, ale k identifikaci bylo
dostacujici.

2D NMR experimenty umoznily uréeni galantaminového strukturntho typu molekuly

(Obrazek 83).
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Obrazek 83 Dulezité korelace pres vice vazeb z HMBC, COSY a H2BC experimentu

Ze spekter NOESY experimentu bylo mozné uréit relativn{ konfiguraci. Vyrazné krospiky
vodiki H12 s H4a O-methinovym vodikem hovoii o orientaci na stejnou stranu v rdmci
molekuly a krospitk H1/H11 tuto skutecnost dale potvrzuje, jak lze vidét na obrazku 84.
Konfigurace je v souladu s uddvanou na chiralnich centrech popisovanych u galantaminu
(4aS*, 12aS¥).

Obrazek 84 NOESY korelace, které pomohly urcit relativni konfiguraci latky 10a (4aS$*, 12a5%)

V literatufe je mozné nalézt pro latku 10a hned nékolik nazvi: 3,4-anhydrogalantamin,33. 148
3,4-didehydro-3-deoxygalantamin,'4®  3-methoxy-11-methyl-9,10,11,12-tetrahydro-4aH-
benzo[2,3]benzofuro[4,3-cd]azepin.!5° Pouze ¢lanek Hana s spol.14° uvadi alespon vodikové
NMR spektrum, které vsak neni v iplné shod€ s nasim (nejvétsi rozdily jsou tuéné oznaceny
v nasledujicim odstavci). Je mozné, Ze vnaSem pripadé byla opét mérena stl tohoto
alkaloidu, a proto jsou ve spektrech rozdily.
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Han a spol.:14° bez ptirazen{ :
: ITH NMR (500 MHz, CDCls) 6: 6.59 (2H, s), 6.25 (1H, dd, J = 9.5 Hz,J = 5.4 Hz), 6.16 (1H, :
td,J=9.7 Hz), 6.02 (1H,dd, J=9.7 Hz, J = 5.4 Hz), 6.01 (111, dd, J = 9.7 Hz, J = 5.4 Hz), :
:4.81 (1H,d,J=5.4Hz),4.17 (1H,d,J = 15.1 Hz), 3.83 (3H, s), 3.67 (1H,d, J = 15.1 Hz), :
:3.35 (1H, m), 3.02 (1H, br d, J = 14.4 Hz), 2.39 (3H, s), 2.00 (1H, m), 1.67 (1H, br d, :
iJ=11.2 Hz) :

: NMR data vzorku 10a:
: THNMR (500 MHz, CDCls) 6: 6.63 (2H, bs, H7, H8), 6.28 (1H, dd, J = 10.1 Hz,J = 5.3 Hz, !
: H3),6.12 (2H,dd, J=10.1 Hz,J = 5.3 Hz, H1, H4), 6.05 (1H, dd, /= 10.1 Hz,J = 5.3 Hz, :
i H2), 4.84 (1H, d, J = 5.3 Hz, H4a), 4.30 (1H, d, J = 14.9 Hz, H9), 3.85 (3H, s, 6-OCH3), :
:3.81(1H,d,J =149 Hz, H9),3.47 (1H,t,J = 13.5 Hz, H11),3.13 (1H,d,J = 13.5 Hz, H11),
i 2.47 (3H, s, N10-CHs), 2.04 (1H, t,J = 13.5 Hz, H12), 1.76 (1H, d, J = 13.5 Hz, H12). :

Spektra lepsi kvality byla ziskana mérenim v methanolu-ds a jsou uvedena v Experimentalni
Casti této préace.

Namérena specifickd otacivost latky 10a vykazovala hodnotu +83.0 ° (¢ =0.40 g/100 ml,
CHCls, 25°C). Porovnéani s publikovanym (-)-galantaminem, jehoz [a]p je —112.8°
(¢ =0.50, EtOH),'*! neni tplné vhodné, nebot obsahuje o jedno chiraln{ centrum navic.
Pro (-)-3-deoxygalantamin (ktery se strukturné velice blizi 10a) ziskany enantioselektivni
syntézou byla nameérena také zipornd optickd otacivost —105.6 ° (c = 1.40, CH2Cl).15!
Z tohoto dlivodu lze povazovat orientaci stereocenter latky 10a za opa¢nou nez je udavano
pro (—)-galantamin a (—)-3-deoxygalantamin. Tedy (4aR, 12aR)-izomer jak je predstaveno
na obréazku 85. Tuto domnénku by vSak bylo potieba potvrdit rentgenovou analyzou.

OH

0]

0 A A
N\ Hgl)\
(-)-galantamin (-)-3-deoxygalantamin 10a
[alp=-112.8° [a]lp = -105.6° [alp = +83.0°
c = 0.5, EtOH c = 1.4, CH,Cl, c = 0.4, CHCI3

Obrazek 85 Pravdépodobna absolutni konfigurace terciarni amoniové soli identifikované ve vzorku 10a
a molekuly zminénych (-)-galantaminu a (-)-3-deoxygalantaminu se zobrazenymi hodnotami [a]o

U tohoto galantaminového derivatu je predpokladdno, Ze se jednd o produkt kysele
katalyzované eliminace vody z molekuly galantaminu béhem zpracovani.®s
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3.2 Latky izolované ze Zephyranthes citrina Baker

Predstavované alkaloidy byly ziskany v rdmci fytochemické prace na Zephyranthes citrina
Baker, ktera byla provedena Mgr. EliSkou Kohelovou. Nékteré diléi vysledky jiz byly
publikovany.152

Za pouziti NMR spektroskopie bylo identifikovdno sedm molekul dosud nepopsanych
alkaloidl 11a—17a. V ptipadé 11a, 12a, 13a se jedna pravdépodobné o izola¢ni artefakty.
Pro latky 18a—20a jsou zndmy vodikové posuny v NMR spektru, avSak nejsou dostupna
13C NMR spektra a bylo tedy nezbytné tyto molekuly identifikovat pomoci 2D NMR analyzy.

Struktura dalsich 13 znamych latek byla ovéfena at uz 1D nebo i 2D NMR experimenty, které
potvrdily shodu s referenénimi spektry v dostupné literatute. Jedné se o nasledujici dobre
znédmé alkaloidy, které jsou rozttidéné podle strukturnich skupin AA:

e galantaminovy typ:
(+)-lykoramin;5°

e krininovy typ:
(-)-buphanisin,!?3 10-deoxy-6-hydroxyhippeastidin,*8 6-hydroxyhippeastidin;*8

e haemanthaminovy typ:
(—)-haemanthidin,**154 (+)-8-O-demethylmaritidin,155 (+)-maritidin, 56
(+)-vittatin;5”

e homolykorinovy typ:
(+)-9-O-demethylhomolykorin; 139

e lykoreninovy typ:
(+)-nerinin;1%8

lykorinovy typ:
(—)-acetylkaranin,%® (—)-9-O-demethylgalantin,160 (+)-tortuosin.16!

* oznacené alkaloidy byly izolovany ve smési C6-epimert, které Berkov a spol.65 fadi mezi
krininové alkaloidy, coz podle mého nazoru neni spravné, nebot v praci Shitary a spol.8
nebyla urcena konfigurace absolutni, ale pouze relativni pomoci NMR spektroskopie. Dalsi
informace budou déle komentovany u derivatl tohoto alkaloidu 11a a 12a.

** uvadéni specifické otacivosti je u haemanthidinu v literatufe je nevhodn4, nebot tento
alkaloid je izolovan vzdy ve smési C6-epimert. Je tedy mérena smés diastereomerti. Ten
samy problém se objevuje u derivati 6-hydroxyhippeastidinu.
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ZC-F3-5 (11a)
Mr = 347.5; m=95 mg C20H29NO4

Z 'H NMR spektra bylo zjevné, Ze ptijde o latku s 1,2,4,5-tetrasubstituovanym aromatickym
jadrem (6.74, s; 6.66, s), tfemi methoxy skupinami, ethoxy skupinou a blize
nespecifikovanym nasycenym spin-spinovym systémem, viz obrazek 86.
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Obrazek 86 'H NMR spektrum vzorku ZC-F3-5, ve kterém jsou patrné obsazené necistoty spolu se signaly
latky 11a

Pomoci HMBC spektra se podarilo identifikovat pozice jednotlivych atomt
tetrahydroisochinolinového jadra. Uhlik N-methinové skupiny isochinolinového jadra
koreloval s diastereotopickymi vodiky CH. skupiny ethylu (6us 4.07, dq, J=9.7 Hz,
J=7.1Hz; 3.70, dq, J=9.7 Hz, J = 7.1 Hz) navéazané pres kyslikovy atom na tento uhlik.
Jeho odstinénd rezonance 6cs94.7 byla vsouladu se substituci jak dusikovym, tak
kyslikovym atomem a vazbou na aromatické jadro. Tento benzylovy vodik (6n 4.61, s) dale
interagoval s uhlikem NCH skupiny Scsa 60.1, jehoZ posun odpovidal substituci dusikem,
amél korelaci pres tii vazby na sp? kvarterni uhlik benzenového jadra. Nasledné byl
identifikovan krospik vodiku benzenového jadra (6u 6.66, s) a kvarterniho uhliku
s chemickym posunem &ciob 42.0, viz obréazek 87.

Obrazek 87 Znazornéné HMBCa COSY korelace fragmentu latky 11a

Ethylenovy mdtstek navizany mezi N5 a C10b byl identifikovin COSY korelacemi
diastereotopickych vodiki, jejich skalarnimi interakcemi a korelacemi v HMBC spektru.
Cyklohexanovy kruh byl prokazdn pomoci H2BC, HMBC a COSY experimentd, jak je
ilustrovano na obrazku 88.
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Obrazek 88 Znazornéné HMBC, COSY a H2BC korelace a NOESY korelace latky 11a

Vzhledem ktomu, Ze se posuny chirdlnich vodikdi ve spektru prekryvaly, nebyla zcela
identifikovana konfigurace molekuly. Podarilo se alespon urcit, Ze ethylenovy mdtstek
jeorientovdn na opacnou stranu neZ ethoxy substituent pomoci krospiku vodiku
poloaminalethyletherové skupiny (6u 4.61) a diastereotopického vodiku NCH: skupiny
ethylenového miistku (6u 2.66) v NOESY experimentu (Obrazek 88).

Zajimava je pravé ethylovéa substituce poloaminaletherové skupiny. Ze se pravdépodobné
jedna o izolaéni artefakt, 1ze snadno vysvétlit. Na obrazku 89 je zn4zornén mozny reakéni
mechanismus  derivatizace  vychoz{ latky 11b  (C6-epimery  10-deoxy-6-
hydroxyhippeastidinu, které byly z této rostliny také izolovany, viz strana 74) v kyselém
prostredi za pritomnosti ethanolu jako nukleofilu.

11b ~ ~ ~ ~
0 @0 0 0
s ®
~o NI ~o NH ~o IN -H ~o IH
IOH C(_)H 10H (gr\
‘ EtOH
0 0 CNY o
-0 0 0 ® 0
N <—® -~ H
~ - NH  _
o H \O ® H,0 \0 '/IH \0 |”

9 ®
0 Hor OH
1a W W I9k,|/\

Obrazek 89 Jedna z moznosti derivatizace poloaminalového uhliku. Protonizaci nukleofilniho tercidarniho
dusiku 11b a naslednym posunem elektrond dojde k zaniku C-N vazby a tvorbé karbonylu, ktery ihned reaguje
s ethanolem za vzniku poloacetalové skupiny. Toto uskupeni je nestabilni v plsobicim katalytickém mnoZstvi
kyseliny. Rychle  dochazi k dehydrataci a  naslednému zavieni  isochinolinového kruhu
s poloaminalethyletherovou skupinou

V literatufe lze nalézt NMR data pouze k 10-deoxy-6a-hydroxyhippeastidinu 11b.8 NMR
spektra byla mérena na spektrometru Bruker AV 400 standardnimi sekvencemi. Latka byla
rozpusténa ve formé TFA soli v methanolu-ds. Vzhledem k tomu, Ze vzorek 11a byl métren
v CDCls jako volné baze, daji se tato spektra pouzit pouze pro ilustraci podobného trendu
chemickych posunt.

Tabulka 3-5 uvadi srovnani chemickych posunti v uhlikovém NMR spektru latek 11a a 11b.
Vétsi rozdily jsou patrné zejména u rezonanci C6 a uhlikd isochinolinového jadra (struktura
identifikovaného artefaktu 12a je feSena obdobnym zplisobem, kde jsou vsak v literatut'e
popsény oba C6-epimery vychozi latky 12b a 12¢).
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Tabulka 3-5 Porovnani signald '3C jader izolované latky 11a a strukturné velice podobného 10-deoxy-60-
hydroxyhippeastidinu 11b8 (pouze orientacni zhodnoceni vzhledem k pouziti jinych rozpoustédel a TFA soli)

R'= H, RZ = OH 10-deoxy-6a-hydroxyhippeastidin 11b
R'= OH, R? = H 10-deoxy-6/4-hydroxyhippeastidin, bez NMR dat

pozice 11a* 11bve Al1la-11b
1 26.2 26.0 0.2
2 27.4 27.3 0.1
3 77.9 77.3 0.6
4 32.9 31.3 1.6
4a 60.1 61.5 1.4
6 94.9 88.7 (6.2)
6a 125.2 121.9 3.3
7 111.5 112.6 -1.1
8 147.6 150.2 —-2.6
9 148.9 151.7 -2.8
10 105.5 107.2 -1.7
10a 140.9 137.3 3.6
10b 42.0 443 -2.3
11 34.6 32.5 2.1
12 47.1 47.9 -0.8
3-0CH;3 55.8 56.1 -0.3
8-0CHs3 55.9 56.3 -0.4
9-0CHs3 56.0 56.3 -0.3
6-0OCH: 63.7 - -
6-0OCH2CHs 15.6 - -
“méfeno v CDCls, Y méfeno v CD3;0D jako TFA sl

Z predloZenych dat je tak mozné urcit s jistotou konstituci a relativni konfiguraci pro H4a
a H6 zaloZzenou na NOESY experimentu, kde je ziejmy krospik H6 a vodiku ethylenového
mustku H12 (Obrazek 90).

/@
\HG/H]Z - l3.0
(@) =
3.5 g
g ,‘ &
“ o
r4.0
O
H6/H12
\ L4
IS . (=]
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Obrazek 90 Priblizend ¢ast NOESY spektra, ve kterém je Sipkou zvyraznén H6/H12 krospik
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Konfigurace na C3, jehoz uhlikovy chemicky posun ma odchylku 0.6 ppm od posunu C3 latky
11b, je pravdépodobné stejnd s publikovanym alkaloidem. Tedy relativni konfigurace
chiralnich center je 3R*,4aR*,5R*,6R*,10bR* (Obrazek 91). Proto byl pro tuto latku zvolen
nazev 10-deoxy-6a-ethoxyhippeastidin.
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Obrazek 91 Struktura molekuly 11a s vyznacenou relativni konfiguraci chirdlnich center a zobrazeni struktury
s danou konfiguraci na modelu s minimalizovanou energii z Chem3D®

Jedinym zadrhelem pri ur¢ovani konfigurace této latky je namérend hodnota specifické
optické otacivosti +49.2° (¢ = 0.42 g/100 ml, CHCIls, 25 °C). Vzhledem k pravotocivé
orientaci by se dalo predpokladat, ze N5-C10b ethylenovy mutstek bude orientovan
pod rovinu fenanthridinového tricyklu, na zékladé udaji z rozsihlé syntetické préce
pouzivajici iridiem katalyzovanou asymetrickou hydrogenaci enonu pro ziskani alkaloidd
krininového typu (obou enantiomer(1).14° Zuo a spol.1% uvadi otaivosti pro sérii riizné
substituovanych krininovych/haemanthaminovych alkaloidi nasledovné:

e ethylenovy miistek pod rovinu — (+)-pravotocivé — heamanthaminovy enantiomer

e ethylenovy mistek nad rovinu — (-)-levovotocivé — krininovy enantiomer

Vliv na hodnotu ot4civosti ma pak dalsi substituent na benzenovém jadre v poloze 7 nebo 10,
nikoli v§ak na smér.

Rozdé€len{ fenanthridinovych alkaloid s 5,10b-ethylenovym mistkem na tyto dva
strukturni skelety, a¢ se jedn&4 pouze o enantiomery, vnimém jako velmi ne$tastné.
Dtsledkem je totiZz zdvojeni ndzvi nékterych latek, nebot nékteré vyzkumné skupiny
publikuji nové nazvy pro enantiomery molekul jiz zndmych alkaloid@. Dva ptiklady:

e Enantiomery 8-O-demethylmaritidinu byly popsdny v minulosti nékolikrat.162. 163
V néazvu se odliSovaly pouze vyjadfenim smeéru staceni roviny polarizovaného svétla.
Soucasné vsak byla publikovana prace Naira a spol.'®* ktery dal levotodivému
enantiomeru nazev macowin (dle izolace alkaloidd zrostliny Crinum macowant).
Zpublikovanych analytickych dat je mozné wuréit, Ze macowin odpovida
(—-)-8-O-demethylmaritidinu.1%>

e Podobny problém nastal u hippeastidinu. Jeho struktura byla poprvé objasnéna pomoci
rentgenové analyzy v roce 1978 (ve formé pikratu).165. Watson a spol.26¢ v dalsim ¢lanku
publikoval k této strukture doprovodné analyticka data (Ty = 175-180 °C, [a]p = —6.94 °
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(c = 2.30, CHCl3), MS; 'H NMR spektrum nema bohuzel dobré rozliSen{ a interpretace
neni{ Uplné). Dalsi ¢lanek této vyzkumné skupiny!¢” uverejnil rentgenovou strukturu
udajné cistého hippeastidinu, ale pfi podrobném zkouméni lze odhalit vétsi rozdil nez
jen ionizovanou a neionizovanou formu alkaloidu. Vtéto byl totiz zverejnén
3-O-demethylhippeastidin, tedy substituovany na C3-OH.1¢7 Nasledné byla v letech
2013 a 2014 publikovdna NMR data pro molekulu s ndzvem hippeastidin ve dvou
pracich (chemické posuny se s malymi odchylkami shoduji v obou pracich).168 169
Kulh&nkova a spol.1¢® prezentuje také Ti= 202—-203 °C, MS a [a]p = +330 ° (¢ = 0.10,
CHCls). Uvadi pouze konstituci molekuly, nikoli konfiguraci. O rok pozdéji byl otistén
¢lanek o krininovych alkaloidech,!?® kde je uveden nézev aulicin pro molekulu, jejiz
struktura byla potvrzena rentgen-strukturni analyzou, NMR data a [a]p =-2.3°
(c = 0.40, CHCls). Srovnanim rentgenové struktury hippeastidinu z Watsonovy prace!6>
a aulicinu’®® je zjevné, Ze se jedna o latky totozné, s ¢imz souhlasi i hodnota optické
otacivosti (dochézi tak opét ke zdvojeni nazvii). Zajimavé ale je, ze NMR data aulicinu!®8
a hippeastidinu ve ¢lancich z roku 2013168169 se neshoduji. Zasadni rozdil v chemickych
posunech se nachédzi na C4a, C6a a C10a; potazmo H4a a H12. Coz by v pripadé
enantiomer@ nebylo mozné. Je tak otazkou, k jaké konfiguraci se skeletem hippeastidinu
se NMR data z roku 2013 vztahuji. A tim padem, jaka je skute¢né konfigurace na 11a
a 10a.

Poznamka: V né&vaznosti na predlozenou problematiku derivatizace béhem ziskavani
alkaloid@ z mate¢né rostliny je mozné povazovat prirodni latky s poloaminaletherovou,
resp. poloacetalovou skupinou substituovanou riznymi alkyly za izola¢ni artefakty.
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ZC-F3-4 (12a)
M, =363.5m=11.0mg C20H20NOs

Podle vodikového spektra bylo ihned zfejmé, Ze ve vzorku jsou pritomny dve latky, vedle
latky 12a i cca 15 % ZC-F3-5 11a a dalsi nedistoty (Obrazek 92). Zasadni rozdil oproti 11a
byl jen v substituci aromatického jadra tetrahydroisochinolinu, v tomto ptipadé 1,2,3,4,5-
pentasubstituovaného jadra.
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f1 (ppm)

Obrazek 92 'H NMR spektrum 12a, se zhruba 15% 10-deoxy derivatu (predchazejici latka 11a)

Pomoci HMBC experimentu byly identifikovany dvé methoxy skupiny a hydroxy skupina

na tomto aromatickém jadre, které v aromatické ¢asti 'H NMR spektra vykazovalo pouze
jeden signél (6u 6.06, bs), viz obrazek 93. Zbytek korelaci odpovidal t€ém uvedenym u 11a.
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Obrazek 93 Vyznamné HMBC, COSY korelace izolacniho artefaktu 12a

I v tomto ptipadé lze predpokladat derivatizaci poloaminalové skupiny béhem izolace, nebot
mezi potvrzenymi alkaloidy ziskanymi z mate¢ného louhu je i 6 a-hydroxyhippeastidin 12b
a 6-hydroxyhippeastidin 12¢, coz jsou pravdépodobné prekurzory popisované latky 12a.

Interpretace 13C NMR spekter obou krininovych alkaloidd 12b, 12¢ byla publikovana opét
v CD3sOD jako stl TFA v téZe praci, kterd je uvedena u predchozi identifikované latky 11a.8
V tabulce 3-6 jsou zobrazeny uhlikové chemické posuny 12a v porovnani s Cé6-epimery
6-hydroxyhippeastidinu. Nejvétsi rozdil je patrny pro signaly C4a a C12 u referencnich latek,
pricemz epimer 6« se vice blizl nami identifikovanému alkaloidu 12a. Také je spektru
NOESY experimentu patrna korelace H6 (6u 4.54) a H12 (6u 2.71-2.56), ktera podporuje
uréeni R-konfigurace pro chirdlnim centrum C6 latky 12a, viz obrazek 94.
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Tabulka 3-6 Porovnani chemickych posund signalt '3C latky 12a a ji strukturné velice podobnych
publikovanych diastereomert 12b a 12c¢# (pouze orienta¢ni zhodnoceni podobnosti vzhledem k pouziti jinych
podminek méreni)

R'= H, R2 = OH 6a-hydroxyhippeastidin 12b
R'= OH, R?2 = H 6f4-hydroxyhippeastidin 12c

pozice 12a* 12bvs 12cv8 Al2a-12b Al12a-12b

1 26.4 26.9 27.0 -0.5 -0.6

2 27.7 27.8 27.9 -0.1 -0.2

3 77.7 77.4 77.1 0.3 0.6

4 33.4 31.9 31.7 1.5 1.7

4a 60.9 62.6 67.8 -1.7 -6.9

6 95.0 88.7 87.6 (6.3) (6.4)
6a 129.9 126.4 127.8 3.8 2.1

7 103.9 104.7 103.3 -0.8 0.6

8 150.3 153.7 153.4 -3.4 -3.1

9 135.2 138.7 138.4 -3.5 -3.2

10 146.3 149.5 149.0 -3.2 -2.7
10a 126.3 123.7 123.7 2.6 2.6

10b 43.0 46.0 46.3 -3.0 -3.3
11 33.1 31.6 32.3 1.5 0.8
12 47.4 48.4 43.6 -1 3.8

3-OCHs 55.6 56.2 56.2 -0.6 -0.6

8-0OCH3 55.6 56.4 56.3 -0.8 -0.7

9-0CH3 60.9 61.1 61.1 -0.2 -0.2
6-0CH:2 63.7 - - - -
6-0OCH:CHs 15.6 - - - -

* méfeno v CDCls, YV mé&feno v CD30D jako TFA sul

Konfiguraci na C3 nebylo mozno ur¢it jinak nez srovndnim se strukturné podobnou referenct,
protoze signaly H3 a H4a se prekryvaly (stejné tak signaly ekvatorialnich diastereotopickych
H2 a H4). Izola¢ni artefakt 12a byl nasledné pojmenovan 6a-ethoxyhippeastidin.

?
PR
4

Obréazek 94 Dulezité NOESY korelace ve spektru latky 12a. Otazniky predstavuji neurcitost vztahu mezi
spinovym systémem cyklohexanového kruhu, nebot dulezité signdly v '"H NMR spektru se prekryvaji a neni
mozné rozeznat krospiky danych vodikovych atomu

Specifickd opticka otacivost nebyla méfena vzhledem k vysokému obsahu neoddélitelnych
nedistot ve vzorku. Dalsi strukturné velice podobnd latka je komentovana pod oznadenim
17a.
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ZC-15-3-3-3 (13a)
Mr = 331.4; m=6.7 mg C19H25NO4

Z dlivodu rozpusténi této latky v methanolu-ds byla zastfena pritomnost fenolické skupiny
diky rychlé chemické vyméné vodiku. Pomoci 2D NMR experimentd byl identifikovan
lykoreninovy skelet s ethoxy substituci poloacetalového uhliku, viz obrazek 95.
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Obrazek 95 Identifikovand molekula latky 13a, v literatufe znama jako eugenine!70

V databazich védecké literatury byl nalezen clanek, ktery popisuje pouze krystalografickd
data latky se stejnou konstituci, jakou ma 13a pod nazvem eugenine.!’? Kromé rentgenové
analyzy bohuzel ¢lanek zadné dalsi analytickd data neptinasi. Méla byt zfejmé zverejnéna
v ¢lanku, na ktery se odkazuje: ,BASTIDA, J., VILADOMAT, F., LLABRES, J. M., FALCO,
P., CODINA, C. & RUBIRALTA, M. (1989). J. Nat. Prod. In the press®. Bohuzel tuto praci
se mi nepodatilo nalézt. Pravdépodobné nebyla vJournal of Natural Products nikdy
otisknuta. Z tohoto divodu nebylo mozné porovnat referenéni NMR spektra a jednoduse
potvrdit  stereochemii 13a zrentgenové analyzy, kterd byla uvedena jako
,(5S*,6aR* 11aR* 11bR*)-5-ethoxy-6a,7,11a,11b-tetrahydro-2-methoxy-N-methyl-5H-
[2]benzopyran[3,4-glindolin-3-0l“, coZ odpovida lokantim (5aS*7R*11bR* 11cR¥)
pouzitym pro latku v této identifikaci 13a. Oznacenim chirdlnich uhlik@i symbolem * autoti
uvadeéji absolutni konfiguraci pro oba enantiomery obsazené v ziskaném monokrystalu.

Pomoci korelaci z NOESY spekter a informaci ze Stépeni vodikovych signali bylo mozné
potvrdit molekulu se stejnou relativni konfiguraci (Obrazek 96), jaka je uvedena v praci
Via a spol.170

1 d,/=9.7Hz
—N

dd 9.7, 1.8 Hz 11c

1
PAON Ua =5
4% dd, /- 5.7, 1.8 Hz
Os
9 7a
HO 5 -
O\/

Obrazek 96 Relativni konfigurace molekuly 13a identifikované pomoci rentgenové difraktometrie’70 v souladu
s korelacemi v NOESY spektrech a_/~konstantami (Sedé)
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Jako dals{ podplirnd metoda uréen{ konfigurace molekuly byla porovnana 1°C NMR data
diastereomerti 7-O-methylovanych derivati 9-O-demethyllykoreninu, jejichZz srovnéani
uvadi tabulka 3-7.171. 172 7 vysledkd rozdild rezonanci je vice pravdépodobné, Ze 13a mé
stejnou konfiguraci jako 13b172 (zejména u chirdlnich center a okolf jsou pro diastereomer
13c¢17 vétsi odliSnosti).

Toto tvrzeni je vsouladu s korelacemi pozorovanymi v NOESY a ROESY experimentu
a J-konstantou pro Hb5a (dd, J=5.7 Hz, J=1.8 Hz), H11b (dd, J=9.7 Hz, J=1.8 Hz)
aHllc (d, J=9.7 Hz) (Obrazek 96). Vysledkem sumarizace zminénych dat je urcena
relativni konfigurace (5aS*,7R*,11bR*,11cR*) odpovidajici té, ktera byla publikované (zde je
jen pouzité jiné ¢islovani nez ve ¢lanku).

Tabulka 3-7 Zobrazeni porovnavanych chemickych posund 3C mezi latkami strukturné podobnymi (méfeno

v CDClz). Na obrazcich je znazornéno pouzité Cislovani pro diastereomery 13b'72.a 13¢'7! v ¢lancich. Pro nami
identifikovanou 13a je pouzito ¢islovani dle IUPAC, které koreluje s ¢islovanim v tabulce

A0
HO™ &~ %
o<
9- O-demethyl-7- O-methyllykorenin hippapilin
13a 13b 13c
pozice 13a 13b172 13¢'7
2 56.7 56.6 56.1
3 28.0 27.9 28.6
3a 140.1 139.3 138.4
4 116.1 116.7 115.2
5 31.7 31.6 28.9
5a 66.6 66.6 70.5
7 97.1 98.4 97.1
7a 126.7 126.4 127.8
8 113.4 113.5 112.4
9 145.0 145.2 143.7
10 146.2 146.5 145.9
11 112.0 112.0 110.6
11a 129.7 129.2 126.7
11b 43.7 43.0 35.4
11c 67.7 67.9 70.6
NCH3 44.2 44.0 40.0
10-OCH3 56.1 56.1 55.7
7-0OCH: 63.5 - -
7-0OCH2CH; 15.7 - -
[alo +113.3° +122.6° +33.0°
(c=0.18g/100 ml, (c=0.65, CHCI3, 26 °C) (c=0.15, CHCI3; 24 °C)
CHCls, 25 °C)
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Podobné derivaty homolykorinu se stejné urcenou relativni stereochemii molekuly byly
vyhledany pro porovnani hodnoty specifické optické otac¢ivosti: odulin (NMR, MS, IC, UV,

[a]27)140, O-methylodulin (NMR, MS, IC, UV, [a]2”)40, O-methyllykorenin (NMR, MS, IC,

[a]§0)173, O-ethyllykorenin (MS, NMR)!73. VSechny vykazovaly kladnou hodnotu specifické
optické otacdivost jako ndmi zkoumana latka 13a. Avsak také nebylo jasné, o jaky enantiomer
se jedné (data bez derivatizace nebo rentgenové analyzy). Problematice konfigurace tohoto
strukturntho typu se vénoval jiz Labrana a spol.!7# ktery polemizuje stereochemii
homolykorinovych/lykoreninovych alkaloidi v ndvaznosti na vysledky vlastni rentgenové
analyzy. Prokazdna byla opac¢nd konfigurace chiralnich center O-methyllykorenin
hydrochloridu (ostatni data odkazuje jako shodna s drive uvadénymi, vztazenymi k relativni
konfiguraci), nez byla do té doby u vSech téchto latek publikovéna.

Nekter{ autori zminuji, Ze popisovany strukturni typ AA je pravdépodobné izolovan ve smési
enantiomert. Proto byly ke vzorku 13a pridany ctyri ekvivalenty Pirklova posunového
¢inidla, pri¢emz nedoslo k oddélent signélt enantiomert (Obrazek 97), a tim byla prokazana
pritomnost pouze jednoho enantiomeru 13a.

13a + 4 nthryl)42,2,2-trifluoroethanolu

- Q_JJ_LM@

90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0
f1 (ppm)

Obrazek 97 Spodni spektrum zobrazuje signaly 'H vzorku 13a a horni spektrum po pFidavku ¢tyf ekvivalentd
Pirklova ¢inidla. Je zfejmé, Ze nedoslo k oddéleni signald moznych enantiomerd

Lze predpokladat, Ze produktem rostlinného metabolismu je nesubstituovana forma
isochroman-1-olu a izolaci vznik4 7-ethoxy derivét lykoreninového skeletu (podobné jako
u krininového typu 11a a 12a). Tuto predstavu vyjadril jiz Kreh!40 ve své préci, ve které
popisuje izolaci O-methylodulinu (Obrazek 98) za pouziti methanolu. Aby vyvratil,
nebo potvrdil derivatizaci poloacetalového hydroxylu béhem izolace, provedl souc¢asné izolaci
O-methylodulinu bez pouziti methanolu. Zkoumany methylovy derivat ziskal v obou
pripadech. To nasvédcuje spise tomu, Ze zminény O-methylodulin je produktem rostlinného
metabolismu. V pripadé latky 13a je vsak velmi nepravdépodobné, Ze by byla produktem
biogeneze.
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O-methylodulin

Obrazek 98 Struktura izola¢niho artefaktu 13a v porovnani s pravdépodobné prirodnim O-methylodulinem

Na okraj bych chtéla poukazat na volbu nazvu pro latku s konstituci 13a, kterd nebyla
dle mého nézoru prili§ Stastnd, ackoli odkazuje na druhové jméno Narcissus eugeniae,
ze kterého byla latka izolovana.l”? Jméno eugenin/eugenine dostal 5-hydroxy-7-methoxy-2-
methyl-4H-chromen-4-on jiz v roce 1946 (Obrézek 99).175

_0 (o]
OH O
eugenine eugenin/eugenine

13a

Obrazek 99 Eugenine 13a, lykoreninovy alkaloid izolovany z rostliny celedi Amarylidaceae, prezentovan
v roce 1989170 a molekula eugeninu, flavonoidni prirodni latky, popsana prvné v roce 1946175
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Vysledky s komentarem

ZC-F4-ML-1-67 (14a)
M;=584.7;m=11.0mg Ca5H40N206

Pocet signdli v 'H NMR spektru byl adekvétni k namérené molekulové hmotnosti 584
a pritomné smeési diastereomertt v poméru 8:7, kde zejména Siroké singlety Ow4a 4.53
a On4a 4.36 mély rozdilnou rezonanci o 86 Hz (Obrézek 100). Uhlikové spektrum také
potvrzovalo pritomnost smési diastereomerti. Obecné spektra této latky byla velice podobna
latce 6a izolované z rostliny Narcissus pseudonarcissus var. Carlton.
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Obrazek 100 'H NMR spektrum smési diastereomert vzorku ZC-F4-ML-1-67

Pomoci 2D experimentt byla potvrzena podobné konstituce heterodimerntho alkaloidu jako
u 6a (Obrazek 101). Rozdilna byla substituce fenylového jadra galantindolového fragmentu,
kde v pripadé latky 14a bylo pét substituentd, pticemz zadny alkaloid (prekurzor 14a), ktery
by obsahoval jak N-methylindolin, tak 1,2,3,4,5-pentasubstituované benzenové jadro, dosud
popsédn nebyl. Ivtomto pripadé byla potvrzena relativni konfigurace galantaminového
fragmentu stejnym postupem jako pro latku 6a.

Obréazek 101 Znazornéné interakce z HMBC, COSY a H2BC experimentu

Byl proveden teplotni experiment, kterym byla mimo jiné prokazéna vyssi energeticka
bariéra rotace omezenych vazeb 14a nez u 6a zrejmé kvili vice substituovanému fenylu
galantindolového fragmentu. Ani pti 60 °C nebylo u této latky zrejmé dosazeni teploty
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koalescence, proto byl proveden stejny experiment ve vySe vroucim rozpoustédle
(DMSO-ds). Na obrazku 102 jsou zobrazena nameéiend data zdynamické analyzy.
Na druhou stranu je potieba zminit, Ze latka 14a byla stabilni a nepodléhala rozkladu,
v porovnani s 3a, 4a a 6a.
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Obrazek 102 'H NMR spektrum dynamické analyzy omezené rotace sigma vazeb s vyznacenymi vybranymi
vodiky. Pfi nejvyssi experimentalni teploté je viditelna koalescence v3ech vodiki 14a

Cirkularni dichroismus byl u této latky také zkouman, stejné jako opticka otacivost. Vysledky
byly srovnany s témi referovanymi k (—)-galantaminu. V CD spektrech byl pozorovan
Cottonv efekt pri [@]oa0 = =19 412, [@]oga = +32 276, [O]s17 = —9 998, v porovnani s efekty
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u (—)-galanthaminu [@]3s = +2 700, [@]o4s = -2 350, [O]oss = +8 200. Specifickd optické
otacivost pri teploté 25 °C meéla zapornou hodnotu —55.8° (¢ =0.17, CHCls), pricemz

u galantaminu je udavano [a]2D0= —89.7 ° (¢ = 0.6, CHCls). Ovsem data chiroptickych metod

je potteba brat s rezervou, nebot v piipadé 14a je métfena smés atropoizomerd.

Postup této identifikace byl také zverejnén ve ¢lanku Kohelova a spol.152
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ZC-5-6-1 (15a)
M, =375.3;m=7.3mg C16H21NO3

Na prvni pohled vypadala 1D NMR spektra naméfené od vzorku 15a atypicky pro AA
(Obrazek 103). Jiz samo o sobé 1,2,3,4-tetrasubstituované jadro (6us 6.64, d, J = 8.2 Hz;
Ou7 6.60, d, J = 8.2 Hz) neni u téchto alkaloidt prili§ bézné pozorovat ve spektru, stejné jako
rezonance methinovych skupin odstinénych vodiké (6w4a 4.37,t,J = 3.4 Hz; 6us 4.12—4.07,
m). Dublety diastereotopické NCH, skupiny isochinolinového jadra mély neobvykly tvar
(6ue 3.94, d, J= 15.5Hz; 3.89, d, J=15.5 Hz) odpovidajici malému rozdilu v jejich
rezonancni frekvenci a soucasné silné vzijemné J-interakei (vnitfni pik dubletu je nasobné
intenzivnéjsi nez vnéjsi). Methylovy signél (6u 3.86, s, 9-OCHs), dalsi dva odstinéné signély
diastereotopickych vodikli N-methylenové skupiny (6mi12 3.35, dt, J = 14.6 Hz, J = 3.5 Hz;
3.20—3.12, m) a Sest alifatickych signél doplnily vodikové spektrum cisté latky.
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Obrazek 103 'H NMR spektrum latky 15a

2D NMR experimenty odhalily velice zvlastni tikaz, a to Ze vysoce odstinény posun 6c4s 89.9
patfici N-methinovému uhliku fenanthridinového skeletu, coZz je velice neobvyklé
pro uhlikovy atom odstinény dustkem, viz obrazek 104. BéZzné se chemicky posun tohoto
uhliku u strukturné podobnych latek nachézi kolem 60 ppm. Léatka byla nékolikrat
premérena v riznych rozpoustédlech, vzdy vSak se stejnym vysledkem.

OH

()

N7

OH

Obréazek 104 Dulezité HMBC a COSY korelace, které vedly k uréeni konstituce molekuly 15a

1D i 2D NOESY experiment potvrdil zvlastni vztahy vodikovych atomt v této molekule
(Obrézek 105). Krospik H4a a H11 predstavil mozné vysvétleni zdhady vysokého odstinéni.
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Obréazek 105 1D NOESY spektra iradiace H3 a H4a vodikovych atomu. H11 ethylenového mustku je ve vztahu
s H4a, na stejnou stranu diky prostorové kros-relaxaci. A soucasné neni pozorovana korelace mezi H3 a H4a

Nejpravdépodobnéjsi pricinou tohoto jevu se ukazala odlisné konformace chinolinovych
kruhtl, protoze v pripadé krininového nebo haemanthaminového strukturntho typu
(Obrézek 106) jsou napojeny v trans-usporadani, kde C4a rezonuje v oblasti okolo 66 ppm
a H4a pti cca 3.30 ppm. Tedy konformace kruh@ chinolinu byla pro 15a urcena jako
cis odpovidajici relativni konfiguraci (4aS*,10bR*).

¢/s konformace kruhu B/C

3.30 ppm
66.0 ppm

trans konformace kruht B/C

Obréazek 106 Porovnani cis a trans konformace kruhd B/C pro latku 15a na modelech s minimalizovanou
energii systému se zndzornénim chemickych posunt nejvice ovlivnéné skupiny 4a. NOESY korelace jsou
vyznaceny na 15a s pravdépodobnou konfiguraci (3R,4aS*,10bR*)

Na obrazku 106 jsou zobrazeny NOESY korelace jednotlivych vodikd. Molekula 15a,
pro kterou byla v Chem3D minimalizovana energie bude pravdépodobné v prostoru stocena
jesté trochu jinak, nebot na tomto modelu nelze predpokladat interakei atom® H1 a H6.
Kazdopadné se jedna o strukturu AA s velice nevSedni konfiguraci, kterd bohuzel kvili
izolovanému velmi malému mnozstvi nebyla derivatizovdna pro urceni absolutni
konfigurace.

98



Vysledky s komentarem

ZC-5-6-3 (16a)
Mr = 317.4; m=25.2 mg C18H23NO4

Pvodné byla u této latky naméfena relativni molekulova hmotnost 289. Konfrontaci
s 1ID NMR spektry bylo zifejmé, Ze molekulovd hmotnost bude jina, nez bylo udéno.
V oblasti nizkého pole byly zfejmé signaly odpovidajici 1,2,4,5-tetrasubstituovanému
aromatickému systému isochinolinového fragmentu (6u 6.84, s; 6.52, s, prekryv)
aizolované dvojné vazby (6u 6.52, d, prekryv, J=10.0 Hz; 6.41, dd, J=10.0 Hz,
J=4.9 Hz). Déle byly identifikovany diastereotopické signdly typické pro vodiky NCH»
skupiny isochinolinu (6n 4.42, d, J = 16.5 Hz; 3.79, d, J = 16.5 Hz), tii methoxy skupiny
(6u 3.88, s, prekryv; 3.83, s; 3.38, s, prekryv) a dalsi blize nespecifikované signaly alifatické
Casti spektra.

Vzhledem k nekomplikované strukture byla rychle identifikovdna konstituce molekuly
pomoci béznych 2D NMR experimentl. Zjisténa konstituce fenanthridinového skeletu
s 5,10b-ethylenovym miistkem byla porovnana s databazemi, ale nebyla nalezena shoda
s zddnou publikovanou molekulou. Proto bylo nutné provéfit i stereochemii dané molekuly
za pouzit{ NOESY.

Obréazek 107 Konstituce molekuly 16a s nejdtlezitéjsimi korelacemi z HMBC, COSY a H2BC spektra

Bohuzel kvili prekryviim stéZejnich signald ve vodikovém spektru bylo velmi obtizné
z NOESY experimentu uréit relativni konfiguraci molekuly, ne vSak nemozné alesporl
pro chiralni centrum C11 urcit R-konfiguraci. Chybéjici korelace H4a s H3 a H12 pak
nastinuji pravdépodobnou konfiguraci na téchto stereocentrech 3S*4aS*10bS*
(Obréazek 108). Model s minimalizovanou energii vychazejici zodpovidajici relativni
konfigurace stereocenter pak ukazuje, Ze absence korelaci mezi stereocentry je mozna.
Na tuto skutecnost se vSak nelze plné spolehnout, nebot je mozné, Ze za danych podminek
méreni nebyla interakce odhalena.
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Obrazek 108 Dulezité NOESY korelace latky 16a a 3D struktura molekuly s minimalizovanou energii systému
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Soucasné byly signaly 'H a 13C porovnavany s dostupnymi daty podobnych latek
krininového a haemanthaminového typu: krinamin, epikrinamin, haemanthamin, ambellin,
aj. Nejvyssi podobnost byla nalezena s daty haemanthaminu, jehoZ konfigurace
(3S*,4aS*,10bS*,11R*) byla potvrzena stereoselektivn{ syntézou!?8 a autori potvrzuji shodu
s daty prirodniho haemanthaminu (NMR, specifickou oté4civosti a teplotou tanf). Velkym
prekvapenim byl potom vysledek CD analyzy, ktery naprosto neodpovidal o¢ekdvanému
pribéhu krivky sminimem [@lo4 = —-13800 a maximem [O]oo=+11900,4 ktery
je charakteristicky pro haemanthamin, ale Cottonliv efekt byl pouze pozitivni
pri [@]o20 = +29 486 a [@]o00 = +34 183. Také porovnani 'H a 13C rezonanci v molekule
krinaminu (C3-epimer haemanthaminu), vykazuje jasné rozdily oproti tém v 16a, 16b
(naptiklad 6¢s 76.1, oproti 6cs 72.7 u 16a a 16b) a je tedy nepravdépodobné, Ze by latka 16a
mela opac¢nou konfiguraci pravé na C3 nez ma haemathamin.17¢

Tabulka 3-8 Porovnani 'H a '3C NMR dat 16a a haemanthaminu 16b'38

(+)-haemanthamin

16b
pozice éc 16a o1 16a 6c 16b138 61 16b138
1 126.9 6.52, d, prekryv (10.0) 127.3 6.43,d (10.2)
2 132.4 6.41, dd (10.0, 4.9) 132.4 6.36,dd (10.2, 4.7)
3 72.7 3.91-3.86, m, prekryv 72.7 3.86, ddd (4.7, 4.0, 1.8)
4 28.1 2.22-2.03, m 28.2 2.11,ddd (13.8, 5.4, 1.8)
2.06-1.97, m
4a 62.9 3.48-3.41, m 62.6 3.43-3.30
6 60.9 4.42,d (16.5) 61.3 4.32,d(17.1)
3.79,d (16.5) 3.69,d (17.1)
6a 125.2 126.7
7 109.7 6.52, s, prekryv 106.8 6.47, s
8 148.0 146.4
9 147.9 146.1
10 106.3 6.84, s 103.3 6.82, s
10a 133.8 135.3
10b 49.9 50.0
11 80.0 4.06-4.01, m 80.1 3.98, dd (6.7, 3.3)
12 63.3 3.48-3.41, m 63.5 3.43-3.30, m
3.35, d, prekryv (15.0) 3.25dd, (14.1, 3.3)
3-OMe 56.7 3.38, s, prekryv 56.5 3.36, s
8-OMe 55.9 3.83,s - -
9-OMe 56.1 3.88, s, prekryv - -
-0OCH:0- - - 100.8 5.89, bs; 5.88, bs
lalo +46° +41°
(c=0.20 g/100 ml, CHClIs, 25 °C) (c=0.62, CHCI3,24 °C)
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Pomoc{ NMR a porovnéni byla urcena relativni konfigurace molekuly 16a, jejiz struktura
nebyla doposud v literatute popséna, a¢ se oproti haemanthaminu (ktery je v AA hojné
zastoupen) strukturné li${ pouze substituci benzenového jadra.
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Z2-3-1A (17a)
Mr = 305.4; m = 8.2 mg C17H23NO4

V tomto vzorku byly rozezndny dvé latky. Pri identifikaci byly potvrzeny diastereomery
v pomeéru 1 : 3 (Obréazek 109). Latka obsaZzena v nadbytku byla identifikovana jako dosud
nezndmy alkaloid. V obrazku 109, ktery zobrazuje namérené 'H NMR spektrum, jsou
zretelné dva singlety 1,2,4,5-tetrasubstituovaného benzenového jadra, odstinény singlet
Ou 5.14, dvé methoxy skupiny a dale alifatické multiplety.
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Obrazek 109 'H NMR spektrum smési latek obsazené ve vzorku 17a

Pomoci HSQC experimentu se podarilo priradit jednotlivé signaly vodikG nalezitym
uhlikovym atom@im. Konstituce molekuly pak byla urcena korelacemi z HMBC, COSY
a H2BC experimentt, viz obrazek 110.

OH

Obréazek 110 Dulezité HMBC, COSY a H2BC korelace, které vedly k urleni konstituce molekuly 17a

Molekula je velice podobna jiz popisované latce 11a, kterd vSak mé substituované obé
hydroxylové skupiny, a to jako ethylether poloaminalové skupiny a methyoxy skupinu na C3.

Obréazek 111 Cislovani molekuly 17a a zndzornéné korelace z NOESY experimentu
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Pro urceni orientace stereocenter byly vyuZity mozZnosti pfenosu kros-relaxace prostorem.
Zésadni korelace H3 s H4a v NOESY spektru tak definovala orientaci téchto vodikd
na stejnou stranu kruhu a korelace poloaminalového vodiku H6 s H12 vodiky ethylenového
mistku urcila, ze tyto vodiky jsou orientovany také na stejnou stranu, tedy opacnou
nez predchozi dva jmenované. Relativni konfigurace tak odpovida usporadéani na chirélnich
uhlicich (35*,4aS*,6S*,10bS*).

Jelikoz v nasi laboratori byly nékolikrat identifikovany vzorky obsahujici smés 10-deoxy-6 a-
hydroxyhippeastidinu a 10-deoxy-6-hydroxyhippeastidinu (krininovy typ), miiZzeme rict,
Ze popisovany vzorek 17a je také smés 6Ra 6S diastereomerl, nebot spektra jsou
srovnatelna. Lis{ se hlavné chemickymi posuny methinové skupiny C3, coz je dano
indukénim efektem methoxy skupiny. Nepodarilo se bohuzel urcit absolutni konfiguraci
molekuly, ani od sebe diastereomery oddélit. Nebylo mozné ani urcit, zda se jedné
o enantiomer haemanthaminovy nebo krininovy (oba typy se nachazeji v Zephyranthes
citrina Baker). A¢ se z principu jednd pouze orientaci 5,10b-ethylenového mistku, tak mezi
otacivosti a konfiguraci 1ze t€Zzko hledat souvislost (zmérena specifickd otacivost této smeési
diastereomert meéla hodnotu +61.2° (¢=0.17 g/100 ml, CHCls), coZ nemd zadnou
vypovidajicf hodnotu), jak je komentovano u dalsich alkaloidd tohoto strukturntho typu 11a
al2a.
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7ZC-15-1 (18a)
M, =289.4, m=6.5mg C17H23NO3

Pro vzorek ZC-15-1 byla predpovézena struktura dihydromaritidinu dle GC-MS analyzy.
Signdly v1D NMR spektrech také napovidaly o pritomnosti fenanthridinu s5,10b
ethylenovym miistkem a dimethoxy substituci benzenového jadra (Obréazek 112). Bohuzel,
pro tento alkaloid byla v literatufe nalezena pouze data pro vodikova spektra zlet 1978177
a 1987178 mérena v CDCls. Z tohoto divodu byla provedena NMR analyza v plném rozsahu.
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Obrazek 112 1D NMR spektra vzorku ZC-15-1 a predikovana molekula dihydromaritidinu

Pomoci HMBC a COSY experimentt byla potvrzena konstituce dihydromaritidinu. Otazkou
dale byla konfigurace stereocenter. Diky korelacim vodikovych atom@ v NOESY experimentu
a také absenci korelace mezi H3 a H4a bylo mozné urcit relativni konfiguraci molekuly.
Obrazek 113 predstavuje provedenou identifikaci 2D NMR experimenty.

OH
PN
RIS

Obrazek 113 Vyznamné COSY a HMBC korelace jsou predstaveny na strukturfe 18a vlevo. Uprostred a vpravo
je jiz definovana relativni konfigurace a NOESY korelace jsou zndzornény na modelu s minimalizovanou energii
systému z Chem3D®
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Pro urceni absolutni konfigurace bylo nutné nalézt analytickd data podobnych struktur,
nebot se nepodatilo pripravit vzorek pro rentgenovou analyzu. Jako prvni se nabiz{ srovnani
dat s maritidinem, avsak vliv izolované dvojné vazby cyklohex-2-en-1-olového fragmentu
maritidinu je na vodik v allylové pozici prilis velky.

Pro srovnani se ukéazaly byt vhodnéj$i dioxolovi analoga tohoto strukturniho typu.
Do srovnani byly vybrany alkaloidy, jejichz konstituce i konfigurace byla ovérena
enantioselektivni syntézou. Jde o enantiomery a diastereomery: (+)-dihydrovittatin,
(=)-dihydrokrinin, (+)-dihydroepivittatin, (—)-dihydroepikrinin.t®> Vzhledem ke zmérené
specifické otacivosti 18a (pravotocivé), byl vybran do srovnani dihydrovittatin 18b a jeho
C3-epimer dihydroepivittatin 18c jako modelova struktura, viz tabulka 3-9.

Tabulka 3-9 Srovnani 13C chemickych posunt 18a a C3 epimerd hydrogenovaného vittatinu (18b,18c)

WOH

dihydroepivittatin

dihydrovittatin

18b 18c
pozice 18a 18b 18c
1 22.3 22.5 26.6
2 27.8 27.8 30.7
3 66.1 65.7 68.5
4 33.2 33.2 36.3
4a 63.0 62.9 66.8
6 61.3 61.6 61.6
6a 123.7 124.8 124.3
7 109.1 106.2 106.4
8 147.5 145.8 146.2
9 147.7 146.4 146.8
10 106.2 103.4 103.6
10a 139.8 141.1 140.5
10b 42.2 42.5 42.5
11 37.1 37.2 37.4
12 51.9 51.9 52.0
8-OMe 55.9 - -
9-OMe 56.1 - -
-OCH:20- - 100.8 101.0
[alo +43.1° +22.0° +10.5°
(c=0.07g/100 ml, (¢=0.70, CHCI3, 26 °C) | (¢ = 0.70, CHCIs, 26 °C)
CHCls, 25 °C)

Timto zplsobem byla objasnéna struktura (+)-dihydromaritidinu, jakoZzto alkaloidu
haemanthaminového strukturniho typu, pro ktery nebyla dosud zverejnéna 13C NMR data.
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ZC-15-2 (19a)
M, =333.4,m=6.0mg C18H23NOs

1H NMR spektrum tohoto vzorku se na prvni pohled mirné lisilo od vyse diskutovanych latek
izolovanych z této rostliny. Dva singlety 61 7.01 (H11) a 6.89 (H8) a diastereotopické vodiky
s 2J =12.8 Hz (H7) opét svédcily o pritomnosti tetrahydroisochinolinového fragmentu. Déle
byly v1H NMR spektru zretelné multiplety odstinénych vodikovych signald ou4.78—4.73
(H1), 4.64—4.60 (H3) a olefinicky vodik rezonujici pti éu 5.78—-5.73 (H4), tIi singlety pattici
posun Su11b 2.85 a byl $tépen na dublet dublett s 3/ = 11.1 Hz a 3J = 1.9 Hz. JelikoZ latka
byla mérena v methanolu-ds nebylo mozné identifikovat dva vodikové atomy volného
hydroxylu. Nicméné dopocitdnim 'H a 13C signalti a molekulové hmoty byl zjistén sumarni
vzorec latky v tomto vzorku, u které nebyla predikovana struktura.
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Obrazek 114 'H NMR spektrum 19a mérena v CDs0D

Pomoci 2D NMR experiment byla uréena konstituce molekuly s v literatufe dobre
znamym pyrrolo[3,2,1-de]fenanthridinovym skeletem (Obrazek 115). 1D NMR data byla
porovnana s dostupnou literaturou. Byla nalezena shoda uréené molekuly se zndmym
lykorinovym AA, narcissidinem. Bohuzel ktomuto sekunddrnimu metabolitu nebyla
nalezena adekvéatni 13C NMR spektra. Kihara a spol.}”° uvadi bohuzel pouze 'H NMR spektra
meérend v CDCls a hodnotu optické otécivosti [a]§2: —-22.5° (¢ = 0.58, CHCIs), ktera je blizka

nami naméfené [al5’ = —19.4 ° (¢ = 0.17 g/100 ml, CHC).
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Obrazek 115 Stézejni HMBC korelace, COSY a H2BC korelace latky 19a
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Jind nalezena publikace!80 uvadi rentgenovou analyzu monoklonického krystalu ziskaného
z N-methylnarcissidin jodidu. Uvadéna konfigurace koreluje s relativni konfiguraci uréenou
NOESY experimentem béhem této identifikace. Tedy, Ze se HI1, H2, H3 nachazej
v ekvatorialni poloze cyklohexanového kruhu, o ¢emz svédéi NOESY korelace, kdy se prenos
jejich kros-relaxace nese jen po spinovém systému. Nizké hodnoty J-konstant (pokud jsou
vibec patrné) taktéZz odpovidaji popisovanému usporddani. H1 a H11b vykazuji slaby
krospik v NOESY spektru odpovidajici axidlné-ekvatoridlni{ orientaci; H11lb a H3a'
potom nemaji zadnou interakci prostorem, ¢imz je prokazano jejich trans-diaxialni
usporadani. Zminéné korelace jsou uvedeny na obrazku 116.

Obrazek 116 Vyznamné NOESY korelace v molekule narcissidinu

NMR analyzou byla identifikovdna struktura narcissidinu 19a, kterd nemohla byt porovnana
s publikovanymi referen¢nimi NMR spektry.
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ZC-15-3 (20a)
M;=303.4; m=8.3 mg Ci7H21NO4

Vzorek ZC-15-3 nemél pti prevzeti k NMR analyze zZddnou predikovanou strukturu obsazené
latky. Rozpustnost v CDsOD a molekulovd hmotnost definovéna byla. Jak vyslo identifikaci
najevo, jednalo se o alkaloid s lykorinovym skeletem stejné jako v ptipadé 19a. V 1D NMR
spektrech byly patrné signaly téchto charakteristickych uskupeni: dvé methoxy skupiny,
1,2,4,5-tetrasubstituované benzenové jadro (z toho dvakrat substituované elektronegativnim
kyslikovym atomem, ¢emuz odpovida vysoké odstinén{ uhlikd 149.4 a 149.2 ppm), izolovana
dvojnd vazba (olefinicky vodik a dva sp2-uhliky), a dal$i odstinéné alifatické signaly
a alifatické signaly molekuly 19a, viz obrézek 117.
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Obrazek 117 1D NMR spektra vzorku ZC-15-3

Strukturni analyza pomoci 2D NMR experimentti odhalila konstituci alkaloidu lykorinového
strukturntho typu (Obréazek 118)

Obrazek 118 Vyznamné korelace z 2D NMR experimentt 20a (HMBC, COSY)

Pri hledani v databazich védecké literatury byla nalezena interpretace pouze vodikového
NMR spektra latky této konstituce, které byla ve shodé se spektrem 20a (Experimentalni ¢ast
str. 151).181 Tato latka se v literature vyskytuje pod nézvy methylpseudolykorin nebo
9-O-methylpseudolykorin. Pro tuto diserta¢ni préci bude pouzit prvni z nazv{, nebot pii zde
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pouzitém ¢islovani (spravném dle IUPAC, nikoli vychazejicim z biosyntézy) na methylovany
hydroxyl nepripadé lokant 9, nybz 10.

Methylpseudolykorin se od lykorinu lisi pouze substituci benzenového jadra. V pripadé
lykorinu je substituentem 9 a 10 methylendioxy skupina. Lze tedy predpokladat,
Ze konfigurace 20a bude stejné jako u lykorinu, u néhoz byla absolutni konfigurace potvrzena
rentgenovou analyzou.'82 Vodikové spin-spinové stépeni a NOESY korelace (Obrazek 119)
ve spektrech 20a tuto domnénku potvrzuji.

Obrazek 119 Absolutni konfigurace methylpseudolykorinu 20a s pouzitym cislovanim, zndzornéné NOESY
korelace a odpovidajici struktura s minimalizovanou energii systému v Chem3D® programu
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3.3 Latky izolované z Vinca minor L.

Na Katedre farmaceutické botaniky se na izolaci alkaloid z barvinku menstho pracuje
jiz delsf dobu. Proto je slozité uvést presny pocet izolovanych a nésledné pomoci NMR
spektroskopie identifikovanych alkaloida.

Vramci této prace je komentovana identifikace latky 2la - vinka alkaloidu nového
strukturntho typu. Déle diskutovany alkaloid 22a je v literatute popisovan jako meziprodukt
totalni syntézy, nikoli jako izolovany sekundarni metabolit rostlinného metabolismu.
Strukturu 23a se nepodarilo nalézt v dostupnych databézich literatury, avsak jeji strukturni
motiv je pro vinka alkaloidy dobrfe znamy. Identifikovand a dosud nepopsané latka 24a
se fadi mezi bisindolové alkaloidy. Déle jsou popisovany struktury zndmych alkaloid 25a—
30a, pro které nebyla publikovana referenéni NMR spektra.

Soucasné byly identifikovany dobfe zndmé vinka alkaloidy, jejich analytickd data véetné
interpretaci 'H a 13C NMR spekter jsou v literature popsana, a bylo tedy mozné urcit shodu
nameérenych spekter sdaty uvedenymi v jednotlivych referencich. Jednotlivé potvrzené
alkaloidy jsou rozrazené podle strukturnich skupin:

e akuammilinovy typ:

akuammicin,!8 deacetylakuammiline,!'® pikrinin,!?! striktamin,'? vinoxin;!13
e aspidofraktininovy typ:

5-oxoaspidofraktinin; 184

e aspidosperminovy typ:
aspidospermidin,!®  14,15-dihydrovindolinin,!8  minovin,!’®  minovincin,!8”
minovincinin;*188

e bisindolovy:
vinkarubin;**129

e eburnanovy (vinkaminovy) typ:
eburnamonin,!8 19-oxoeburnamonin;!%°

e kebracaminovy typ:
vinkaminorin;110

e 2,3-seco-aspidosperminovy typ:
vinkatin (izolovan ve smési dvou diastereomeri);!

e tubotaiwinovy typ:
tubotaiwin;192

e vinkoranovy typ:
demethylalstonamid, 193 vinkorin;!22

e ostatni z indolovych alkaloidi:
2-ethyl-3-[2-(3-ethylpiperidinyl)ethyl]Jindol.194

Dale byl izolovan také venoterpin,!® ktery lze radit mezi pyridinové pseudoalkaloidy.

* Vobsahlé publikaci Williamse a spol.’®8 se bohuzel vyskytuje chyba na obrazcich
se zkoumanymi alkaloidy. Témeér vSechny uvedené struktury pozbyvaji a,f-nenasycenou
vazbu na ¢aste¢né nasyceném karbazolovém fragmentu molekuly. Nicméné uvedend NMR
data odpovidaji danym alkaloidim, jedn4 se jen o grafickou chybu.
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** Neéktet{ autoli spekuluji ptivod bisindolovych alkaloiddi jako produktd sekundarniho
metabolismu Apocynaceae rostlin.19
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VM81-93-3 (21a)
M, =310.4, m=3.5mg C19H22N202

Prvni vzorek z prezentovanych vinka alkaloidl byl ziskan ve velmi nizké navézce. Byl méren
jak v CDCls, tak v CDsOD, protoZe signal zbytkové vody v prvnim zminéném rozpoustédle
prekryval dilezité signaly chinolizidinovych CH» skupin (Obrazek 120). Ve spektru jsou
zfejmé aromatické signaly pro ¢tyri vodiky 1,2-disubstituovaného jadra, dva odstinéné
signdly s posunem pres 4.5 ppm, dva dublety diastereotopickych vodiki, dublet methylové
skupiny, ktery byl v CDCls ¢aste¢né prekryt signalem tuku, a dalsi alifatické signaly blize
nespecifikovanych vodika.
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Obrazek 120 'H NMR spektrum 21a v CDCls a CD30D bylo méfeno 32 skeny pro lepsi rozliseni

Uhlikové spektrum bylo méreno dostate¢né dlouhou dobu a po 27 704 skenech vykazovalo
uspokojivy pomér signal/Sum.
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Obrazek 121 '3C NMR spektrum latky 21a po 27 704 skenech méreno v CDCl3

JelikoZ citlivost 2D NMR experimentt je nastésti vyssi nez pro 13C NMR, nebylo prilis
problematické urcit strukturu latky 21a (avSak bylo nutné kombinovat vysledky z NMR
analyzy vobou rozpoustédlech). Fazové rozliSeny HSQC experiment identifikoval Sest
methylenovych skupin, dvé alifatické methinové skupiny a ¢tyti sp2-protonované uhlikové
atomy. COSY experiment pomohl ur¢it spinovy systém H5/H6, H1/H2/H3 a methyl vazany
na N-methinovy uhlik (Obrazek 122).
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Obrazek 122 HMBC a COSY korelace ve spektrech latky 21a kombinovany jak z méreni v CDCls, tak CD3OD

0]

Korelace H12 na C3 v HMBC spekter znamend prenos interakce pres pét vazeb v ramci
uréené konstituce 2la (v obou rozpoustédlech), coz je spiSe neobvykly ndlez u téchto
polycyklickych sloucenin. Nicméné vSechny ostatni korelace ztohoto experimentu byly
v souladu s uréenou strukturou.

Obrazek 123 Zobrazeni NOESY korelaci na modelu struktury 21a s minimalizovanou energii v Chem3D
programu s odpovidajici relativni konfiguraci uréenou pomoci krospikt H2/H12, H4a/H5

Kuréeni relativni konfigurace nebylo mozné vyuzit skalarni interakce kvili izolovanym
spinovym systémtim ddlezitych skupin. Avsak NOESY experiment prokéazal interakce mezi
N-methinovym vodikem H12 a methylenovou skupinou chinolizidinového fragmentu H2,
z ¢ehoz vyplyvd, Ze tyto vodiky jsou orientovany na stejnou stranu molekuly — nad rovinu
nebo pod rovinu. S tim dale souvisi konfigurace na C4a, protoZze vodik tohoto uhliku mé
v NOESY spektru krospik s H5 methylenové skupiny a zadny dalsi (Obrazek 123).

V databazich nebyla tato ani podobna molekula nalezena. Pribuznou skupinou se jevi byt
eburnanovy strukturni typ v Cele s (—)-19-oxo-eburnamoninem 21b, s nimz identifikovany
alkaloid sdili i zApornou hodnotu staceni polarizovaného svétla (Obrazek 124).

21a 21b

Obrazek 124 Nové identifikovany strukturni typ 21a v porovnani s eburnanovym typem 21b

Struktura 21a se vymyké vSem typlim dosud izolovanych alkaloid® z barvinku mensiho
ajinych druht celedi Apocynaceae. Proto bylo pouZito ¢islovani dle IUPAC nikoli podle
biosyntetického hlediska, které se mnohdy lisi podle volby autora.
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VM-11-4-4 (22a)
M, = 366.4;, m =7.8mg C21H22N204

Ke vzorku VM-11-4-4 nebyl predikovan z&dny alkaloid. Z 'H a 13C NMR spekter této latky
bylo zfejmé, Ze molekula bude obsahovat 1,2-disubstituované jadro, keton, ethylidenovou
skupinu, odstinénou methylenovou skupinu 6ci7 79.1 a kvarterni uhlik s charakteristickym
posunem 6c2 101.3, coz odpovidé odstinéni alesponi dvéma heteroatomy. Dalsi ze signéla
nebyly tolik specifické. Nicméné jiz pti pohledu na vodikové spektrum je pravdépodobné,
ze molekula bude pattit spiSe k méné komplikovanym strukturdm vinka alkaloid
(Obrézek 125).
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Obrazek 125 Vodikové spektrum vzorku VM-11-4-4

Pomoci 2D NMR experimentti byla postupné urcena konstituce molekuly 22a. Vzhledem
knapojeni indolinu na zbytek molekuly pres kvarterni sps-uhliky nebyl tento ukol
nejjednodussi. Krospiky v HMBC spektrech znacily napojeni indolinového jadra
s tetrahydrofuranovym cyklem (fragment A). V souladu s témito dikazy byl chemicky posun
poloaminaletherového uhliku 6c; 101.3. Fragment B byl ze spekter identifikovan
jako 3-ethylidenpyrrolidin. Zminéné popisuje obrazek 126.

fragment A fragment B
Obrazek 126 Urcené fragmenty molekuly 22a s vyznacenymi korelacemi z HMBC a COSY experimentd

Obdobnym zptisobem bylo identifikovdno propojeni téchto fragment ethylenovym
mistkem v pozici R*a R5. Krospikv v HMBC experimentu vodik& methylenoxy skupiny
a uhliku 6c15 51.6 prokazaly propojeni pozice oznacené R? a R7 (Obrézek 127). Karbonylovy
uhlik 6cs 193.3, ktery byl korelovan vodikovym atomem skupiny NCH a ukézal se tak byt
substituentem jak R, tak R¢. Vodik zminéné methinamino skupiny mél také korelaci pres tri
vazby na dalsi z kvarternich uhlik@i v ramci nové utvoreného cyklohexanonového kruhu,
u kterého jesté nebyl komentovan zbyvajici substituent R2 (Obrazek 127).
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Obrézek 127 Propojeni fragmentl A a B s vyznacenymi korelacemi z HMBC a COSY experimentu

Zbyvala methylesterové skupina jako R? substituent, u kterého nebyly pozorovany zadné
interakce pres vice vazeb, coz vazbé karboxylu na kvartern{ uhlikovy atom vysvétluje. U takto
polykondenzovaného systému bylo mozné uréit relativni konfiguraci, viz obrazek 128.

Obrazek 128 NOESY korelace vodikovych atomu latky 22a

Identifikovana struktura byla porovnana sdostupnymi molekulami v databdzich a byla
nalezena shoda s NMR daty. Prekvapivé slo o meziprodukt syntézy alkaloidu kalophylinu A,
nikoli o dfive izolovany rostlinny metabolit (Obrazek 129).120

1. Mel, THF
2. KOH, H,0

kalophylin A

Obrazek 129 Identifikovany alkaloid 22a jako meziprodukt totalni syntézy kalophylinu A120

Jak 22a tak kalophylin A se radi knovému strukturnimu typu Apocynaceae alkaloidd
s propojenim N4-C14. Li-Mei a spol.1°7 jej jako prvni izolovali z rostliny Winchia calophylla
A. DC. (Apocynaceae), strukturu popsal jak pomoci NMR analyzy, tak pomoci rentgenové
krystalografie, ze které byla potvrzena absolutni konfigurace (2S,4S,7S,14S,15S,16R).
Navrzena byla také pravdépodobnd biosyntetickd cesta transformace rhazimolu
na kalophylin A (zde se meziprodukt 22a nevyskytuje). To zaujalo tym Hudsona a spol.,'%8
kterf osvétlili kvantovymi vypocty Li-Meiovu navrzenou biosyntézu s tim, Ze predstavili jinou
alternativni biogenezi (pozn. na karboxylu kalophylinu A je chybné zachovana methylova
skupina). Pravé poslednim meziproduktem Hudsunovi alternativni cesty je nami
identifikovana molekula 22a, kterd byla o par let pozdéji pripravena ve zminéné totalnf
syntéze kalophylinu A, jejiz referenéni NMR spektra se shoduji s nAmi namérenymi.!20
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Spolupraci s Katedrou farmaceutické botaniky byla tedy prokazana existence 22a jakozto
sekundarntho metabolitu Vinca minor L, ackoli literatura zna tuto latku pouze jako
meziprodukt syntézy Apocynaceae alkaloidu.
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RV-010b1 (23a)
M, =370.5;m=9.3mg C22H30N203

K tomuto vzorku byla zndma jen molekulova hmotnost a velikost navazky, nikoli predikce
struktury obsazené molekuly. Analyzou HSQC spektra bylo zfejmé, Ze struktura RV-010b1
ma 1,2-disubstituované aromatické jadro, dvé odstinéné methylové skupiny 6u 3.72
(6c52.7) adu3.54 (6c 30.3), odstinény vodik methinové skupiny 6u 4.39 (6c 38.7),
odstinénou O-methinovou skupinu 6u 3.47 (6c74.2), pét methylenovych skupin
s diastereotopickymi vodiky (6c 56.6, 53.6, 31.1, 31.8, 22.4), dalsi dvé methylenové skupiny
(6c 55.2, 22.4) a dublet methylového signélu 6u 1.29 (6¢ 17.6). Dohromady s informacemi
o Stépeni signadld z!H NMR spektra a o chemickych posunech !3C signalli se dalo
predpokladat, Ze ve struktufe je pritomen N-methylindolovy cyklus, 1-hydroxylethylovy
fragment navazany na kvartern{ uhlik a methylester. Pro potvrzeni konstituce molekuly byly
meéreny HMBC, H2BC a COSY experimenty.
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Obrazek 130 Vodikové NMR spektrum dosud nepublikované 23a

V COSY a H2BC spektrech byly identifikovany spinové systémy a v HMBC spektrech bylo
uréeno provazani jednotlivych fragment N-methylindolového kruhu a azoninu, zobrazeno
na obrazku 131. Deviti¢lenny kruh kondenzovany s indolem je typicky pro kebra¢aminovy
strukturni typ.

Obrazek 131 HMBC, COSY a H2BC korelace ze spekter latky 23a zobrazené na methylesteru castecné
nasyceného azoninol[5,4-blindolu

Substituce kvarterniho uhliku a tercidrntho dusiku byla uréena analogicky. COSY experiment
v soucinnosti s HMBC experimentem prokézal propojeni heteroatomu s sp?-uhlikem
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propylenovym mistkem. Zbyvajicim substituentem kvarterntho uhliku 6cs 42.9 byl uréen na
zacatku zminény 1-hydroxyethyl, viz obrézek 132.

Obrazek 132 Konstituce molekuly 23a se zobrazenymi HMBC a COSY interakcemi

Nebyla nalezena shoda konstituce identifikované latky 23a s jiz publikovanymi. Bylo tedy
snahou urcit i relativni konfiguraci molekuly.

Konfigurace na chiralnich uhlicich a dusikovém atomu azabicyklododecenu je velice tézko
odhadnutelna kvili mnozstvi moznych konformaci.

Obrazek 133 Nalezené interakce v NOESY experimentu analyzované latky 23a a Cislovani pouzivané pro tento
strukturni typ

Pro porovnani posunt karboxymethinové skupiny se nabizl struktura vinkaminorinu
a vinkaminoreinu (C3-epimer), u kterych lze ocekévat rozdilny posun vodikového atomu
v z4vislosti na anizotropnim efektu pseudoaxialnich a pseudoekvatoridlnich vazeb. Prvni
zminény byl ptfipraven totilni syntézou aspidosperminovych alkaloidd skupinou Tan
a spol.110 a jeho konfigurace byla nésledné potvrzena rentgenovou analyzou (Obréazek 134).
Od latky 23a sestrukturné lisi vsubstituci kvarterntho sp?-uhliku C5, u néhoz
je 1-hydroxyethyl nahrazen ethylem. Chemicky posun H3 u syntetizovaného alkaloidu
je prezentovan jako 6.22 (1H, dd, J = 10.5 Hz, J = 1.5 Hz), coZ je znac¢né odliSné ve srovnani
s nami pozorovanym posunem 4.39 (1H, t, J=3.8 Hz).110 Rozdil vtéchto posunech
napovidd o jiné orientaci této skupiny, tedy vice odstinény vodik H3 pro 23b
v pseudoekvatorialnim usporadani a vodik H3 v molekule 23a v pseudoaxidlnim usporadani.
Porovnani 13C chemickych posunti je uvedeno v tabulce 3-10.

14.39 (t, / = 3.8 H?)|

23a vinkaminorin
23b

Obrazek 134 Srovnani chemického posunu H3 identifikované latky 23a a vinkaminorinu 23b, ktery ma
absolutni konfiguraci potvrzenou rentgenovou analyzou (smés enantiomer()!'°
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Farahanikia a spol.?> uvadi izolaci a identifikaci obou zminénych epimerti. Chemicky posun
H3 uhliku u vinkaminorinu 23b uvadi shodné sTanem!© jako 6.22 (multiplet),
ale u vinkaminoreinu je uveden posun 1.93—1.96 ppm pro tento vodik, coz je velice atypické
pro a-vodik (celd interpretace 'H NMR spektra vinkaminoreinu je zvlastni). Proto byly
vyhledéany dalsi latky pro srovnani.

Tabulka 3-10 Srovnani 13C chemickych posund pro novou latku 23a, C3 epimert - pfirodniho% vinkaminorinu
23b a ziskaného totalni syntézou,''? a vinkaminoreinu 23¢9

23a vinkaminorin vinkaminorein
23b 23c
pozice 23a 23b9% 23¢%
2 139.1 138.8 139.3
3 38.7 40.3 33.8
4 31.1 40.4 22.5
5 42.9 26.3 24.8
6 31.7 36.5 31.0
7 22.3 28.1 22.3
8 55.2 55.0 53.3
10 53.6 55.5 55.3
11 22.3 37.1 34.2
12 110.3 114.0 110.0
13 127.0 128.8 127.1
14 118.1 119.6 118.0
15 118.5 122.4 120.6
16 120.7 120.1 118.5
17 108.6 110.1 108.6
18 136.7 138.3 136.7
19 56.6 62.3 57.9
20 74.2 15.6 14.2
21 17.6 8.8 7.4
c=0 177.0 176.4 175.2
3-COOCHSs 52.7 53.6 52.5
NCH3 30.3 32.3 30.2
Tan a spol.10 uvadi uhlikové rezonance bez pfifazeni pozicim ve strukture 23b:
13C NMR (100 MHz, CDCl3) &: 174.9, 137.4, 136.9, 127.4,121.0, 118.8, 118.2, 112.0,
108.7, 60.9, 54.2, 53.6, 52.1, 39.0 (2x C), 35.8, 35.1 (2x Q), 30.9, 26.7, 23.1, 7.4.

Dalsi strukturné velmi podobné latky byly syntetizovany a popsany v praci Kutneyho
(70.1éta).111 Jak jiz bylo komentovano v ivodu (str. 50) identifikoval jednotlivé alkaloidy
s opac¢nou konfiguraci na C3 nez je ve skutecnosti, coz je podepreno vysledkem rentgenové
analyzy vinkaminorinu od Tana a spol.!l® Kdyz si uvédomime, Ze vSechny alkaloidy
prezentované v jeho préaci maji opa¢nou konfiguraci na tomto uhliku, lze z této prace pouzit
par zajimavych a uzite¢nych informaci.!1!
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Konfigurace 3S shodnd s23b je

vazédna kvyssimu odstinéni

H3 (umistén

pseudoekvatoridlng), opacna konfigurace 3R pak k odstinéni niz§imu. Druhé konfiguraci

spise odpovida C3 chiralni centrum izolované latky 23a. VSe shrnuje obrazek 135.

0—|3.80, dd (12.0, 2.0) |

vinkadin

16-methoxyvinkadin

Kutney a spol.
konfigurace prevzata,
ale na C3 je realné naopak

5.60, dd (12.0, 2.0)

epivinkadin

16-methoxyepivinkadin

6.10, dd (10.0, 2.0)|

vinkaminoridin

Farahanikia: 1.96-1.93, m
Vs.
25a: 3.90, dd (4.8, 2.9)

vinkaminorein 23c
podezreld data uvadi Farahanikia a spol.
- komentovano vice u 25a

Obrazek 135 Porovnani interpretaci signalu a-vodiku

vinkaminorin 23b
potvrzeno rentgenovou
strukturni analyzou
Tan a spol.

latek kebracaminového strukturniho skeletu. V praci

Kutney a spol.""" je pro uvedené latky konfigurace na C3 zjevné opacna, jak vyplyva ze srovnani

s vinkaminorinem 23b, jehoz absolutni konfigurace byla potvrzena

rentgenovou analyzou. Uveden

je i diastereomer 23, ktery vsak neni relevantnim dikazem, jak je déle diskutovano u 25a

Zvyse popsaného plyne, Ze konfigurace na C3 uhliku se spiSe blizi opacné nez

u vinkaminorinu 23b. Urceni absolutn{ konfigurace by pravdépodobné bylo mozné pomoci

derivatizace Mosherovym chloridem, coz vzhledem k nedostatku izolovaného materialu

nebylo provedeno.

Obrazek 136 Pravdépodobna relativni konfigurace latky
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Obrézek 136 zobrazuje pravdépodobnou konfiguraci v literatufe nepopsané latky 23a.
Bohuzel pro vodik chirdlni skupiny 1-hydroxyethylu neni mozné uréit pomoci NOESY
experimentu vztah ke zbytku molekuly vzhledem k volné rotaci sigma vazby.
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VM215-258-17-26-4 (24a)
M, =720.9; m=9.5mg Ca3H52N406

Pro popisovany alkaloid 24a byla namérena M, 360 (majoritni pik). Thned po zmeéreni
1D NMR spekter bylo evidentni, Ze udand molekulovd hmotnost patii Stepu molekuly
viz obrazek 137. Oblast vySsich frekvenci rezonance obsahovala ¢tyfi singlety, dublet
sJ=10.3Hz a kvartet sJ=7.2 Hz. Ztoho bylo mozné odhadnou, Ze molekula
pravdépodobné obsahuje dvé 1,2,4,5-tetrasubstituovana benzenova jadra a ethylidenovou
skupinu. V alifatické ¢asti byly dobre odlisitelné ¢tyti signély methoxy skupin a terminalni
methyl ethylidenového substituentu (typické pro nékteré vinka alkaloidy).

—187.46
_175.03
~172.72

I ||

i 1 |

Wl || Ll ]

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 0 10
f1 (ppm)

3
Obrazek 137 'H a '3C NMR spektra latky 24a

Po pftifazen{ jednotlivych signal@ analyzou spekter fazové rozliSeného HSQC experimentu
byly identifikovany tyto zvlastnosti: vysoce odstinény dublet (6us 6.16, J = 10.3 Hz) m¢l
krospik s methinovym uhlikem &cs 39.0, jedna se tedy o velice odstinény alifaticky vodik;
asignél Sciicia 26.7 odpovidal dvéma uhlikovym methylenovym skupinam (vztazeno
k velikosti integralu odpovidajicich vodikovych signéld).

Pomoci HMBC, H2BC a COSY experimentli byly postupné identifikovany oba indolové
fragmenty. Jednim znich je kebracaminovy skelet. Z porovnani chemickych posunt
a-vodikil jak je uvedeno u latky 23a, lze i v pripadé toho substrukturalniho fragmentu urcit,
ze esterové sethylovou skupinou jsou orientovany cis na 1-azabicyklo[6.3.1]dodekanu
v kebrac¢aminovém skeletu, viz obrazek 134.
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16.16 (d, /= 10.3 H2)

Obrazek 138 Fragment kebracaminového strukturniho typu substituovany v poloze 16 methoxy skupinou
a v poloze 15 druhym indolovym fragmentem. V ramecku je vyznacen chemicky posun H3 s charakteristickym
posunem pro c/s konfiguraci (35%,55%)

Vinkoranovy strukturni typ byl identifikovan ve druhém fragmentu molekuly (Obrazek 139).
Z hlediska chemického posunu je zajimavy zejména kvarterni uhlik diaminomethanového
uskupeni, ktery je vlivem elektronegativity substituentd odstinén az k 104.0 ppm. Tento
indolovy fragment, jehoZ N4 je vazan s C2 lze také nalézt ve struktute vinkarubinu.12°

104.0
R ppm

Obrazek 139 Benzochinoniminovy substrukturalni fragment (vlevo) a cela vinkoranova ¢ast (vpravo) latky 24a
s vyznacCenymi korelacemi z HMBC, H2BC a COSY experimentu

Nizkou hodnotou J-konstanty mezi a-vodikem karboxylu a sousednitho methinového vodiku
a krospiky v NOESY spektru (zndzornéno na obrazku 140) byla ur¢ena relativni konfigurace
tohoto fragmentu.

Obréazek 140 NOESY korelace vodikt vinkoranového strukturniho fragmentu s uréenou relativni konfiguraci

Propojen{ urcenych fragmentt bylo dok&zano interakei ptes tii vazby H14/C11'a H12'/C15
v HMBC experimentu. Bohuzel kvili vzdalenosti chirdlnich center nebylo mozné urdit
relativni konfiguraci celé molekuly, ale pouze pro vyse komentované fragmenty.
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Obrazek 141 Struktura molekuly 24a s vyznacenym cislovanim a HMBC korelacemi H14/C11" a H12'/C15,
pomoci kterych bylo identifikovano propojeni dvou indolovych jader

Na prvni pohled velice komplikované struktura byla diky dobfe odliSitelnym signalim
a korelacim identifikovana a porovnéna s dostupnou literaturou v databézich, kde nebyla
nalezena stejna molekula ve dtive publikovanych pracich.

Pro rozsiteni analytickych dat byla zmérena specificka optickd ot4civost, jejiz hodnota byla
—325.6 ° pti koncentraci ¢ = 0.86 g/100 ml a 27 °C (méreno v CHCls).
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VM73-110-2 (25a)
M, =3545 m=52mg C22H30N202

Alkaloid kebra¢daminového strukturntho typu byl identifikovdn ve vzorku pod kdédem
VM73-110-2 (25a). Z vodikového spektra je zjevnd blizka strukturni ptibuznost s 23a
(Obrézek 142).

il Ao 1wl
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7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

f1 (ppm)

Obrazek 142 'H NMR spektrum kebracaminového vinka alkaloidu 25a

Signdl termindlni methylové skupiny tvaru tripletu pfi 0.94 ppm a chybici odstinény
multiplet pti 3.76—3.70 ppm naznacuji strukturni zménu oproti 23a. Ethyl na C5 totiZ neni
v tomto pripadé substituovan hydroxy skupinou, coZ bylo potvrzeno 2D NMR experimenty,
jak je predstaveno na obrazku 143.

Obréazek 143 Dulezité interakce v HMBC a COSY spektrech latky 25a

Molekula této konstituce se jiz objevila v identifikaci latky 23a, jako 23c (Tabulka 3-10).
Dva chirdlni uhliky C3 a C5, tak vnasi do této molekuly konfiguraéni izomerii. Vzhledem
k posunu H3 vodiku je mozné se domnivat, Ze se jedna o latku s R-konfiguraci tohoto vodiku,
nebot 3S-izomer se vaze k vy$$imu odstinéni ekvatoridlni pozice tohoto vodiku, jak jiZ bylo

komentovéano u 23a.

Nicméné porovnéni s literaturou nevedlo k jednozna¢nému vysledku, viz tabulka 3-11. Opét
se jedné o porovnéni se ¢ldnkem tymu Farahanikia a spol.,?> nebot jako jediny uvadi NMR
interpretace vinkaminoreinu v literatute. Jsou vSak vrozporu snasi interpretact
a pritazenfm napt. pfirazeni pozice C4/Cl11 a C15/C16 je na prvni pohled opacni,
nezje uvedeno, a pravdépodobné stejnad situace je u C6/C20. Rozpory se nachazeji
jak ve vodikovém, tak uhlikovém spektru (napt. 1°C chemicky posun 14.2 pro C20 nelze najit
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ani u vinkaminorinu ziskaného totalni syntézou 23b ani u nasi 25a, a¢ se jedna
o diastereomery). Je to dalsi diikaz nevérohodnosti tohoto nékolikrat citovaného a v této
diserta¢ni praci komentovaného ¢lanku.

Tabulka 3-11 Porovnani 1D NMR interpretaci spekter a pfifazeni pro 25a a publikovany vinkaminorein 23c.%
Barevné jsou zvyraznéné nejvétsi rozdily v posunech uhliku

23c
pozice é6c 25a 6u25a 6c 23¢5 6123c%
2 139.3 139.3
3 38.1, prekryv 3.90, dd (4.8, 2.9) 33.8 1.96-1.93, m
4 33.9 2.46,dd (13.7, 2.8) 22.5 2.95-2.93, m
1.97,d (13.6)
5 38.1, prekryv 24.8
6 34.2 1.43-1.36, m 31.0 1.35-1.30, m
1.24-1.12, m 1.20-1.18, m
7 22.5 1.54-1.44, m 22.3 1.54-1.47, m
1.35-1.24, m 1.29-1.25, m
8 55.3 2.38-2.32, m 53.3 2.51-2.49, m
2.32-2.20, m 2.27-2.24, m
10 53.3 2.55-2.50, m 55.3 2.33-2.29, m
2.32-2.20, m 2.29-2.27, m
11 22.3 3.00-2.89, m 34.2 1.41-1.36, m
1.18-1.16, m
12 110.0 110.0
13 127.1 127.1
14 118.0 7.50,d (7.8) 118.0 7.50,d (7.1)
15 118.5 7.18,1(7.8) 120.6 7.17,1(7.0)
16 120.6 7.09, 1 (7.8) 118.5 7.07,1(7.0)
17 108.6 7.26,d (7.8) 108.6 7.24, Stépeni neuvedeno
18 136.8 136.7
19 57.9 3.16,d (12.5) 57.9 3.16,d (15.0)
1.61,d (12.5) 1.61,d (15.0)
20 31.0 1.35-1.24, m 14.2 1.25-1.20, m
1.24-1.12, m
21 7.4 0.95, t (7.5) 7.4 0.93,1(7.2)
Cc=0 175.2 175.2
3-COOCHS3 52.5 3.71, s 52.5 3.70, s
NCH3 30.2 3.54,s 30.2 3.52,s
[alp +27.6° +26.5°
(c=0.18 g/100 ml, CHCIz, 25 °C) (CHCl3)95. 199

Jediné, co se plné shoduje, je opticka otacivost, kterou Farahanikia uvadi (totozna s otacivosti
uvedenou Mokrym a spol.199). Coz se vSak netykd NMR dat vinkaminoreinu. Jistotou je vSak
prirazeni skupin atomt v této diserta¢ni praci.
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VM42-48-2 (26a)
M, =384.5, m=14.0mg C22H2sN204

Latka ve vzorku VM42-48-2 bez predikované struktury a s molekulovou hmotnosti 384 méla
pékné 'H NMR spektrum. Byla zfejma piitomnost 1,2,4-trisubstituovaného benzenového
jadra, dvou methoxy skupin &y 3.80, 3.74, odstinéného Sirokého singletu 6u 3.91, tripletu
terminalniho methylu 6 0.89 ethylové skupiny s J-konstantou 7.6 Hz, pricemz CH» vodiky
této skupiny byly diastereotopické 6y 1.44 (dq, J=15.2Hz, J=7.6Hz) a éu2.11 (dq,
J=15.2 Hz, J = 7.6 Hz), coZ vypovidalo o vazbé na stereocentrum (Obrazek 144).
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Obrazek 144 'H NMR spektrum latky 26a

Pomoci 2D NMR experimentd byla prokazdna konstituce eburnanového strukturniho
skeletu s 11-methoxy substituci (Obrazek 145).

Obrazek 145 HMBC, COSY a H2BC korelace latky 26a s eburnanovym strukturnim skeletem

Nésledna resersni prace byla velmi komplikovana vzhledem k velkému mnoZstvi publikaci
star$ich 50 let a prekryvu s pracemi o alkaloidu vinkaminu, ktery nemé methoxy substituci
indolového fragmentu. V té€chto publikacich byl ¢asto zmitiovan vincin, coz se ukazal byt jiny
nazev pro 11-methoxyvinkamin (i se stejné urcenou stereochemif). Nicméné k tomuto
alkaloidu bylo mozné nalézt, co se NMR dat tyde, pouze vodikové spektrum v praci Stroufa
a Trojanka.2% Pro identifikaci relativni konfigurace byla provedena analyza NOESY spekter.
Byly pozorovany krospiky vodikd ethylové skupiny H19 s N-methinovym vodikem H21,
avSak zadna NOE interakce s esterovym methylem 16-COOCHs, hovorila o konfiguraci
predstavené na obrazku 146.
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Obrazek 146 Prostorové interakce z NOESY spekter latky 26a

Pii dal$im badéni byla nalezena struktura 16-epivincinu, kterd byla v souladu s urcenou
relativni konfiguraci molekuly 26a, a soucasné v této publikaci byla interpretovana 3C NMR
data, které az na posun karboxylového uhliku korelovala s chemickymi posuny 13C signal
26a.201 U téchto latek je opét problematické ¢islovani a z toho odvijejici se nazvy totoznych
latek s riznymi lokanty, jak bylo komentovano v tivodni ¢asti (na obrazku tabulky 3-12).201

Tabulka 3-12 Srovnani 13C chemickych posunt 26a publikovanych v praci Neusse a spol.20" a naméfenych. Na

strukturach 16-epivincinu a 16-epivinkaminu je zndzornéné rozporuplné Cislovani eburnamoninového typu
alkaloidu

16-epivincin 14-epivinkamin = 16-epivinkamin
26a
Neuss a spol.

pozice 26a Neuss a spol.201 A namérené—Neuss
2 129.7 130.6 -0,9
3 44.4 44.4 0
5 50.9 50.9 0
6 16.5 16.5 0
7 105.9 106.0 -0,1
8 122.8 123.1 -0,3
9 118.5 118.4 0,1
10 109.4 109.1 0,3
11 156.0 155.7 0,3
12 97.0 97.4 -0,4
13 136.5 136.4 0,1
14 20.4 20.6 -0,2
15 24.1 24.1 0
16 82.9 83.0 -0,1
17 46.9 47.0 -0,1
18 7.5 7.4 0,1
19 28.9 28.7 0,2
20 36.5 36.1 0,4
21 58.8 58.7 0,1
C=0 172.5 171.2 1,3
COOCHS3 52.9 53.0 -0,1
11-OCHs 55.6 55.7 -0,1
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Srovnanim publikované specifické otacivosti vinkaminu a epivinkaminu lze nalézt korelaci
s nasimi vysledky a vincinem:

e vinkamin [a]§0= —5.0 ° (CHCl5)202, [a]2D2= +44.0° (c = 1.4, pyridin)203
e 16-epivinkamin [a]ﬁo =-36.4 ° (CHCl3)202
e vincin [a]§0= +26.0 ° (CHCl3)292 (= 11-methoxyvinkamin)

e 16-epivincin [a]€5= —29.1°(c=0.21 g/100 ml; CHCIs) v této disertacni préaci.

I pres odchylku vposunu karboxylového uhliku lze potvrdit molekulu 26a jako
(-)-16-epivincin.
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RV-001a (27a)
M, =340.4, m=12.8mg C19H22N203

1,2-disubstituované benzenové jadro bylo rozezndnoiv 1D NMR spektrech této analyzované
struktury 27a spolu s N-methylem, 1-hydroxyethylem, karboxylovym uhlikem 6c 177.2
a heteroatomem odstinénym kvarternim uhlikem ¢ 90.6.
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Obrazek 147 'H NMR spektrum latky 27a zobrazujici mimo jiné signdly 1,2-disubstituovaného aromatického
jadra a N-methylové skupiny

Jednotlivé  skupiny  Caste¢né nasyceného  furo[3,4-clkarbazolu  byly  pomoci
heteronukledrnich 2D NMR experimentd postupné propojeny, viz obrazek 148.
Identifikované uskupent laktonového s 1-hydroxyethylovou substituct je velice atypické.

Obréazek 148 HMBC a H2BC korelace atomu fragmentu 27a

Odpovidajici chemické posuny zbyvajici methylenové a ethylenové skupiny svédcily
o napojeni na druhy dusikovy atom (R?) do komplikovanéjsi hexacyklické struktury latky
27a, coZ bylo prokazano opét 2D NMR experimenty (Obrazek 149).

Obrazek 149 HMBC a H2BC korelace atomu latky 27a pikralinového strukturniho typu
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Pomoci NOESY experimentu bylo mozné pribliZit relativn{ konfiguraci, kterd korelovala
s velikosti spin-spinové interakce v systému H2 (6u 2.56, s) / H3 (6u 3.97, d, J = 4.6 Hz)
aH15 (1H, m) / H16 (6u 3.35, d, prekryv, J = 8.0 Hz) odpovidajici cis-usporadani vodika
na téchto spojich.

f1 (ppm)

40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12
f2 (ppm)

Obrazek 150 Urcena relativni konfigurace molekuly 27a se zobrazenymi NOESY korelacemi a alifatickou ¢asti
2D NOESY spektra. Na strukture je zobrazeno Cislovani pouzivané pro tento typ alkaloidu

V databazich védecké literatury byla nalezena shoda konstituce molekuly 27a hned s dvéma
popsanymi alkaloidy: raukubain izolovany z Rauwolfia salicifolia®** a quaternolin izolovany
z Alstonia quaternata.2% Izolaci druhého jmenovaného alkaloidu popisuje Jacquier a spol.206
ve svém ¢lanku i z jiného druhu Alstonia (Alstonia plumosa). BohuZel ani v jednom pripadé
nebyly publikovany interpretace 3C NMR dat. Pro raukubain byla prvné popsana data
z rentgenové krystalografie provedené kanadskymi védci2?4 a také CD spektra spolu
s 'H NMR daty v ramci prace ¢esko-kubanské spoluprace.2?” Quaternolin popsali Francouzi
pomoci IC spekira a retenéniho faktoru.205 V préci Sierra a spol.2”7 je pak komentovano
porovnéni derivatl téchto alkaloidd, ke kterym byla dostupnd adekvéatni data (*H NMR
spektra v C¢De; MS; IC; UV). Vysledkem porovnavani je tvrzeni, Ze se jedna pravdépodobné
o diastereomery na C19 a/nebo C20. Pri¢inou pak muze byt odliSny prekurzor syntézy,
a to quateroxin 27b a raukubainin 27c (Obréazek 151), na jejichz oxiranovém kruhu dojde
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k nukleofilnimu ataku karboxylatového aniontu na kvarterni uhlik tohoto spirocyklického
fragmentu.

27b a27c

Obrazek 151 Konstituce quaternoxinu 27b a jeho stereoizomeru raukubaininu 27c (prekurzory)

Nicméné porovnadnim 'H NMR spektra raukubainu 27¢ a naméreného vodikového spektra
je patrna shoda chemickym posunt zkoumané latky.207 AvSak nelze potvrdit popisovanou
absolutni konfiguraci (2R,3S,7R,15R,16R), kde navic chiralni centra C19 a C20 nejsou viibec

. y L : , : y “y 27
komentovana, protoZe nami popisovany alkaloid mél naméfenou [aly = +14.9°

(c=0.19g/100 ml; CHCls) oproti publikovanému [a]ﬁo = —-18.0° (CHCI3).297 Je tedy
pravdépodobné, Ze se jednid o enantiomer. Toto tvrzeni by bylo potfeba potvrdit daty
z rentgenové krystalografie.

V molekule bisindolového alkaloidu rausutraninu byl popsan substrukturalni fragment, ktery
byl pojmenovan kaberolin a m& podobnou konstituci jako 27a (rozdil je jen v substituci
aromatického jadra indolinu).2%8 Vpraci uvedena 3C NMR data odpovidajictho
pikralinového fragmentu koreluji snasi interpretaci uhlikovych chemickych posunt
(samozrejmé vyjma aromatického kruhu, ktery je ovlivnén zejména mezomernim efektem
11-OCHjs substituce).208

132



Vysledky s komentarem

Tabulka 3-13 Obrazek molekuly 27a a rausutraninu 27d - bisindolového alkaloidu s vinkoranovym
fragmentem (propojeni N4-C2) a pikralinovym fragmentem (propojeni N4-C3). Tabulka pak uvadi srovnani
13C NMR latky 27a a pikralinového fragmentu z popsané latky 27d208

vinkoranovy skelet

27a 27d
pozice 27a 27d208
2 78.6 78.7
3 45.8 46.0
5 50.4 50.4
6 33.6 33.9
7 40.7 40.3
8 141.4 133.6
9 120.6 122.4
10 120.1 115.8
11 127.0 157.3
12 109.6 94.8
13 153.1 155.3
14 30.0 30.2
15 32.2 32.2
16 48.4 48.4
17 177.2 177.0
18 17.2 17.3
19 68.8 68.8
20 90.6 90.6
N1-CHs 52.9 53.8
11-0OCHs3 - 56.1

Byla urcena konstituce latky, ktera jiz byla publikovana pod nazvy quaternolin a raukubain
(pravdépodobné vzajemné diastereomery). Vzhledem ktomu, Ze od raukubainu byla
zverejnéna 'H NMR data a shoduji se s nasi interpretaci, je mozné potvrdit i konfiguraci
navrhnutou ve zminované publikaci.20” S timto ¢lankem se neshoduje hodnota specifické
optické otacivosti, jejiz hodnota je opacna od nami zjisténé. Lze tedy predpokladat,
ze identifikovand latka 27a je enantiomerem, tedy (+)-raukubainem s konfiguraci
(2S,3R,75,155,16S,19S,20R). Urcité by bylo vhodné rozsitit publikované data o 3C NMR
interpretace a ovérit absolutni konfiguraci rentgenovou analyzou monokrystalu.
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RV-010a (28a)
M, =3825m=11.5mg C22H26N204

Pro vzorek RV-010a byla predpovézena mimo jiné i struktura minoriceinu
a 16-methoxyminovincinu na zakladé MS spektra (382.5). Vodikové spektrum odhalilo
1,2,4-trisubstituované benzenové jadro, dvé methoxy skupiny, neodstinény methyl a fadu
diastereotopickych methylenovych vodikd (Obrazek 152). Chemické posuny uhlikovych
signalll predstavily krom uhliki benzenového jadra dalsi dva sp2-uhliky, jejichZ intenzita
signalu nebyla posilena NOE efektem vodikd. Uhlik rezonujici pti nejvyssi frekvenci byl
soucasti alifatické karbonylové skupiny (6c21 212.1). Jmenované signaly tedy ukazovaly
na spravnost predikce struktury, tedy na minoricein/16-methoxyminovincin.

N
W)
e} O
N
H [0}

o\
10-methoxydeacetylakuammilin 10-demethoxyreserpilin minoricein
raunitidin 16-methoxyminovincin
tetraphyllin
s / /1 NN, / yavs

_
3

3 o' & b STONTRRD RGN ™m
S o o % SNoN~No mMRAAM
. i qo . . . . ‘Ln R e T T I O O | NvHv—I‘v—i
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0

f1 (ppm)
Obrazek 152 Struktury predikovanych znamych vinka alkaloidd a ziskané 'H NMR spektrum vzorku RV-010a
Bohuzel se nepodatilo v dostupné literature najit interpretaci 1*C NMR dat. Proto bylo

potteba potvrdit strukturu a priradit jednotlivé atomy pomoci 2D NMR experimentt
(Obrazek 153).

Obrazek 153 HMBC a COSY korelace mezi atomy v molekule 28a

Nejpodobnéjsi aspidosperminovy alkaloid s dostupnymi NMR daty a prokazanou
konfiguraci byl nalezen v molekule (—)-minovincinu 28b. Od popisovaného alkaloidu se lis
absenci methoxy substituce na aromatickém skeletu.18”- 209 Data dostupna klatce 28b
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(pripravena totalni enantioselektivni syntézou) byla pouZita pro srovnani. Lze predpokladat
korelaci stereochemie pro 28a a 28b, pokud by byly srovnatelné hodnoty 1D NMR dat
a specifické optické otacivosti, viz tabulka 3-14.

Tabulka 3-14 Porovnani 'H a 3C NMR dat (méreno v CDCl3) a specifické optické otacivosti 28a a 28b.20°
Hodnoty chemickych posund atoml oznacenych pozic na aromatickém jadie neni vhodné srovndvat.

Pro oznaceni pozic je pouzito historicky aplikované ¢islovani pro aspidosperminovy strukturni typ alkaloidu

O

7 ]
28b
pozice oc 28a o1 28a Oc 28b209 6 28b209
2 168.7 168.4
3 91.8 91.5
4 25.8 3.04,d (15.0) 25.9 3.06, d (15.0)
2.80, dd (15.0, 2.1) 2.80, dd (15.0, 2.0)
5 54.0 33.6 54.0
5a 67.7 3.24,d (2.1) 67.8 3.26,d (1.9)
6 31.1 2.00-1.91, m 31.2 1.99-1.88, m
1.43,td (13.0, 5.1) 1.42,td (13.1, 5.4)
7 22.3 1.91-1.83, m, prekryv 22.5 1.99-1.88, m
1.66-1.60, m 1.66-1.60, m
8 49.8 3.16-3.09, m 49.9 3.15-3.11, m
2.47,td (11.2,3.1) 2.47,1d (11.3, 3.2)
10 51.4 2.95,dd (8.3, 6.2) 51.6 2.96, dd (8.3, 6.2)
2.71,dd (11.4, 8.4, 4.3) 2.75-2.69, m
11 45.3 2.00-1.91, m 45.4 1.99-1.88, m
1.75,dd (11.4, 4.3) 1.76,dd (11.4, 4.2)
12 55.5 56.3
13 130.6 138.4
14 121.0 7.18,d(8.2) 121.2 7.30,d (7.4)
15 105.5 6.45, dd (8.2, 2.3) 120.8 6.92, dt (7.4, 0.9)
16 159.6 127.3 7.12,dt (7.6, 1.2)
17 96.9 6.38,d (2.3) 109.6 6.77,d (7.7)
18 143.6 142.5
19 168.2 168.4
20 25.2 1.89, s, prekryv 25.3 1.88, s
21 212.1 212.4
COOCHs 51.1 3.77, s 51.3 3.77, s
16-0CHs3 55.4 3.78, s - -
NH - 8.74 bs - 8.76, bs
[alp -400.0° -418.3°
(c=0.10g/100 ml, CH3OH, 25 °C) (c=0.49, CoHsOH, 23 °C)

Nézvy pro identifikovany alkaloid lze v literature nalézt dva — 16-methoxyminovincin210

a minoricein?!!, K druhé jmenované latce je zndma alespon hodnota [a]p = =554 ° (CH30H),

kterd se priblizuje hodnoté ziskané pro 28a. AvSak NMR data k minoriceinu v literature
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chybi. Na z&kladé podobnosti chemickych posun s28b byl alkaloid 28a pojmenovan
16-methoxyminovincin (korelace s tvorbou nazvii 16-methoxy derivatli vinka alkaloid().
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RV-017 (29a)
M, =3825m=11.3mg Ca3H30N203

Stejné molekuly jako pro latku 29a byly predpovézeny pro vzorek RV-017. Jiz z 'H NMR
spektra bylo jasné, Ze pljde o latku s N-methyl-6-methoxyindolinovym fragmentem,
N-methylovym, ethylovym a methylesterovym substituentem, viz obrazek 154.

[ /) // .

2 8 = A s S S S A

S oo S 9 HEHO M NoNN KT

— o~ M ™M M= - —-m — N — — <
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

Obrazek 154 Vodikové spektrum latky 29a

Tak jako u predchazejicitho alkaloidu 28a byl identifikovan aspidosperminovy strukturni typ
pomoci 2D experimentl (Obrazek 155).

Obrazek 155 Heteronuklearni HMBC a H2BC korelace mezi atomy v molekule 29a

Pii prohledant literatury nebylo mozné nalézt relevantni 13C NMR data, avSak konstituce byla
zndma pod ndzvy 16-methoxyminovin,2¢ N-methylervincein,!24 a jako meziprodukt syntézy
vindolinu.'?> Bohuzel k dispozici jsou pouze 'H NMR data se Spatnym rozliSenim, které
se kvilli své kvalité nehodily k porovnani.130. 131 Bylo potfeba potvrdit alesponi relativni
konfiguraci.

V NOESY spektru byl vyznamny krospik mezi N-methinovym vodikem a ethylovymi vodiky
(Obrazek 156), ktery nasvédcuje o relativni konfiguraci (5R*,5aR*,125*) molekuly 29a.

Obrazek 156 Korelace vodiki z NOESY experimentu latky 29a
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Pro zajimavost byla porovnana 13C NMR spektra latky 29a sdaty (—)-minovinu
pripraveného totalni syntézou, ktery se od identifikovaného alkaloidu lisi pouze methoxy
substituci indolinového jadra.2'2 Dal$im porovnavanym alkaloidem byl (+)-ervincein
s urc¢enou konfiguraci (5R,5aR,115S), ktery byl také pripraven asymetrickou totalni syntézou
a uvedenou specifickou otacivosti, kterd je opacn& oproti prirodnimu ervinceinu
([alp =-368° (c = 0.20, CHCl3)).213

Tabulka 3-15 Porovnani 13C chemickych posunt latky 29a, (-)-minovinu 29b,212 ktery se li3i absenci methoxy
skupiny na jadre a dale s (+)-ervinceinem 29c¢,2'3 ktery nema methylovany indolinovy dusik (méfeno v CDCls)

N
D0
N
| 0
A
29b

pozice 29a 29b212 29c213
2 167.4 167.1 168.1
3 93.1 92.7 92.8
4 30.1 30.0 25.4
5 37.5 37.4 38.2
5a 75.3 75.4 72.7
6 32.5 32.5 32.8
7 22.0 22.1 22.1
8 50.4 50.5 50.6
10 51.8 51.9 51.6
11 47.1 47.1 45.2
12 56.0 56.6 54.7
13 131.3 138.8 130.3
14 120.9 120.8 121.3
15 104.8 120.6 104.7
16 160.0 127.4 159.7
17 96.3 108.5 96.7
18 148.2 146.9 144.4
19 168.1 168.1 169.2

20 7.1 7.1 7.1
21 29.3 29.3 29.2
COOCHs3 50.9 50.9 50.9
16-0CHs3 55.5 - 55.4

NCH3s 36.0 36.1 -

[do -158.6° -17.0° +403.7°
(c=0.17 g/100ml, (c=0.35, CHCIs, 23 °C) (c=0.55, CHsOH, 19 °C)
CHCl3, 28 °C)

Co se tyce specifické optické otac¢ivosti minovinu, Yuan a spol.22 popisuje zévislost jejf
hodnoty na pouzitém rozpoustédle (pri pouziti EtOH je hodnota nulovd, coZ neni zplisobené
ee pomérem 1 : 1). Tato informace je zvlastni, protoze u jinych aspidosperminovych derivatd
tento problém komentovan neni. Také uvadi, Zze skladovani nevede k racemizaci.
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Nabizelo by se tedy, Ze v minulosti popsany 16-methoxyminovin,?#4 3,4-anhydro-4-
deacetoxy-6,7-dihydrovindolin (meziprodukt syntézy vindolinu),!3! kde uvedena otacivost
je [a]p = —204 ° (¢ = 0.17, CHCls) a N-methylervincein!®° je jedna a tat4z latka pouze v jiném
pomeéru enantiomert jako racemicka smes.

Vyzkouseli jsme tedy experiment s posunovym c¢inidlem. Vice neZ tti ekvivalenty Pirklova
¢inidla byly ptidany k 29a. Zmérené vodikové NMR spektrum prokazalo pritomnost jednoho
enantiomeru.

Porovnévanim chemickych posunt uhlikovych atomi latek 29a—c v tabulce 3-15 se mensi
rozdily mezi posuny projevovaly mezi 29a a 29b (kromé atomt aromatického jadra, jejichz
frekvence rezonanci byly ovlivnény pritomnosti OCHs skupiny a jejim mezomernim efektem
vpripadé latky 29a). Proto byl pro uclely této disertaéni prace zvolen nézev
(£)-16-methoxyminovin. Namétend data by kazdopadné bylo potieba doplnit analyzou
rentgenovou krystalografif a publikovat, aby se zamezilo podobnym nedorozumeénim.

Zajimavosti je, Ze tato molekula je soudasti struktury bisindolového vinka alkaloidu
vinkarubinu, ktery byl také v rdmci této prace také identifikovan. Jedné se o substrukturalni
fragment 11-methoxy-1-methylvinkadifforminu, jak popisuje Proksa a spol.122

139



Vysledky s komentarem

RV-006a (30a)
M, =280.4;, m=10.4mg C1oH24N2

Vzorek skoédem RV-006a byl do NMR laboratofe dodan s predikel struktury
aspidosperminového vinka alkaloidu 1,2-dehydroaspidospermidinu. Obrazek 157
prezentuje namétend 1D NMR spektra, ze kterych je na prvni pohled patrné, Ze molekula
obsazena ve vzorku mé sice 1,2-disubstituované benzenové jadro, ale pouze Sest
aromatickych uhlika.
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Obrazek 157 'H a 13C NMR spektra latky 30a s predpokladanou strukturou 1,2-dehydroaspidospermidinu

Proto byla provedena analyza pomoci 2D NMR experimentd, ktera osvétlila redlnou
konstituci molekuly s bicyklo[2.2.2]oktanovym fragmentem — aspidofraktininovy strukturni
skelet (Obrazek 158). Zjevny je vSak spolecny biosynteticky zaklad pro predikovanou
a identifikovanou molekulu 30a.

Obrazek 158 Vyznamné HMBC a H2BC korelace ve spektrech latky 30a

Urdena struktura je v literature znama jako aspidofraktinin (oba enantiomery), k némuz byla
jiz nékolikrat publikovana i totalni syntéza.l84 187. 215 216 Nicméneé stejné€ jako nameérena
opticka otacivost byla rozdilna nez publikovana, tak i NMR data vykazovala velké odchylky,
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viz tabulce 3-16. Samoziejmosti je rozporuplnost ¢islovani této struktury napri¢ publikacemi.
V této disertaci bylo vybrano z hlediska autorky nejprehlednéjsi ¢islovani.

Tabulka 3-16 Porovnani 'H, 13C chemickych posund a optické otacivosti 30a a aspidofraktininu 30b,'87 jehoz
struktura byla nékolikrat ovéfena totalni syntézou obou enantiomert. Nejvétsi rozdily jsou oznaceny barevné

N
N
aspidofraktinin
30a 30b
pozice 6c 30a 61 30a 6c 30b187 61 30b187
2 63.6 64.4
3 25.7 2.27-2.11, m 26.4 2.30-2.05, m
2.02-1.84, m 1.90-1.60, m
4 29.4 2.27-2.11, m 29.2 2.30-2.05, m
1.49-1.36, m 1.35-1.15, m
5 30.3 31.3
5a 67.4 3.80, s, prekryv 68.9 3.15-3.05, m
6 33.2 1.71-1.59, m 35.8 1.52, m
1.49-1.36, m 1.35-1.15, m
7 15.2 2.02-1.84, m 17.0 1.90-1.60, m
1.80-1.73, m 1.35-1.15, m
8 46.8 3.54,td (13.8, 4.1) 47.8 3.15-3.05, m
3.43-3.31, m 3.03,td (13.0, 3.1)
10 50.3 3.86-3.78, m, prekryv 50.7 3.24, q (8.4)
3.43-3.31, m 3.15-3.05, m
11 32.7 2.94, ddd (15.1, 9.2, 2.5) 34.6 2.72,ddd (13.8, 8.4, 3.6)
2.02-1.84, m 1.90-1.60, m
12 57.3 57.0
13 135.5 139.8
14 123.2 7.60,d (7.5) 122.1 7.34,dd (7.4, 1.2)
15 120.9 6.83, t(7.5) 119.8 6.78,td (7.4, 1.2)
16 128.0 7.05,t (7.5) 126.7 7.00, td (7.4, 1.2)
17 110.8 6.64, d (7.5) 110.8 6.63, dd (7.4, 1.2)
18 149.0 149.9
19 35.0 1.71-1.59, m 35.0 1.42, m
1.49-1.36, m 1.35-1.15, m
20 30.2 2.02-1.84, m 31.3 1.90-1.60, m
1.49-1.36, m 1.35-1.15, m
[alb +37.0° -18.8° (¢ = 0.8, CHCl3, 23 °C)187
(c= 0.3 g/ 100 ml, CHCIz, 26 °C) +12.0 ° (¢ = 0.3, CHCls, 20 °C)216

Je zfejmé, Ze se jedna o latku sjinou konfiguraci, nez jakou ma aspidofraktinin 30b.
Co se chiralnich center tyce, pak zejména rezonance 30b N-methinového vodiku 3.15-3.05,
ktery se nachazi v multipletu, je oproti 3.80 prekrytému singletu v 30a velice rozdilna.

Bohuzel vsak diky velice podobnym rezonancim alifatickych vodikdi nebylo mozné urcit
alespori relativni konfiguraci pomoci NOESY experimentu. Nepodatilo se pripravit
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ani monokrystal na rentgenovou analyzu, proto 1ze jen konstatovat, Ze 30a je diastereomerem
30b na zékladé rozdilnych NMR spekter a hodnoty optické otacivosti. Také byla provedena

zkouska s posunovym c¢inidlem, kterd potvrdila pritomnost pouze jednoho enantiomeru
ve vzorku.
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V této praci bylo identifikovano tficet alkaloiddl, jejichZ struktura je Uplné nova nebo
v literatufe nedostatené popsand zhlediska NMR spektroskopie. Zrostlin celedi
Amaryllidaceae byly izolovany latky 1a—20a. Z rostliny Vinca minor L. (Apocynaceae) byly
ziskany latky 21a—30a.

Molekuly 1a—5a a 21a patii k dosud nepopsanym strukturnim typtim alkaloid a latky 11a—
13a mezi derivaty vzniklé béhem izolace (izola¢ni artefakty). Déle byla potvrzena struktura
23 Amaryllidaceae alkaloidd, 20 vinka alkaloidi a jednoho pseudoalkaloidu se zndmymi
interpretacemi 13C NMR spekter v literatufe. Zajimavy fenomén osové chirality byl
identifikovan u latek 3a, 4a, 6a, 14a, pro jehoz potvrzeni bylo vyuzito dynamické NMR
analyzy, kdy byla vazbam somezenou volnou rotaci dodédna dostatecné velka energie
v podobé zvysujic se teploty pro prekonéni této bariéry.

Pro splnéni cill této prace byly vyuzity rizné metody NMR spektroskopie spolu s rozsédhlou
reSersSni praci. V nékterych pripadech byla zapojena do uréeni relativn{ konfigurace molekul
analyza chiroptickymi metodami. Nedilnou soucéasti bylo zjisténi molekulové hmotnosti
zkoumanych latek, coz bylo provedeno kolegy na spolupracujicich pracovistich, stejné jako
zjisténi hodnoty specifické optické ot&civosti, cirkularniho dichroismu a rentgenové difrakee.

Rada vysledki ztéto prace jiz byla publikovana vimpaktovanych ¢asopisech a dalsf
popisované nové latky budou prezentovany v nejblizsi dobé.



5 EXPERIMENTALNI CAST
Pouzité chemikalie a rozpoustédla byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich.

5.1 Pristrojové vybaveni a obecné experimentalni postupy
KNMR analyze byl vyuzit spektrometr vyrobce Varian VNMR S500, jehoZ pracovni
frekvence pro jadra vodiku je 499.87 MHz a pro jadra izotopu uhliku 125.70 MHz. VSechny
NMR experimenty byly méfeny na Sirokopasmové, dvoukandlové gradientni sondé
OneNMR. Vzorky byly rozpustény vnékterém z deuterovanych rozpoustédel
(chloroform-de, methanol-ds, dimethylsulfoxid-ds, pyridin-ds a aceton-ds). Zbytkovy signdl
rozpoustédla byl referencovan neptimo k tetramethylsilanu, viz tabulka 5-1.

Tabulka 5-1 Pouzité hodnoty chemickych posund deuterovanych rozpoustédel

rozpoustédlo 'H chemicky posun [ppm] 13C chemicky posun [ppm]
CDCl3 7.26 77.00
CDs0D 3.30 49.00
(CD3)2SO 2.49 39.70
CsDsN 7.19, 7.55, 8.71 123.50, 135.50, 149.50
(CD3)2CO 2.04 29.80, 206.30

Informace v interpretaci vodikovych spekter jsou uvadéna v poradi: chemicky posun,
integrovana kiivka, multiplicita (singlet (s), Siroky singlet (bs), dublet (d), Siroky dublet
(br d), dublet dublett (dd), dublet triplett (dt), dublet dublet triplett (ddt), triplet (1), triplet
dublettl (td), kvartet (q), multiplet (m)), prekryv, J-konstanta stépeného signalu a konec¢né
prifazeni pozici ve struktute.

Vodikovy experiment byl méfen se zuzenou spektrélni Sitkou nejéastéji s 8 skeny
(pro dynamickou NMR analyzu pak s 32 skeny). Pocet skent v 13C NMR experimentu byl
volen s ohledem na molekulovou hmotnost a velikost navazky vzorku. Podle dostupného
latkového mnozstvi vzorku byly také upraveny parametry 2D NMR experimentt vychoziho
nastaveni, viz tabulka 5-2. Pro NOESY experiment byl také upravena délka smésovacitho
¢asu v rozmezi 600—800 ms.

Tabulka 5-2 Upravované parametry vychoziho nastaveni 2D NMR experimentd na VNMR S500 instrumentu

experiment Pocet skenu pocet inkrementt
gCosy 4,8 512
NOESY 8 512
gHSQC 8,16 512

gHMBCAD 8,16 512, 1024
gH2BC 8,16 194 (max.)
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Vzorky byly méfeny pii teploté 25 °C s vyjimkou dynamické NMR analyzy, pfi niZ byla
pouzita teplota vyssi (pro vzorek v CDCls: 25 °C, 50 °C, 60 °C; v DMSO-de: 25 °C, 50 °C,
60 °C a pak po 5 °C se zvySovala az do 115 °C, kdy bylo dosazeno bodu koalescence).

Molekulova hmotnost latek byla mérena na pristrojich:

e Waters Synapt G2-Si s hybridnim analyzatorem typu jednoduchého kvadrupdlu
spojeného s detektorem doby letu (Q-TOF) ptipojeny k systému Waters Acquity I-Class
UHPLC; ESI-HRMS

o Agilent 7890A GC 5975 vnitfni MSD pracujici v EI reZimu na 70 eV; EI-MS

e Thermo Finnigan LSQDuo; ESI-MS.

Specifickd optickd otacivost byla méfena na polarimetru P3000. Cirkularni dichroismus byl
meéren na spektrometru JASCO J-815 za laboratorni teploty (méfeno ve spolupraci
s Veterinarni a farmaceutickou univerzitou Brno — PharmDr. Milan Malanik, Ph.D.).
Rentgenovou analyzu provedl profesor Ale§ Riizicka z Univerzity Pardubice.

5.2 Charakterizace identifikovanych latek

TH NMR (500 MHz, CDCl3) é: 7.10 (1H, s, prekryv, H7"), 7.09
(1H, dd, piekryv, /= 7.4 Hz, /= 1.0 Hz, H4""), 7.00-6.96 (2H,
m, AA’BB’, H8, H4), 6.82 (1H, dd, /= 7.4 Hz, /= 1.0 Hz,
H6"’), 6.76 (1H, s, H4"), 6.72 (1H, t, pfekryv, /= 7.4 Hz, H5"'),
6.72-6.68 (2H, m, AA’BB’, H7, H5), 3.84 (6H, s, C6'-OCHs,
C5’-0OCHs3s), 3.45 (1H, d, /= 14.0 Hz, H1'), 3.32 (1H, dt,
5 prekryv, /= 17.3 Hz, /= 8.8 Hz, H2""), 3.29 (1H, d, prekryv,
J=14.0 Hz, H1'),3.20 (1H, dt, /= 17.3 Hz, /= 8.8 Hz, H2"),
. 2.98 2H, t, /= 8.8 Hz, H3"), 2.65 H, t, /= 7.4 Hz, H2),
2.58-2.46 (2H, m, H1), 2.21 (3H, s, N1""-CH3s), 2.20 (3H, s,
N-CHs3); 13C NMR (125.7 MHz, CDCl3) é: 154.0 (C6), 150.4
(C7"a), 148.1 (C6'), 146.9 (C5"), 132.5 (C3), 132.1 (C3"), 131.2 (C3"a), 130.5 (C6™), 130.1 (C2"),
129.8 (C4, C8), 123.3 (C4'), 123.0 (C7"), 117.9 (C5"), 115.1 (C5, C7), 113.2 (C4"), 111.1 (C7",
59.2 (C1), 58.5 (C1"), 57.1 (C2"”), 55.9 (C5'-OCHs3 nebo C6'-OCHs3), 55.8 (C5-OCHs nebo
C6’-0CHs3s), 42.3 (N-CH3), 38.6 (N1""-CH3), 32.8 (C2), 28.6 (C3"’); HRMS (TOF-ESI+): m/zvypocteno
pro C27H32N203+ [M+H]+ 433.2486, nalezeno 433.2488.

TH NMR (500 MHz, CDCl3) é: 7.08 (1H, dd, prekryv, /= 7.4 Hz,
H4'"), 7.07 (1H, s, prekryv, H7’), 7.00-6.94 (2H, m, AA’BB’,
H8, H4), 6.79 (1H, d /= 7.4 Hz, H6""), 6.75-6.72 (3H, m,
prekryv, H7, H5, H4’), 6.70 (1H, t, pfekryv, /= 7.4 Hz, H5"'),
i 5.99 (1H, s, -OCH20-), 5.98 (1H, s, -OCH20-), 3.46 (1H, d,
J=13.2 Hz, H1"), 3.35 (1H, dt, /= 17.5 Hz, /= 8.7 Hz, H2"'),
3.27 (1H, d, /= 13.2 Hz, H1"), 3.16 (1H, dt, /= 17.5 Hz,
J= 8.7 Hz, H2"'), 3.00-2.93 (2H, m, H3"), 2.66-2.58 (2H, m,
: H2), 2.56-2.45 (2H, m, H1), 2.23 (3H, s, N1""-CH3s), 2.18 (3H,
s, N-CH3s); 13C NMR (125.7 MHz, CDCl3) é: 153.9 (C6), 150.4
(C7"a), 147.0 (C6"), 145.9 (C5"), 133.3 (C37), 132.2 (C3), 131.2 (C3""a), 130.6 (C2"), 130.4 (C6"),
129.7 (C4, C8), 123.4 (C4"), 122.9 (C7"), 118.1(C5""), 115.2 (C5, C7), 110.2 (C4'), 108.6 (C7"),
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101.0 (-OCH20-), 59.3 (C1), 58.3 (C17), 57.1 (C2""), 41.9 (N-CH3), 38.8 (N1""-CH3), 32.7 (C2), 28.6
(C3"); HRMS (TOF-ESI+): m/ z vypocteno pro C26H28N203+ [M+H]+ 417.2173, nalezeno 417.2172.

Smés atropoizomerd

TH NMR (500 MHz, CDCI3) é: 7.15 (2H, s, H7'), 7.14 (2H, s,
H7"), 7.07 (4H,d, /= 7.4 Hz, H4"'), 6.93-6.96 (4H, m, H8, H4),
6.77 (4H,d, /= 7.4 Hz,H6"'), 6.74 (4H, s, H4'), 6.71-6.65 (8H,
m, H7, H5, H5"), 3.84 (12H, s, 5'-OCHs), 3.82 (6H, s,
6’'-OCHs), 3.81 (6H, s, 6'-OCHs), 3.43 (2H, d, /= 14.5 Hz,
H1%), 3.37 (4H, s, H1’), 3.29 (2H, d, /= 14.5 Hz, H1'), 3.27-
3.17 (8H, m, H2"), 2.99-2.91 (8H, m, H3"'), 2.66-2.42 (8H, m,
H2, H1), 2.14 (6H, s, N1"'-CHs), 2.12 (6H, s, N1"-CH3); 13C
NMR (125.7 MHz, CDCl3) &: 153.7 (2x C6), 150.3 (2x C7"a),
150.2 2x C7"a), 147.9 (4x C6'), 146.7 (4x C5%), 132.8 (2%
C3), 131.9 (2x C3’), 131.8 (2x C3'), 131.2 (2x C2", 131.1
(4x C3"a), 131.0 (2x C2'), 130.3 (2x C6"), 130.4 (2x C6""),
129.9 (2x C4, 2x C8), 123.3 (4x C4'), 122.8 (4x C7"), 117.9 (2x C5"), 117.8 2x C5"), 114.9
(2x C5,2x C7),113.2 (2x C4), 113.1 (2x C4"), 110.6 (2x C7"), 110.5 (2x C7'), 57.1 (2x C2"),
57.0 (2x C2"), 55.9 (4x 5'-0OCHs3s), 55.6 (4x 6'-OCH3), 55.4 (C1), 55.2 (C1), 55.1 (2x C1'), 55.0
(2x C1'), 38.51 (2%x N1"-CH3s), 38.48 (2x N1"-CH3s), 32.8 (2x N1-CH3), 32.7 (2x C2), 28.6 (2X
C3"); HRMS (TOF-ESI+): m/z vypocteno pro CasHs9N30s+ [M+H]+ 700.3745, nalezeno 700.3743.

Smés atropoizomerd
TH NMR (500 MHz, CDCl3) &: 7.17 (1H, s, H7’), 7.15 (1H, s,
H7"), 7.10-6.99 (4H, m, prekryv, H11’, H11"), 7.03 (1H, s,
prekryv, H7'), 7.01 (1H, s, pfekryv, H7'), 6.92-6.85 (4H,
m, H4, H8), 6.78-6.74 (2H, m, H9’, H9"’), 6.74 (1H, s, H4’),
6.73 (1H, s, H4"), 6.72-6.68 (6H, m, H5, H7, H9’, H9""),
6.68 (2H, s, H4"'), 6.68-6.62 (4H, m, H10’, H10"'), 5.96
(4H, s, -OCH20-), 3.87 (3H, s, prekryv, 6'-OCH3), 3.86
(3H, s, prekryv, 6'-OCH3), 3.84 (3H, s, prekryv, 5'-OCH3),
3.83 (3H, s, prekryv, 5'-OCHs3), 3.46-3.40 (2H, m, H1’),
i 3.40-3.34 (2H, m, H1’), 3.31-3.11 (12H, m, H13’, H1",
4a H13’"), 2.98-2.90 (8H, m, H12’, H12"), 2.59-2.42 (8H, m,
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" H1, H2), 2.16 (3H, s, prekryv, N14’-CH3), 2.16 (3H, s,
prekryv, N14'-CHz), 2.13 (3H, s, prekryv, N14"/-CH3), 2.12 (3H, s, pfekryv, N14’’-CHs); 13C NMR
(125.7 MHz, CDCl3) é: 153.72 (C6), 153.68 (C6), 150.39 (C14'"a), 150.36 (C14''a), 150.25 (C14’a),
150.23 (C14’a), 148.01 (2x C6'), 146.86 (2x C5’"), 146.72 (2x C5'), 145.47 (2x C6"), 132.88
(2x C3, 2x C3"), 132.71 (2x C2’), 131.77 (2x C3"), 131.12 2x C11’a, 2x C11"7a), 131.06 (2%
C2’), 130.41 (C9’ nebo C9""), 130.31 (C9’ nebo C9”"), 130.29 (C9’ nebo C9”), 130.19 (C9’ nebo
C9"),129.79 (2x C4,2x C8),123.31 (2x C11’,2x C11""),122.84 (2x C8',2x C8'’),117.98 (C10’
nebo C10”), 117.95 (C10’ nebo C10""), 117.84 (C10’ nebo C10"), 117.79 (C10’ nebo C10"),
115.00 (2%x C4, 2x C8), 113.25(C4'), 113.15(C4"), 110.89 (2x C7’), 110.15 (C4’"), 110.08 (C4""),
108.15(C7’"),107.97(C7'’),100.81 (2x -OCH20-), 57.02 (C13’,C13""), 56.98 (C13’,C13"’), 55.95
(2x 5'-0OCH3s), 55.79 (2x 6'-0OCHs), 55.59 (C1), 55.34 (C1), 55.19 (C1""), 55.09 (C1""), 55.03 (C1"),
54.92 (C1’), 38.66 (N14’-CH3s), 38.57 (N14"'-CHs, 2x N14’-CH3s), 32.72 (C2), 32.53 (C2), 28.61
2x C12/,2x C12").
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1H NMR (500 MHz, CDs0D) & 8.24 (1H, d, /= 7.7 Hz, H4’), 7.73 (1H, bs,
H2%), 7.63 (1H, s, H13), 7.49 (1H, d, / = 7.7 Hz, H7"), 7.31-7.22 (2H, m,
H6’, H5’), 7.13 (1H, s, H10), 5.58-5.55 (1H, m, H4), 4.30-4.27 (1H, m,
H6), 3.96 (3H, s, 12-OCHs), 3.83 (3H, s, 11-OCHs), 3.80-3.73 (1H, m,
H7a), 3.30-3.20 (1H, m, H2), 3.11 (1H, d, / = 10.4 Hz, H7), 2.81-2.71
© (1H, m, H2), 2.71-2.58 (1H, m, H3), 2.57-2.48 (1H, m, H3), 2.44 (1H, d,
 J=18.0 Hz, H5), 2.25 (1H, d, / = 18.0 Hz, H5), 2.19 (3H, s, N1-CH3);
: 13C NMR (125.7 MHz, CDs0OD) & 194.8 (C=0), 151.4 (C12), 148.5 (C11),
138.7 (C7'a), 138.2 (C2’), 137.4 (C3a), 134.9 (C9), 133.9 (C8), 127.5
(C3'a), 124.8 (C6’), 123.6 (C5), 122.9 (C4"), 119.7 (C4), 119.2 (C3"),
114.1 (C13), 113.7 (C10), 113.2 (C7"), 71.0 (C6), 67.5 (C7a), 56.6 (11-OCHs), 56.5 (12-OCHs),
56.0 (C2), 45.4 (C7), 42.1 (N1-CHs), 36.2 (C5), 28.1 (C3).

Smés atropoizomeru

TH NMR (500 MHz, CDCI3) é: 7.11 (1H, s, H3’), 7.08 (1H, s,
H3"), 7.04 (2H, d, /= 7.5 Hz, H11'), 6.87 (1H, d, /= 7.5 Hz,
i H9), 6.78 (1H, s, H6Y), 6.77 (1H, s, H6'), 6.73 (1H, d,
. J=17.5Hz, HY), 6.69 (1H, t, /= 7.5 Hz, H10"), 6.66-6.59
: (2H, m, H7), 6.63 (1H, t, pfekryv, /= 7.5 Hz, H10’), 6.55
(1H, d, /= 8.2 Hz, H8), 6.44 (1H, d, /= 8.2 Hz, H8), 6.03
(1H, d, prekryv, / = 10.1 Hz, H1), 6.02 (1H, d, prekryv,
/= 10.1 Hz, H1), 5.98-5.93 (2H, m, H2), 5.62 (2H, bs, OH),
4.54 (1H, bs, H4a), 4.43 (1H, bs, H4a), 4.14-4.07 (2H, m,
H3), 3.98 (1H, d, /= 14.8 Hz, H9), 3.86 (1H, d, /= 15.1 Hz,
: : H9),3.87 (3H, s, 5'-OCH3), 3.86 (3H, s, 5'-OCH3), 3.84 (6H,
s, 6-0OCH3), 3.71 (1H, d, /= 14.8 Hz, H9), 3.56 (1H, d, /= 15.1 Hz, H9), 3.49 (1H, d, /= 13.7 Hz,
H1%), 3.43 (2H, s, prekryv, H1"), 3.41 (1H, d, prekryv, /= 13.7 Hz, H1'), 3.30-3.17 (3H, m, H13’),
3.17-3.05 (3H, m, H13’, H11), 3.02-2.89 (4H, m, H12’, H11), 2.87-2.77 (2H, m, H12', H11), 2.69-
2.61 (2H, m, H4), 2.38 (2H, bs, OH), 2.22 (3H, s, N14'-CH3s), 2.18 (3H, s, N14'-CH3), 2.01-1.90
(3H, m, H4,H12), 1.74 (1H, td, /= 13.6 Hz, /= 2.3 Hz, H12), 1.49 (1H, d, /= 13.4 Hz, H12), 1.35
(TH, d, /= 13.6 Hz, H12); 13C NMR (125.7 MHz, CDCI3) é: 150.4 (C14’a), 150.3 (C14’a), 145.8
(C5a), 145.7 (C5a), 145.0 (C4'), 144.8 (C4’), 144.6 (2x C5’), 143.9 (2x C6), 133.3 (2x C8hb), 132.0
(C7, 131.9 (C7"), 131.0 (2x C2’, 2x C117a), 130.5 (C9"), 130.3 (2x C8a, 2x C9’), 127.3 (2x C1),
127.3 (2x C2), 123.2 (2x C11'), 123.0 (C8’), 122.9 (C8’), 122.0 (C8), 121.9 (C8), 117.8 (2x C10"),
114.8 (C3"), 114.6 (C3"), 113.0 (C6"), 112.9 (C6"), 111.1 (C7), 111.1 (C7), 88.7 (C4a), 88.6 (C4a),
62.1 (C3), 62.1 (C3), 58.4 (C9), 58.2 (C9), 57.1 (C13"), 57.0 (C13"), 56.0 (2x 5'-OCH3s), 56.0 (2x
6-0CH3), 54.6 (C1), 53.8 (C1’), 51.9(C11), 51.1 (C11), 48.3 (H12a), 48.2 (H12a), 38.6 (14'-CH3),
38.6 (14'-CH3), 34.7 (C12), 34.0 (C12), 29.9 (C4), 29.9 (C4), 28.6 (C12"), 28.6 (C12").

TH NMR (500MHz, CDCl3) & 7.49 (1H, s, H8), 6.95 (1H, s, H11), 6.08
(1H, s, -OCH20-), 6.06 (1H, s, ~OCH20-), 5.69 - 5.65 (1H, m, H4),
. 4.62 (1H, bs, H5a), 4.43-4.40 (1H, m, H5), 3.16 (1H, dd, /= 9.6 Hz,
. /=3.1Hz, H2), 2.87 (1H, dd, /= 9.6 Hz, /= 2.2 Hz, H11b), 2.65 (IH,
. d,/= 9.6 Hz, H11c), 2.57-2.46 (2H, m, H3), 2.26 (1H, dd, /= 19.1 Hz,
. /=9.6Hz, H2), 2.06 (3H, s, N1-CHs); 13C NMR (125MHz, CDCl3) &
. 164.7(C7), 151.8 (C10), 147.9 (C9), 145.3 (C3a), 139.4 (C11a), 118.5
___________________________ 7a 1 (C7a), 118.2 (C4), 109.8 (C8), 108.7 (C11), 102.1 (-OCH0-), 82.3

(C5a), 67.1 (C5), 66.9 (C110), 56.1 (C2), 43.6 (N1-CHz), 39.9 (C11b),

27.8 (C3).
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TH NMR (500 MHz, CDCls) é: 13.38 (1H, bs, COOH), 7.60 (1H, s, H10),
7.43 (1H, s, H13), 5.78 (1H, s, H4), 4.86 (1H, d, /= 4.9 Hz, H6), 4.10-
3.90 (1H, m, prekryv, H2), 4.00 (3H, s, 12-OCHs), 3.55 (1H, d,
J/=10.5 Hz, H7a), 3.44 (1H, d, /= 10.5 Hz, H7), 3.04-2.93 (1H, m, H2),
2.92-2.80 (2H, m, H3), 2.73 (1H, d, /= 20.0 Hz, H5), 2.64 (1H, d,
J=20.0 Hz, H5), 2.55 (3H, s, N1-CH3); 13C NMR (125.7 MHz, CDCls) &:
164.7 (COOH), 151.7 (C12), 146.5 (C11), 133.1 (C3a), 132.8 (C8), 120.8
(C4), 116.8 (C9), 116.3 (C10), 110.5 (C13), 76.1 (C6), 68.6 (C7a), 56.6
(12-0OCHs), 55.7 (C2), 42.7 (N1-CH3), 38.7 (C7), 30.8 (C5), 27.0 (C3).

TH NMR (500 MHz, CDs0D) é: 7.91 (1H, bs), 7.44 (1H, s, H8), 7.13 (1H, s,
H11), 5.72-5.67 (1H, m, H4), 4.90-4.84 (1H, m, prekryv, H5a), 3.98 (3H,
s, 10-0OCHs3), 3.45-3.37 (1H, m, H2), 3.16 (1H, d, /= 10.1 Hz, H11¢), 2.92
(TH, d, /=10.1 Hz, /= 2.0 Hz, H11b), 2.77-2.58 (4H, m, H5, H3, H2),
2.58-2.50 (TH, m, H5), 2.28 (3H, s, N1-CHs); 13C NMR (125.7 MHz,
CDsOD) 6: 167.5 (C7), 154.0 (C10), 148.3 (C9), 138.4 (C3a), 136.4 (C11a),
119.1 (C4),118.0(C7a),117.3(C8),112.0(C11), 78.8 (C5a), 68.6 (C110),
57.1 (C2), 56.8 (10-OCH3s), 42.8 (N1-CH3), 42.5 (C11b), 32.0 (C5), 28.1
(C3).

1H NMR (500 MHz, CD30D) & 7.91 (1H, bs) 6.73 (1H, d, /= 8.2 Hz,
H7), 6.69 (1H, d, /= 8.2 Hz, H8), 6.30 (1H, dd, /= 9.6 Hz, /= 5.5 Hz,
H3), 6.22 (1H, d, /= 9.6 Hz, H1), 6.09 (2H, td, /= 9.6 Hz, /= 5.5 Hz,
H2, H4), 4.81 (1H, d, /= 5.5 Hz, H4a), 4.32 (1H, d, /= 14.7 Hz, HO),
3.88-3.79 (1H, m, prekryv, H9), 3.82 (3H, s, prekryv, 6-OCHs), 3.46
(1H, t, /= 13.6 Hz, H11), 3.14 (1H, d, /= 13.6 Hz, H11), 2.53 (3H, s,
N10-CHs), 2.04 (1H, t, /= 13.6 Hz, H12), 1.80 (1H, dd, /= 13.6 Hz,
J= 2.7 Hz, H12); 13C NMR (125.7 MHz, CD30D) & 149.3 (C5a), 145.8 (C6), 132.9 (C8a), 130.4
(C1), 128.8 (C3), 126.8 (C8b), 123.6 (C8), 122.2 (C2), 120.9 (C4), 112.6 (C7), 86.4 (C4a), 61.2
(C9), 56.7 (6-OCHs), 55.5 (C11), 48.1 (C12a), 43.2 (N10-CHs), 36.6 (C12); [al3’ = +83.0°
(c = 0.40 g/100ml, CHCl3).

2., O\; TH NMR (500 MHz, CDCl3) &: 6.74 (1H, s, H7), 6.66 (1H, s, H10), 4.61
1;/j/ . (1H, s, H6), 4.07 (1H, dq, / = 9.7 Hz, / = 7.1 Hz, 6-OCH2-), 3.87 (3H,
0 g A :Zb'w * . s, 8-OCH3), 3.86 (3H, s, 9-OCHs), 3.70 (1H, dq, /= 9.7 Hz,
\ gaH' NS'Z J= 7.1 Hz, 6-OCH;-), 3.40 (3H, s, 3-OCHs), 3.32 (1H, ddd, /= 13.6
P08 Y g © Hz,/=10.1 Hz, /= 3.9 Hz, H12), 3.22-3.12 (2H, m, H3, H4a), 2.66
NG . (1M, ddd, /= 13.6 Hz, / = 9.1 Hz, / = 6.0 Hz, H12), 2.46 (IH, dt,

11a . /=13.6 Hz, /= 3.6 Hz, H1), 2.17 (1H, ddd, /= 12.2 Hz, /= 10.1 Hz,

J=6.0Hz, H11), 2.13-2.06 (1H, m, H2), 1.71 (1H, td, / = 13.7 Hz,
J= 4.4 Hz, H1), 1.66-1.54 (1H, m, H11), 1.54-1.44 (2H, m, H2, H4), 1.29 3H, t, / = 7.1 Hz,
C6-OCH2CH3), 1.29-1.17 (1H, m, H4); 13C NMR (125.7 MHz, CDCl3) & 148.9 (C9), 147.6 (C8),
140.9 (C10a), 125.2 (C6a), 111.5 (C7), 105.5 (C10), 94.9 (C6), 77.9 (C3), 63.7 (6-OCHz), 60.1
(C4a), 56.0 (9-OCH3), 55.9 (8-OCHs3), 55.8 (3-OCH3), 47.1 (C12), 42.0 (C10b), 34.6 (C11), 32.9
(C4), 27.4 (C2), 26.2 (C1), 15.6 (6-OCH2CHs3); HRMS (TOF-ESI+): m/z vypocteno pro C20H3o0NO4+
[M+H]+ 348.2170, nalezeno 348.2177; [a]3°= +49.2 ° (c = 0.42 g/100ml, CHCI3).
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TH NMR (500 MHz, CDCls) &: 6.38 (1H, s, H7), 6.06 (1H, bs, Ar-OH),
4.54 (1H, s, H6), 4.08 (1H, dqg, /= 9.5 Hz, /= 7.1 Hz, C6-OCH:z-),
3.86 (3H, s, 9-OCH3), 3.85 (3H, s, 8-OCH3s), 3.68 (1H, dq, /= 9.5 Hz,
J = 7.1 Hz, 6-0OCHz-), 3.39 (3H, s, 3-OCHs), 3.33 (1H, ddd,
J=13.2Hz, /= 9.9 Hz, /= 3.4 Hz, H12), 3.24-3.10 (2H, m, H3, H4a),
2.71-2.56 (1H, m, H12), 2.24-2.15 (1H, m, H11), 2.08-1.98 (2H, m,
H2, H4), 1.80-1.68 (2H, m, H1, H11), 1.55-1.38 (1H, m, H2), 1.30
(3H, t, /= 7.1 Hz, 6-OCH2CH3), 1.29-1.17 (1H, m, H4); 13C NMR
(125.7 MHz, CDCl3) &: 150.3 (C8), 146.3 (C10), 135.2 (C9), 129.9 (C6a), 126.3 (C10a), 103.9 (C7),
95.0 (C6), 77.7 (C3), 63.7 (6-OCH2-), 61.1 (C4a), 60.9 (9-OCH3s), 55.6 (3-OCHs, 8-0OCH3), 47.4
(C12), 43.0 (C10b), 33.4 (C4), 33.1 (C11), 27.7 (C2), 26.4 (C1), 15.6 (6-OCH2CH3).

TH NMR (500 MHz, CD3OD) é: 6.95 (1H, s, H11), 6.75 (1H, s, H8), 5.57 (TH,
s, H7), 5.55-5.50 (1H, m, H4), 4.28 (1H, dd, /= 5.7 Hz, /= 1.8 Hz, H53),
i 3.93-3.83 (1H, m, 7-OCHz-), 3.88 (3H, s, prekryv, 10-OCHs3), 3.70 (1H, dq,
J=9.7Hz, /= 7.1 Hz, 7-OCHz-), 3.21 (1H, ddd, /= 10.3 Hz, /= 7.7 Hz,
J=2.8 Hz, H2), 2.86 (1H, d, / = 9.7 Hz, H11¢), 2.69-2.60 (1H, m, H5),
; 2.58-2.48 (2H, m, H3), 2.45 (1H, dd, /= 9.7 Hz, /= 1.8 Hz, H11b), 2.42-
2.32 (1H, m, H2), 2.32-2.25 (1H, m, H5), 2.14 (3H, s, N1-CHs3), 1.26 (3H,
: t, /= 7.1 Hz, 7-OCH2CHs); 13C NMR (125.7 MHz, CD30D) é: 148.7 (C10),
147.1 (C9), 140.4 (C3a), 130.0(C11a), 127.7 (C7a), 117.9(C4), 115.5 (C8), 113.6 (C11), 98.4 (C7),
69.1 (C11¢), 68.0 (C5a), 64.6 (7-OCHz-), 57.7 (C2), 56.5 (10-OCHs), 44.4 (C11b), 44.1 (N1-CHs3),
32.6 (C5), 28.7 (C3), 15.7 (7-OCH2CH3s); HRMS (TOF-ESI+): m/ zvypocteno pro CioH26NO4+ [M+H]+
332.1857, nalezeno 332.1868 pro jeden izomer, pro druhy izomer 332.1857, nalezeno 332.1864;
[2d2°= +113.3° (c = 0.18 g/100ml, CHCl3).

Smés atropoizomerd

TH NMR (500 MHz, CDClI3) é: 7.10 (1H, d, /= 7.5 Hz, H11"),
7.04 (1H,d, /= 7.5Hz,H11"),6.91 (1H, d, /= 7.5 Hz, HY'),
6.89 (1H, d, /= 7.5 Hz, H9"), 6.72 (1H, t, /= 7.5 Hz, H10),
6.67 (1H, t, prekryv, /= 7.5 Hz, H10’), 6.65 (T1H, s, pfekryv,
H6’), 6.63 (1H, d, prekryv, / = 8.0 Hz, H7), 6.63 (1H, s,
prekryv, H6'), 6.56 (1H, d, / = 8.0 Hz, H8), 6.55 (1H, d,
J= 8.2 Hz, H7), 6.25 (1H, d, /= 8.2 Hz, H8), 5.99 (1H, d,
prekryv, /= 10.3Hz, H1), 5.99 (1H, d, prekryy,
J/=10.3 Hz, H1), 5.96-5.89 (2H, m, H2), 4.53 (1H, bs,
H4a), 4.36 (1H,bs, H4a), 4.14-4.06 (2H, m, H3), 3.99-3.93
(1H, m, H9), 3.94 (3H, s, prekryv, 4'-OCHs), 3.93 (3H, s,
4’-0CH3s), 3.90 (3H, s, 3'-OCHs), 3.86 (3H, s, 3'-OCHs3)
3.84-3.81 (13H, m, H9, 6-OCHs, 5'-OCHs), 3.70-3.64 (2H, m, H9, H1’), 3.51 (1H, d, /= 13.4 Hz,
H1'), 3.41 (1H, d, /= 13.4 Hz, H1’), 3.34-3.26 (3H, m, H13’, H1’), 3.24 (1H, d, /= 15.4 Hz, H9),
3.16-3.05 (2H, m, H13’), 3.04-2.80 (7H, m, H11, H12"), 2.68-2.60 (3H, m, H11, H4), 2.19 (3H, s,
N14’-CHs), 2.15 (3H, s, N14’-CHs), 2.01-1.85 (3H, m, H4, H12), 1.46 (1H, td, / = 13.4 Hz,
J=2.7Hz,H12), 1.40 (1H, d, /= 13.7 Hz, H12), 1.10 (1H, d, /= 13.7 Hz, H12); 13C NMR (125.7
MHz, CDCl3) &: 152.6 (C3’), 152.4 (C3’), 151.8 (C5), 151.6 (C5’), 150.2 (C14’a), 149.8 (C14'a),
145.6 (C5a), 145.5 (C5a), 143.7 (C6), 143.7 (C6), 141.4 (C4’), 141.1 (C4'), 136.8 (C7'), 136.7 (C7"),
133.4 (C8b), 133.4 (C8b), 131.2 (C8a), 131.1 (C8a), 131.1 (C11’a), 131.0 (C11'a), 130.7 (C9"),
130.6 (C9), 127.4 (C1), 127.3 (C1), 127.1 (C2), 127.1 (C2), 126.0 (C2"), 126.0 (C2'), 123.4 (C8"),
123.3 (C8’), 123.3(C11"),123.2(C11"), 122.0 (C8), 122.0 (C8), 117.7 (C10"), 117.7 (C10"), 110.8
(C7),110.8 (C7), 110.3 (C6"), 109.8 (C6"), 88.8 (C4a), 88.8 (C4a), 62.2 (C3), 62.2 (C3), 61.4 (3'-

149



Experimentalni ¢ast

OCHs), 61.3 (3'-OCHs), 60.9 (4'-OCHs3), 60.9 (4'-OCHs3), 58.8 (C9), 58.8 (C9), 57.0 (C13), 56.9
(C13"), 56.0 (5'-OCHs3), 55.9 (6-OCHs), 55.9 (6-OCHs), 55.9 (5'-OCHs), 50.1 (C11), 49.5 (C11),
48.3 (C12a), 48.3 (C12a), 47.0 (C1"), 46.3 (C1"), 38.5 (N14'-CHs), 38.2 (N14'-CHs), 33.8 (C12),
32.8 (C12), 30.0 (C4), 29.9 (C4), 28.7 (C12"), 28.6 (C12"); HRMS (TOF-ESI+): m/z vypolteno pro
C3sHa1N206+ [M+H]+ 585.2959, nalezeno 585.2968; [a]5°= -55.8° (c = 0.17 g/100ml, CHCl3);
ECD (c = 0.10 mg/ml, MeOH) Amax (&€) 240 (-5.89), 255 (+0.14), 260 (-0.43), 284 (+9.79), 317
(-3.03).

TH NMR (500 MHz, CDCl3) é: 6.64 (1H, d, /= 8.2 Hz, H8), 6.60 (1H,
d, /= 8.2 Hz, H7), 4.37 (1H, t, /= 3.4 Hz, H4a), 4.12-4.07 (1H, m,
H3), 3.94 (1H, d, / = 15.5 Hz, H6), 3.89 (1H, d, / = 15.5 Hz, H6), 3.86
(3H, s, 9-0OCHs3), 3.35 (1H, td, / = 14.6 Hz, / = 3.5 Hz, H12), 3.20-
3.12 (1H, m, H12), 2.56-2.48 (1H, m, H4), 1.99-1.93 (1H, m, HI11),
i 1.90 (1H, ddd, /= 16.0 Hz, / = 4.5 Hz, / = 3.3 Hz, H4), 1.86-1.76 (2H,
m, H1), 1.74-1.57 (1H, m, H2), 1.66-1.55 (2H, m, H11, H2); 13C NMR (125.7 MHz, CDCl3) &: 146.4
(C10), 144.0 (C9), 136.6 (C10a), 133.2 (C6a), 120.3 (C7), 110.5 (C8), 89.9 (C4a), 65.5 (C3), 55.9
(9-0OCHS3s), 54.0 (C6), 47.5 (C12), 47.3 (C10b), 37.8 (C11), 31.5 (C4), 27.7 (C2), 24.0 (C1); HRMS
(TOF-ESI+): m/zvypocteno pro CieH22NO3+ [M+H]+ 276,1594, nalezeno 276,1604; m/zvypocteno
pro CieH21NOsNa+ [M+Na]+ 298.1419, nalezeno 298.1413; [o(]§5: -14.0° (c = 0.20 g/100ml,
CHCl3).

TH a 13C NMR data viz Vysledky s komentarem str. 100; HRMS (TOF-
ESI+): m/z vypocteno pro CigH24NOs+ [M+H]+ 318.1700, nalezeno
318.1710; [a]2’= +46.0 ° (c = 0.20 g/100ml, CHCl3).

TH NMR (500 MHz,CDCl3) é: 6.84 (1H, s, H7), 6.67 (1H, s, H10), 5.14
(TH, s, H6), 3.89 (3H, s, 9-OCHs), 3.86 (3H, s, 8-OCH3s), 3.66-3.59
(TH, m, H3), 3.46 (1H, dd, /= 12.5 Hz, / = 4.9 Hz, H4a), 3.42-3.33
(TH, m, H12), 2.83-2.72 (1H, m, H12), 2.48-2.40 (1H, m, H1), 2.29-
i 2.20 (1H, m, H11), 2.06-1.96 (2H, m, C4, C2), 1.75 (1H, td,
J=13.4Hz, /=4.0 Hz, H1), 1.68-1.53 (2H, m, C11, C2), 1.36 (1H,
: dt, /= 24.0 Hz, /=12.2 Hz, H4); 13C NMR (125.7 MHz, CDCl3) é:
148 9 (C9), 147.8 (C8), 139.9 (C10a), 125.4 (C6a), 111.4 (C7), 105.6 (C10), 88.4 (C6), 68.9 (C3),
59.7 (C4a), 56.0 (8-OCHs), 55.9 (9-OCHs3), 46.5 (C12), 41.9 (C10b), 36.2 (C4), 34.1 (C11), 30.5
(C2), 26.2 (C1); HRMS (TOF-ESI+): m/z vypocteno pro CizH24NO4+ [M+H]+ 306.1700, nalezeno
306.1716; [al3°= +61.2 ° (c = 0.17 g/100ml, CHCl3).

1H NMR (500 MHz, CDCl3) &: 6.76 (1H, s, H10), 6.52 (1H, s, H7), 4.49
i (1H, d, / = 16.4 Hz, H6), 4.28 (1H, m, H3), 3.88 (1H, d, prekryv,
. /= 16.4 Hz, H6), 3.88 (3H, s, piekryv, 9-OCHs), 3.84 (3H, s, 8-OCHs),
! 3.53-3.45 (1H, m, H12), 3.45-3.40 (1H, m, H4a), 2.96-2.88 (1H, m,
: H12), 2.31-2.21 (2H, m, H11, H1), 2.18 (1H, td, / = 13.4 Hz,
. J=4.7 Hz, H1), 2.12-2.04 (1H, m, H4), 1.93-1.76 (3H, m, H11, H2),

1.49 (1H, t, / = 13.0 Hz, H4); 13C NMR (125.7 MHz, CDCl3) & 147.7
(C9), 147.5 (C8), 139.8 (C10a), 123.7 (C6a), 109.1 (C7), 106.2 (C10), 66.1 (C3), 63.0 (C4a), 61.3
(C6), 56.1 (9-OCHs3), 55.9 (8-OCHS3), 51.9 (C12), 42.2 (C10b), 37.1 (C11), 33.2 (C4), 27.8 (C2),
22.3 (C1), [1Z’= +43.1 ° (c = 0.07 g/100ml, CHCl3).
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TH NMR (500 MHz, CD30D) é: 7.01 (1H, s, H11), 6.89 (1H, s, H8), 5.78-
5.73 (1H, m, H4), 4.78-4.73 (1H, m, H1), 4.64-4.60 (1H, bs, H3), 4.10
(TH, d, prekryv, /= 12.8 Hz, H7), 4.07-3.96 (2H, m, H5, H3a’), 3.87
(3H, s, 10-OCH3s), 3.82 (3H, s, 9-OCH3), 3.72 (1H, t, / = 2.9 Hz, H2),
3.67-3.57 (1H, m, prekryv, H5), 3.65 (1H, d, prekryv, /= 12.8 Hz, H7),
3.47 3H, s, 2-0OCHs3), 2.85 (1H, dd, /= 11.1 Hz, / = 1.9 Hz, H11b); 13C
NMR (125.7 MHz, CD30OD) &: 149.8 (C10), 148.8 (C9), 141.5 (C3a),
131.8 (C11a), 129.8 (C7a), 122.8 (C4), 112.5 (C8), 109.8 (C11), 82.8 (C2), 69.2 (C1), 69.1 (C3),
64.1 (C3a’), 63.0 (C5), 58.3 (2-OCHs), 56.8 (10-OCHs, 9-OCHs), 55.5 (C7), 42.1 (Cl11b);
[5°=-19.4° (c= 0.17 g/100ml, CHCl3).

OH | THNMR (500 MHz, CD;0D) & 6.96 (1H, s, H11), 6.76 (1H, s, H8), 5.58-

HO,, A2 . : 5.54 (1H, m, H3), 4.55-4.51 (1H, m, H1), 4.21-4.17 (1H, m, piekryv,

: ] . H2),4.17 (1H, d, prekryv, /= 14.2 Hz, H7), 3.86 (3H, s, 10-OCHs), 3.81
g/om 4i (3H,'s, 9-OCH3), 3.56 (1H, d, / = 14.2 Hz, H7), 3.39-3.33 (1H, m, H5),
N N | 2.88(1H,d,/=10.7 Hz, H3a"), 2.75 (1H, d, /= 10.7 Hz, H11b), 2.72-
s 7 . 2.65 (1H, m, H4), 2.64-2.74 (1H, m, H4), 2.44 (1H, dd, / = 17.9 Hz,
e 20a .0 J=8.9Hz HS5); 13C NMR (125.7 MHz, CDs0D) & 149.4 (C10), 149.2
(C9), 143.8 (C3a), 129.7 (C7a), 128.7 (C11a), 119.1 (C3), 112.1 (C8), 109.8 (C11), 73.2 (C2), 71.9

(C1), 62.6 (C3a’), 57.5 (C7), 56.6 (9-0OCHs), 54.8 (10-OCHs3), 41.3 (C11b), 29.2 (C4), [(x]55: 21.2°
(c=0.53 g/100ml, CHCI3)

1H NMR (500MHz, CD30D) &: 8.28-8.25 (1H, m, H8), 7.48-7.44 (1H, m,
i H10), 7.30-7.26 (2H, m, H9, H7), 4.67-4.64 (1H, m, H4a), 4.53 (1H, q,
. /= 6.4 Hz, H12), 3.33-3.31 (2H, m, H5), 3.13 (1H, d, / = 16.8 Hz, H13),
©2.99-2.90 (1H, m, H6), 2.66-2.53 (2H, m, H3), 2.49 (1H, td, /= 11.9 Hz,
. /=3.5Hz, H6), 2.40 (1H, d, /= 16.8 Hz, H13), 1.76-1.57 (2H, m, H1,
: H2), 1.47-1.38 (1H, m, H2), 1.20 (3H, d, /= 6.4 Hz, 12-CH3), 1.05 (1H,
td, /= 13.8 Hz, /= 4.2 Hz, H1); 13C NMR (125.7 MHz, CDCl3) & 168.1
(C14), 134.3 (C10a), 131.9 (C11a), 130.2 (C6b), 124.3 (C9), 123.8 (C8),
118.0 (C7), 116.3 (C10), 112.6 (C6a), 66.2 (C12), 53.1 (C4a), 50.6 (C5), 44.0 (C3), 42.8 (C12a),
38.2 (C13), 27.2 (C1), 20.5 (C2), 17.3 (C6), 16.5 (12-CH3); HRMS (TOF-ESI+): m/z vypotteno pro
CioH23N202+ [M+H]+ 311.1760, nalezeno 311.1759; [¢l2’= -31.3 * (c = 0.64 g/100ml, CHCI:).

TH NMR (500 MHz, CDCl3) é: 7.14 (1H, td, /= 7.6 Hz, /= 1.0 Hz, H11),
6.98 (1H, d, /= 7.6 Hz, H9), 6.83 (1H, d, /= 7.6 Hz, H12), 6.81 (1H,
td, /=7.6 Hz, /= 1.0 Hz, H10), 5.60 (1H, q, /= 7.0 Hz, H19), 5.14
(1H, bs, NH), 4.10 (1H, d, /= 7.7 Hz, H17), 3.91 (1H, d, /= 7.7 Hz,
H17),3.87 (1H, d, /= 5.7 Hz, H14), 3.85-3.82 (1H, m, H21), 3.80 (3H,
s, prekryv, 22-OCHs3), 3.53 (1H, d, /= 17.0 Hz, H21), 3.51-3.43 (2H,
m, H15, H6), 2.97 (1H, td, /= 13.9 Hz, /= 4.1 Hz, H5), 2.78 (1H, dd,
J=15.5Hz, /= 5.2 Hz, H5), 1.68 (3H, d, /= 7.0 Hz, H18), 1.44 (1H, dd, /= 15.5 Hz, /= 4.0 Hz,
H6); 13C NMR (125.7 MHz, CDCl3) &: 193.3 (C3), 170.4 (C22), 146.2 (C13), 141.1 (C20), 133.8
(C8), 128.6 (C11), 122.5(C9), 121.2(C10), 121.1(C19), 112.3(C12), 101.3(C2), 79.2(C17),70.7
(C14), 58.6 (C16), 58.4 (C7), 57.2 (C21), 51.9 (22-0CHs), 51.6 (C15), 50.8 (C5), 30.4 (C6), 15.7
(C18); HRMS (TOF-ESI+): m/z vypocteno pro C21H23N204+ [M+H]+ 367.1658, nalezeno 367.1658;
[d5°= +40.8° (c= 0.49 g/100ml, CHCl3).
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TH NMR (500 MHz, CDCl3) é: 7.53 (1H, dd, /= 7.8 Hz, / = 1.1 Hz,
H14), 7.27 (1H, d, / = 7.8 Hz, H17), 7.19 (1H, dd, / = 7.8 Hz,
/= 1.1 Hz, H16), 7.09 (1H, dd, /= 7.8 Hz, /= 1.1 Hz, H15), 4.39
(1H, t, /= 3.8 Hz, H3), 3.75-3.70 (1H, m, prekryv, H19), 3.72 (3H, s,
prekryv, 3-COOCHS3s), 3.54 (3H, s, N1-CH3), 3.47 (1H, q, /= 6.5 Hz,
H20), 3.05-2.85 (2H, m, H11), 2.63-2.55 (2H, m, H10, H4), 2.38-
2.22 (3H, m, H8, H10), 1.92 (1H, dd, /= 14.3 Hz, /= 3.8 Hz, H4),
1.64 (1H, d, /= 12.5 Hz, H19), 1.52-1.39 (1H, m, H7), 1.36-1.21 (2H, m, prekryv, H7, H6) 1.29
(3H, d, prekryv, /= 6.5 Hz, H21), 1.06 (1H, td, /= 12.5 Hz, /= 5.5 Hz, H6); 13C NMR (125.7 MHz,
CDCl3) &: 177.0 (C=0), 139.1 (C2), 136.7 (C18), 127.0 (C13), 120.7 (C16), 118.5 (C15), 118.1
(C14),110.3(C12), 108.6 (C17), 74.2 (C20), 56.6 (C19), 55.2 (C8), 53.6 (C10), 52.7 (3-COOCH3),
42.9 (C5), 38.7 (C3), 31.7 (C6), 31.1 (C4), 30.3 (N1-CH3), 22.3 (C11), 22.3(C7), 17.6 (C21); HRMS
(TOF-ESI+): m/z vypocCteno pro Cz1H23N204+ [M+H]+ 371.3929, nalezeno 371.3939;
[A5°= +27.8° (c= 0.12 g/100ml, CHCl3).

TH NMR (500 MHz, CDCl3) é: 7.40 (1H, s,
H12"), 7.31 (1H, s, H14), 6.77 (1H, s, H17),
6.63 (1H, s, H9"), 6.16 (1H, d, /= 10.3 Hz,
H3), 5.45 (1H, q, /= 7.2 Hz, H19), 4.04 (1H,
d, /= 15.4 Hz, H21’), 3.86 (3H, s, 16-OCH3),
3.81-3.77 (1H, m, prekryv, H15’), 3.80 (3H, s,
prekryv, 17'-OCHzs), 3.66 (3H, s, 3-COOCHS3),
3.59 (3H, s, N1-CHs), 3.04 (1H, d,
J=15.4 Hz, H21"), 2.98-2.81 (4H, m, H11, H8, H14’, H5"), 2.80 (1H, d, /= 1.5 Hz, H16'), 2.78-
2.69 (2H, m, H5’, H3’), 2.65-2.50 (2H, m, H10, H6'), 2.49-2.43 (1H, m, H8), 2.40 (1H, d,
J=14.5 Hz, H4), 2.36-2.30 (1H, m, H10), 2.29 (1H, d, /= 11.9 Hz, H19), 2.02-1.92 (2H, m, H4,
H6"), 1.93-1.85 (3H, m, H19, H11, H14’), 1.83-1.72 (1H, m, H7), 1.68-1.60 (1H, m, pfekryv, H6),
1.66 (3H, dd, prekryv, /= 7.0 Hz, /= 1.8 Hz, H18"), 1.58-1.50 (1H, m, H7), 1.44-1.32 (1H, m,
H3"), 1.13-0.96 (3H, m, H20, H6), 0.71 (3H, t, /= 7.2 Hz, H21); 13C NMR (125.7 MHz, CDCl3) é:
187.5 (C10"), 175.0 (C=0), 172.7 (C17"), 164.6 (C13’), 158.0 (C8’), 153.8 (C16), 146.5 (C11"),
139.3 (C20"), 138.5 (C18), 135.9 (C2), 130.8 (C12"), 123.3 (C9"), 123.0(C19’), 121.5(C13), 120.3
(C14),118.1 (C15), 112.3 (C12), 104.0 (C2"), 91.8 (C17), 60.9 (C19), 59.1 (C21'), 56.8 (C7"), 56.2
(16-0CHs3), 54.1 (C10), 53.8 (C5’), 53.5 (C8), 52.2 (3-COOCHS3), 51.9 (17'-0OCH3), 50.3 (C16),
41.0 (C6'), 39.0 (C3), 38.9 (C6), 35.7 (C6), 35.7 (C15", 35.1 (C20), 35.1 (C5), 31.1 (N1-CH3), 27.7
(C3"), 26.7 (C11), 26.7 (C14"), 23.1 (C7), 13.8 (C18’), 7.5 (C21); ESIMS: m/z vypoclteno pro
Ca3Hs3N4Os+ [M+H]+ 721.3960, nalezeno 721.4719; [al5’= -325.6 ° (c = 0.86 g/100ml; CHCl3).

NMR data a hodnota specifické optické otacivosti uvedena ve Vysledcich
s komentarem na str. 125.
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TH NMR (500 MHz, CDCl3) é: 7.33 (1H, d, /= 8.6 Hz, H9), 6.90 (1H,
d,/= 2.3 Hz,H12),6.80 (1H, dd, /= 8.6 Hz, /= 2.3 Hz, H10), 3.91
(1H, bs, H21), 3.80 (3H, s, 11-0OCHs), 3.74 (3H, s, COOCH3), 3.22
¢ (1H, dd, / = 13.5 Hz, /= 6.0 Hz, H5), 3.11 (1H, td, /= 13.5 Hz,
J= 6.0 Hz, H5), 2.96-2.85 (1H, m, H6), 2.67-2.53 (2H, m, H3), 2.62
(1H, d, prekryv, /= 14.7 Hz, H17), 2.43 (1H, ddd, /= 16.2 Hz,
/= 6.0 Hz, H6), 2.19-2.11 (1H, dq, /= 15.2 Hz, /= 7.6 Hz, H19),

2.09 (1H, d, /= 14.7 Hz, H17), 1.80-1.67 (1H, m, H14), 1.44 (1H,
dgq, /= 15.2 Hz, /= 7.6 Hz, H19), 1.36-1.20 (3H, m, H15, H14), 0.89 (3H, t, /= 7.5 Hz, H18); 13C
NMR (125.7 MHz, CDCI3) &: 172.5 (C=0), 156.0 (C11), 136.5 (C13), 129.7 (C2), 122.8 (C8), 118.5
(C9), 109.4 (C10), 105.9(C7), 97.0 (C12), 82.9 (C16), 58.8 (C21), 55.8 (11-0OCH3s), 53.4 (COOCH3),
50.9 (C5), 47.0 (C17), 44.4 (C3), 36.5 (C20), 28.9 (C19), 24.1 (C15), 20.4 (C14), 16.5 (C6), 7.5
(C18); [[0(155: -29.1°(c=0.21 g/100ml, CHCI3).

TH NMR (500 MHz, CDCl3) &: 7.42 (1H, d, /= 7.5 Hz, H9), 7.12 (1H, t,
J=7.5Hz,H11),6.83 (1H, t, /= 7.5 Hz, H10), 6.65 (1H, d, /= 7.5 Hz,
H12), 3.97 (1H, d, /= 4.6 Hz, H3), 3.69-3.61 (2H, m, H19, OH), 3.41-
3.32 (1H, m, prekryv, H5), 3.35 (1H, d, pfekryv, /= 8.0 Hz, H16), 3.28
(1H, d, /= 16.3 Hz, H21), 3.14-3.08 (1H, m, H15), 2.79 (1H, dd,
J=14.2Hz, /= 7.5 Hz, H5), 2.72 (3H, s, prekryv, N1-CHs), 2.70 (1H,
d, prekryv, / = 16.3 Hz, H21), 2.56 (1H, s, H2), 2.12 (1H, dd,
J=14.3 Hz, /= 4.7 Hz, H14), 1.99-1.88 (1H, m, H6), 1.73 (1H, dd,
J=14.3 Hz, /= 4.6 Hz, H14), 1.46 (1H, dd, /= 15.3 Hz, /= 7.5 Hz, H6), 1.29 (3H, d, /= 6.3 Hz,
H18); 13C NMR (125.7 MHz, CDCls) é: 177.2 (C17), 153.1 (C13), 141.4 (C8), 127.0 (C11), 120.6
(C9), 120.1 (C10), 109.6 (C12), 90.6 (C20), 78.7 (C2), 68.8 (C19), 53.8 (C21), 50.4 (C5), 48.4
(C16), 45.8 (C3), 40.7 (C7), 34.5 (N1-CHs), 33.6 (C6), 32.2 (C15), 30.0 (C14), 17.6 (C18);
("= +14.9° (c= 0.19 g/100ml, CHCl3).

\ "\{ NMR data a hodnota specifické optické otacivosti uvedena ve
. 0 O : Vysledcich s komentafem na str. 134.

TH NMR (500 MHz, CDCl3) é: 7.10 (1H, d, /= 8.1 Hz, H14), 6.44
(1H, dd, /= 8.1 Hz, /= 2.2 Hz, H15), 6.40 (1H, d, / = 2.2 Hz,
H17), 3.82 (3H, s, 16-0OCH3), 3.75 (3H, s, COOCH3), 3.23 (3H, s,
i NIT-CH3s), 3.15-3.08 (1H, m, H8), 2.93 (1H, dd, / = 8.4 Hz,
/=6.1Hz,H10), 2.89 (1H, d, /= 16.3 Hz, H4), 2.62-2.56 (1H, m,
H10), 2.48-2.38 (2H, m, prekryv, H8, H4), 2.47 (1H, s, prekryv,
H5a), 1.99 (1H, td, /= 11.2 Hz, /= 6.5 Hz, H11), 1.90-1.77 (2H,
m, H7, H6), 1.63 (1H, dd, /=11.4 Hz, /= 4.6 Hz, H11), 1.56-1.49
(TH, m, H?7), 1.29-1.15 (1H, m, H6), 0.94-0.86 (1H, m, H21), 0.70-0.56 (1H, m, H21), 0.66 (3H, t,
prekryv, /= 6.7 Hz, H20); 13C NMR data ve Vysledcich s komentafrem str. 137; [a(]ég =-158.6"
(c=0.17 g/100ml, CHCI3).
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NMR data a hodnota specifické optické otacivosti jsou uvedeny ve Vysledcich
s komentarem na str. 140.

154



6 POUZITA LITERATURA

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

155

Amirkia, V.; Heinrich, M., Alkaloids as Drug Leads - A Predictive Structural and Biodiversity-
Based Analysis. Phytochem. Lett. 2014, 10, XLVIII-LIIL.

Wink, M., A Short History of Alkaloids. Springer: Boston, 1998.
https://www.metmuseum.org/art/collection/search /436105, citovano dne 10.7.2020.

Hotti, H.; Rischer, H., The killer of Socrates: Coniine and Related Alkaloids in the Plant
Kingdom. Molecules 2017, 22, 1962.

Jahodar, L. H., V.; Martinec, Z.; Mérka, V., Prirodnt toxiny a jedy. Galén: 2004.
Gates, M.; Tschudi, G., The Synthesis of Morphine. J. Am. Chem. Soc. 1952, 74, 1109-1110.

Bross-Walch, N.; Kuhn, T.; Moskau, D.; Zerbe, O., Strategies and Tools for Structure
Determination of Natural Products Using Modern Methods of NMR Spectroscopy. Chem.
Biodiversity 2005, 2, 147-177.

Shitara, N.; Hirasawa, Y.; Hasumi, S.; Sasaki, T.; Matsumoto, M.; Wong, C. P.; Kaneda, T.;
Asakawa, Y.; Morita, H., Four New Amaryllidaceae Alkaloids from Zephyranthes candida.
J. Nat. Med. 2014, 68, 610-614.

Abouzeid, S.; Beutling, U.; Surup, F.; Bar, F. M. A.; Amer, M. M.; Badria, F. A.; Yahyazadeh,
M.; Bronstrup, M.; Selmar, D., Treatment of Vinca minor Leaves with Methyl Jasmonate
Extensively Alters the Pattern and Composition of Indole Alkaloids. J. Nat. Prod. 2017, 80,
2905-2909.

Dracinsky, M. https://nmr.group.uochb.cz/cs/kurz-nmr-i, NMR skripta (Ver.4), stazeno dne
18.6.2020.

Harris, R. K.; Becker, E. D.; De Menezes, S. M. C.; Goodfellow, R.; Granger, P., NMR
Nomenclature. Nuclear Spin Properties and Conventions for Chemical Shifts - (IUPAC
Recommendations 2001). Pure Appl. Chem. 2001, 73, 1795-1818.

Levitt, M. H., Spin Dynamics: basics of nuclear magnetic resonance. 20 ed.; John Wiley
& Sons Ltd: Chichester, England, 2008.

Silverstein, R. M. W., Webster F. X.; Kiemle, D. J., Spectrometric identification of organic
compounds. 7t ed.; John Wiley & Sons, Inc.: USA, 2005.

Sauri, J.; Bermel, W.; Buevich, A. V.; Sherer, E. C.; Joyce, L. A.; Sharaf, M. H. M.; Schiff, P. L.;
Parella, T.; Williamson, R. T.; Martin, G. E., Homodecoupled 1,1-and 1, n-ADEQUATE: Pivotal
NMR Experiments for the Structure Revision of Cryptospirolepine. Angew. Chem. Int. Ed.
2015, 54,10160-10164.

Shampo, M. A,; Kyle, R. A; Steensma, D. P., Richard Ernst-Nobel Prize for Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy. Mayo Clin. Proc. 2012, 87, E109.

Bifulco, G.; Dambruoso, P.; Gomez-Paloma, L.; Riccio, R., Determination of Relative
Configuration in Organic Compounds by NMR Spectroscopy and Computational Methods.
Chem. Rev. 2007, 107, 3744-3779.

Karplus, M., Vicinal Proton Coupling in Nuclear Magnetic Resonance. J. Am. Chem. Soc. 1963,
85, 2870-2871.

Karplus, M., Contact Electron-Spin Coupling of Nuclear Magnetic Moments. J. Chem. Phys.
1959, 30, 11-15.

Haasnoot, C. A. G.; Deleeuw, F. A. A. M.; Altona, C., The Relationship between Proton-Proton
NMR Coupling-Constants and Substituent Electronegativities — I: An Empirical Generalization
of the Karplus Equation. Tetrahedron 1980, 36, 2783-2792.

Brown, T. H.; Schug, J. C.; Karplus, M., Spin Resonance Spectra of Substituted Aromatic Ions
- Perturbation Model. J. Chem. Phys. 1963, 38, 1749.



Pouzita literatura

21.

22.

23.

24.

25.
26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

156

Davies, D. B.; Rajani, P.; Sadikot, H., Determination of Glycosidic Bond Conformations
of Pyrimidine Nucleosides and Nucleotides Using Vicinal Carbon Proton Coupling-Constants.
J. Chem. Soc. 1985, 279-285.

Wang, X. C; Woods, R. J., Insights into Furanose Solution Conformations: Beyond
the Two-state Model. J. Biomol. NMR 2016, 64, 291-305.

Stenutz, R.; Carmichael, I.; Widmalm, G.; Serianni, A. S., Hydroxymethyl Group Conformation
in Saccharides: Structural Dependencies of 2Jun, 3Jun, and 1Jen Spin-Spin Coupling Constants.
J. Org. Chem. 2002, 67, 949—-958.

Forrest, T. P., Conformations of Sugars - Proton Dihedral Angles from Gauche
Coupling-Constants. Can. J. Chem. 1974, 52, 4095-4100.

http://u-of-o-nmr-facility.blogspot.com/2008,/03/2d-nmr.html, staZeno dne 21.7.2020.

Simpson, A. J.; Woods, G.; Mehrzad, O., Spectral Editing of Organic Mixtures into Pure
Components Using NMR Spectroscopy and Ultraviscous Solvents. Anal. Chem. 2008, 80, 186—
194.

Neuhaus, D., Nuclear Overhauser Effect. In: Encyclopedia of Magnetic Resonance. John Wiley
& Sons: 2011.

Couto, U. R.; Navarro-Vazquez, A.; Tormena, C. F., Unexpected Behavior of the 3Jcy Coupling
Constant in Unsaturated Compounds. Magn. Reson. Chem. 2019, 57, 939-945.

Nyberg, N. T.; Duus, J. O.; Sorensen, O. W., Heteronuclear Two-Bond Correlation: Suppressing
Heteronuclear Three-Bond or Higher NMR Correlations while Enhancing Two-Bond
Correlations Even for Vanishing 2Jcu. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 6154—6155.

Dale,J. A.; Dull, D. L.; Mosher, H. S., Alpha-Methoxy-Alpha-Trifluoromethylphenylacetic Acid,
a Versatile Reagent for Determination of Enantiomeric Composition of Alcohols and Amines.
J. Org. Chem. 1969, 34, 2543.

Seco, J. M.; Quino4, E.; Riguera, R., Assignment of the Absolute Configuration
of Polyfunctional Compounds by NMR Using Chiral Derivatizing Agents. Chem. Rev. 2012,
112,4603—-4641.

Wenzel, T. J.; Chisholm, C. D., Assignment of Absolute Configuration Using Chiral Reagents
and NMR Spectroscopy. Chirality 2011, 23, 190-214.

Seco, J. M.; Quino4, E.; Riguera, R., The Assignment of Absolute Configuration by NMR. Chem.
Rev. 2004, 104, 17-118.

Seco, J. M.; Latypov, S. K; Quifod, E.; Riguera, R., Choosing the Right Reagent for the
Determination of the Absolute Configuration of Amines by NMR: MTPA or MPA? J. Org.
Chem. 1997, 62, 7569—7574.

Kriegelstein, M.; Profous, D.; Lyc¢ka, A.; Travnicek, Z.; Piibylka, A.; Volna, T.; Benick4, S,;
Cankat, P., Axially Chiral Trifluoromethylbenzimidazolylbenzoic Acid: A Chiral Derivatizing
Agent for a-Chiral Primary Amines and Secondary Alcohols To Determine the Absolute
Configuration. J. Org. Chem. 2019, 84, 11911-11921.

Kessler, J.; Dracinsky, M.; Bout, P., Determination of Absolute Configuration in Chiral Solvents
with Nuclear Magnetic Resonance. A Combined Molecular Dynamics/Quantum Chemical
Study. J. Phys. Chem. A 2015, 119, 5260—5268.

Yang, L.; Wenzel, T.; Williamson, R. T.; Christensen, M.; Schafer, W.; Welch, C. J., Expedited
Selection of NMR Chiral Solvating Agents for Determination of Enantiopurity. ACS Cent. Sci.
2016, 2, 332-340.

Pirkle, W. H.; Sikkenga, D. L., Use of Chiral Solvating Agents for Nuclear Magnetic Resonance
Determination of Enantiomeric Purity and Absolute Configuration of Lactones - Consequences
of Three-Point Interactions. J. Org. Chem. 1977, 42, 1370-1374.

Goering, H. L.; Eikenberry, J. N.; Koermer, G. S., Tris[3-(trifluoromethylhydroxymethylene)-
D-camphorato]europium(III) - Chiral Shift Reagent for Direct Determination of Enantiomeric
Compositions. J. Am. Chem. Soc. 1971, 93, 5913-5914.



Pouzitd literatura

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.
51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

Farjon, J.; Giraud, N., 1TH NMR Analyses of Enantiomeric Mixtures Using Chiral Liquid
Crystals. Curr. Opin. Colloid Interface Sci. 2018, 33, 1-8.

Payagala, T.; Armstrong, D. W., Chiral Ionic Liquids: A Compendium of Syntheses
and Applications (2005—-2012). Chirality 2012, 24, 17-53.

Toenjes, S. T.; Gustafson, J. L., Atropisomerism in Medicinal Chemistry: Challenges
and Opportunities. Future Med. Chem. 2018, 10, 409—-422.

Elleraas, J.; Ewanicki, J.; Johnson, T. W.; Sach, N. W.; Collins, M. R.; Richardson, P. F.,
Conformational Studies and Atropisomerism Kinetics of the ALK Clinical Candidate Lorlatinib
(PF-06463922) and Desmethyl Congeners. Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 3590-3595.

Zask, A.; Murphy, J.; Ellestad, G. A., Biological Stereoselectivity of Atropisomeric Natural
Products and Drugs. Chirality 2013, 25, 265-274.

Clayden, J.; Moran, W. J.; Edwards, P. J.; LaPlante, S. R., The Challenge of Atropisomerism
in Drug Discovery. Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48, 6398—6401.

Zimmer, K. D.; Shoemaker, R.; Ruminski, R. R., Synthesis and Characterization of a Fluxional
Re(I) Carbonyl Complex fac-[Re(CO)s(dpop’)Cl] with the Nominally Tri-dentate Ligand
Dipyrido (2,3-a:3',2'-j)phenazine (dpop"). Inorg. Chim. Acta 2006, 359, 1478—1484.

Hirsch, D. R.; Metrano, A. J.; Stone, E. A.; Storch, G.; Miller, S. J.; Murelli, R. P., Troponoid
Atropisomerism: Studies on the Configurational Stability of Tropone-Amide Chiral Axes. Org.
Lett. 2019, 21, 2412-2415.

Tranter, G. E., Circularly Polarized Components. In: Comprehensive Chirality. Elsevier
Science: 2012.

De Angelis, G. G.; Wildman, W. C,, Circular Dichroism Studies — I: A Quadrant Rule
for Optically Active Aromatic Chromophore in Rigid Polycyclic Systems. Tetrahedron 1969,
25,5099-5112.

Hesse, M., Alkaloids: Nature's Curse Or Blessing? John Wiley & Sons: Weinheim, 2002.

Lewis, J. R., Amaryllidaceae, Sceletium, Imidazole, Oxazole, Thiazole, Peptide
and Miscellaneous Alkaloids. Nat. Prod. Rep. 2001, 18, 95-128.

Bienz, S.; Bisegger, P.; Guggisberg, A.; Hesse, M., Polyamine Alkaloids. Nat. Prod. Rep. 2005,
22,647-658.

Al Mamun, A.; Matikova, J.; Hulcova, D.; Janousek, J.; Safratova, M.; Novakova, L.; Kudera,
T.; Hrabinova, M.; Kunes, J.; Korabecny, J.; Cahlikova., Amaryllidaceae Alkaloids of Belladine-
Type from Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton as New Selective Inhibitors
of Butyrylcholinesterase. Biomolecules 2020, 10, 800.

Kresadlova, L.; Vilim, S., Encyklopedie tulipdnt, hyacinti, begonii a dalsich okrasnich
cibulnatych a hliznatych rostlin. Computer Press: Brno, 2009.
Zhang, Q.; Zhang, F. M.; Zhang, C. S.; Liu, S. Z.; Tian, J. M.; Wang, S. H.; Zhang, X. M; Ty, Y.

Q., Catalytic Asymmetric Total Syntheses of (—)-Galanthamine and (—)-Lycoramine. J. Org.
Chem. 2019, 84, 12664—12671.

Li, L.; Yang, Q.; Wang, Y.; Jia, Y. X., Catalytic Asymmetric Total Synthesis of (—)-Galanthamine
and (—)-Lycoramine. Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 6255—6259.

Zang, Y.; Ojima, I, Pd-Catalyzed Asymmetric Allylic Etherification Using Chiral
Biphenol-Based Diphosphinite Ligands and Its Application for The Formal Total Synthesis

of (—)-Galanthamine. J. Org. Chem. 2013, 78, 4013—4018.

Chen, J. Q.; Xie, J. H.; Bao, D. H.; Liu, S.; Zhou, Q. L., Total Synthesis of (—)-Galanthamine
and (—)-Lycoramine via Catalytic Asymmetric Hydrogenation and Intramolecular Reductive
Heck Cyclization. Org. Lett. 2012, 14,2714-2717.

Magnus, P.; Sane, N.; Fauber, B. P.; Lynch, V., Concise Syntheses of (—)-Galanthamine
and (+)-Codeine via Intramolecular Alkylation of a Phenol Derivative. J. Am. Chem. Soc. 2009,
131,16045-16047.

157



Pouzita literatura

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

158

Trost, B. M., Tang, W. P, Toste, F. D. Divergent Enantioselective Synthesis
of (—)-Galanthamine and (—)-Morphine. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 14785-14803.

Trost, B. M.; Tang, W. P., An Efficient Enantioselective Synthesis of (—)-Galanthamine. Angew.
Chem. Int. Ed. 2002, 41, 2795-2797.

Mucke, H. A., The Case of Galantamine: Repurposing and Late Blooming of a Cholinergic Drug.
Future Sci. OA 2015, 1.

Ferdausi, A.; Chang, X. M.; Hall, A.; Jones, M., Galanthamine Production in Tissue Culture
and Metabolomic Study on Amaryllidaceae Alkaloids in Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton.
Ind. Crops Prod. 2020, 144, 112058.

https://www.talbottnurseryandpoultry.com/DAFFODIL-LARGE-CUP-CARLTON-
Narcissus-p/30-12-daffodillgcupcarlton.htm, stazeno dne 20.7.2020.

Berkov, S.; Osorio, E.; Viladomat, F.; Bastida, J., Chemodiversity, Chemotaxonomy
and Chemoecology of Amaryllidaceae Alkaloids. In: The Alkaloids: Chemistry and Biology.
Elsevier Inc.: 2020; Vol. 83.

Bastida, J. L., R.; Viladomat, F., The Alkaloids: Chemistry and Biology. Elsevier: San Diego,
2006; Vol. 63.

Bastida, J. B., S.; Torras, L.; Pigni, N.B.; De Andrade, J.P.; Martinez, V.; Codina, C.; Viladomat,
F. , Chemical and Biological Aspects of Amaryllidaceae Alkaloids. In Recent Advances
in Pharmaceutical Sciences. Transworld Research Network: Trivandrum, India, 2011.

Breiterové, K.; Koutova, D. 5 Marikovd, J.; Havelek, R.; Kunes, J.; Majorosova, M.; Opletal, L.;
Hostalkova, A.; Jenco, J.; Rezdcova, M.; Cahlikov4, L., Amaryllidaceae Alkaloids of Different
Structural Types from Narcissus L. cv. Professor Einstein and Their Cytotoxic Activity. Plants
2020, 9, 137.

Pigni, N. B.; Rios-Ruiz, S.; Martinez-Francés, V.; Nair, J. J.; Viladomat, F.; Codina, C.; Bastida,
J., Alkaloids from Narcissus serotinus. J. Nat. Prod. 2012, 75, 1643—1647.

Viladomat, F.; Llabrés, J. M.; Bastida, J.; Cusidd, R. M.; Codina, C., Ontogenic Variations
in the Alkaloids of Narcissus assoanus. Physiol. Plant. 1986, 68, 657—661.

Bastida, J.; Contreras, J. L.; Codina, C.; Wright, C. W.; Phillipson, J. D., Alkaloids
from Narcissus cantabricus. Phytochemistry 1995, 40, 1549—-1551.

Hulcov4, D.; Marikova, J.; Kordbe¢ny, J.; Ho$talkova, A.; Jun, D.; Kunes, J.; Chlebek, J,;
Opletal, L.; De Simone, A.; Novakova, L.; Andrisano, V., Razicka, A.; Cahlikova, L.
Amaryllidaceae Alkaloids from Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master as Potential
Drugs in Treatment of Alzheimer's Disease. Phytochemistry 2019, 165, 112055.

Safratova, M.; Host'alkova, A.; Hulcova, D.; Breiterova, K.; Hrabcova, V.; Machado, M.;
Fontinha, D.; Prudéncio, M.; Kunes, J.; Chlebek, J.; Jun, D.; Hrabinové, M.; Novakova, L.;
Havelek, R.; Seifrtové, M.; Opletal, L.; Cahlikova, L., Alkaloids from Narcissus poeticus cv. Pink
Parasol of Various Structural Types and Their Biological Activity. Arch. Pharmacal Res. 2018,
41,208-218.

Kornienko, A.; Evidente, A., Chemistry, Biology, and Medicinal Potential of Narciclasine
and Its Congeners. Chem. Rev. 2008, 108, 1982-2014.

Rezanka, T.; Rezanka, P.; Sigler, K., Glycosides of Benzodioxole-Indole Alkaloids from
Narcissus Having Axial Chirality. Phytochemistry 2010, 71, 301-306.

De Andrade, J. P.; Pigni, N. B.; Torras-Claveria, L.; Berkov, S.; Codina, C.; Viladomat, F.;
Bastida, J., Bioactive Alkaloid Extracts from Narcissus broussonetii: Mass Spectral Studies.
J. Pharm. Biomed. Anal. 2012, 70, 13-25.

Cedrén, J. C.; Estévez-Braun, A.; Ravelo, A. G.; Gutiérrez, D.; Flores, N.; Bucio, M. A.; Pérez-
Hernandez, N.; Joseph-Nathan, P., Bioactive Montanine Derivatives from Halide-Induced
Rearrangements of Haemanthamine-Type Alkaloids. Absolute Configuration by VCD. Org.
Lett. 2009, 11, 1491-1494.


https://www.talbottnurseryandpoultry.com/DAFFODIL-LARGE-CUP-

Pouzitd literatura

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.
89.

90.

91.

92.

93.
94.
95.

96.

97.
98.

Labrafia, J.; Machocho, A. K.; Kricsfalusy, V.; Brun, R.; Codina, C.; Viladomat, F.; Bastida, J.,
Alkaloids from Narcissus angustifolius subsp. transcarpathicus (Amaryllidaceae).
Phytochemistry 2002, 60, 847—-852.

Cozanitis, D. A.; Friedmann, T.; Fiirst, S., Study of the Analgesic Effects of Galanthamine,
a Cholinesterase Inhibitor. Arch. Int. Pharmacodyn. Ther. 1983, 266, 229—-238.

Harvey, A. L., The Pharmacology of Galanthamine and Its Analogs. Pharmacol. Ther. 1995,
68,113-128.

Pearson, V. E., Galantamine: A New Alzheimer Drug with a Past Life. Ann. Pharmacother.
2001, 35, 1406—-1413.

Abdallah, O. M., Narcisine, an Alkaloid from Narcissus tazetta. Phytochemistry 1993, 34,
1447-1448.

Pigni, N. B.; Rios-Ruiz, S.; Luque, F. J.; Viladomat, F.; Codina, C.; Bastida, J., Wild Daffodils
of the Section Ganymedes from the Iberian Peninsula as a Source of Mesembrane Alkaloids.
Phytochemistry 2013, 95, 384—393.

Prickaerts, J.; Heckman, P. R. A,; Blokland, A., Investigational Phosphodiesterase Inhibitors
in Phase I and Phase II Clinical Trials for Alzheimer's Disease. Expert Opin. Invest. Drugs 2017,
26,1033-1048.

Krstenansky, J. L., Mesembrine Alkaloids: Review of Their Occurrence, Chemistry,
and Pharmacology. J. Ethnopharmacol. 2017, 195, 10—19.

Codina, C.; Viladomat, F.; Bastida, J.; Rubiralta, M.; Quirion, J. C., A Heterodimer Alkaloid
from Narcissus pallidiflorus. Phytochemistry 1990, 29, 2685—2687.

https://en.wikipedia.org/wiki/Zephyranthes_ citrina#/media/File:Zephyranthes_ citrina_1
08.6605.jpg, stazeno 18.6.2020.

http://bauble.botanicalgarden.ubc.ca/zephyranthes-citrinal .jpg, staZeno dne 20.7.2020.

Herrera, M. R.; Machocho, A. K.; Brun, R.; Viladomat, F.; Codina, C.; Bastida, J., Crinane
and Lycorane Type Alkaloids from Zephyranthes citrina. Planta Med. 2001, 67, 191-193.

Katoch, D.; Singh, B., Phytochemistry and Pharmacology of Genus Zephyranthes. Med.
Aromat. Plants 2015, 4, 1000212.

Parenty, A. D. C.; Guthrie, K. M.; Song, Y. F.; Smith, L. V.; Burkholder, E.; Cronin, L., Discovery
of an Imidazo-Phenanthridine Synthon Produced in a 'Five-Step One-Pot Reaction'
Leading to a New Family of Heterocycles with Novel Physical Properties. Chem. Commun.
2006, 1194-1196.

Zhan, G. Q.; Qu, X. L.; Liu, J. J.; Tong, Q. Y.; Zhou, J. F.; Sun, B.; Yao, G. M., Zephycandidine
A, the First Naturally Occurring Imidazo[1,2-f]phenanthridine Alkaloid from Zephyranthes
candida, Exhibits Significant Anti-tumor and Anti-acetylcholinesterase Activities. Sci. Rep.
2016, 6, 33990.

http://www.biolib.de/batava/band6/high/IMG_2284.html, stazeno dne 10.7.2020.
https://www. flickr.com/photos/14922165@N00/7037186129, stazeno dne 20.7.2020.

Farahanikia, B.; Akbarzadeh, T.; Jahangirzadeh, A.; Yassa, N.; Ardekani, M. R. S.; Mirnezami,
T.; Hadjiakhoondi, A.; Khanavi, M., Phytochemical Investigation of Vinca minor Cultivated
in Iran. Iran J. Pharm. Res. 2011, 10, 777-785.

Gruji¢, S. M.; Radojevi¢, I. D.; Vasi¢, S. M.; Comi¢, L. R.; Topuzovié, M. D., Antimicrobial
and Antibiofilm Activities of Secondary Metabolites from Vinca minor L. Appl. Biochem.
Microbiol. 2015, 51,572-578.

Vas, A.; Gulyés, B., Eburnamine Derivatives and the Brain. Med. Res. Rev. 2005, 25, 737-757.

Martino, E.; Casamassima, G.; Castiglione, S.; Cellupica, E.; Pantalone, S.; Papagni, F.; Rui, M.;
Siciliano, A. M.; Collina, S., Vinca Alkaloids and Analogues as Anti-cancer Agents: Looking
Back, Peering Ahead. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2018, 28, 2816—2826.

159


https://en.wikipedia.org/wiki/Zephyranthes_citrina#/media/File:Zephyranthes_citrina_1
https://www.flickr.com/photos/14922165@N00/703718612

Pouzita literatura

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

160

Chen, Q.; Lu, X.; Guo, X.; Guo, Q.; Li, D., Metabolomics Characterization of Two Apocynaceae
Plants, Catharanthus roseus and Vinca minor, Using GC-MS and LC-MS Methods
in Combination. Molecules 2017, 22, 997.

Khanavi, M.; Pourmoslemi, S.; Farahanikia, B.; Hadjiakhoondi, A.; Ostad, S. N., Cytotoxicity
of Vinca minor. Pharm. Biol. 2010, 48, 96—100.

Schlittler, E.; Furlenmeier, A., Vincamin, Ein Alkaloid Aus Vinca minor L. (Apocynaceae). Helv.
Chim. Acta 1953, 3, 2017-2020.

Dopke, W., The Eburnamine-Vincamine Alkaloids. In: The Alkaloids: Chemistry
and Physiology. Academic Press: 1981; Vol. 20.

Hasa, D.; Perissutti, B.; Dall'Acqua, S.; Chierotti, M. R.; Gobetto, R.; Grabnar, 1.; Cepek, C.;
Voinovich, D., Rationale of Using Vinca minor Linne Dry Extract Phytocomplex
as a Vincamine's Oral Bioavailability Enhancer. Eur. J. Pharm. Biopharm. 2013, 84, 138—144.

Smeyers, Y., G.; Smeyers, N., J.; Randez, J., J.; Hernandez-Laguna, A.; Galvez-Ruano E.,
A Structural and Pharmacological Study of Alkaloids of Vinca Minor. Mol. Eng. 1991, 1, 153—
160.

Proksa, B.; Grossmann, E., High Performance Liquid Chromatographic Determination
of Alkaloids from Vinca minor L. Phytochem. Anal. 1991, 2, 74-76.

Dopke, W.; Meisel, H.; Spitelle. G, Alkaloids from Vinca Minor L. Tetrahedron Lett. 1968,
6065-6066.

Antropow, A. H.; Garcia, N. R.; White, K. L.; Movassaghi, M., Enantioselective Synthesis

of (—)-Vallesine: Late-Stage C17-Oxidation via Complex Indole Boronation. Org. Lett. 2018,
20, 3647-3650.

Mokry, J.; Kompis, L.; Spiteller, G., Alkaloids from Vinca Minor L. XX. Further Minor Alkaloids.
Collect. Czech. Chem. Commun. 1967, 32, 2523-2531.

Mokry, J.; Kompi§, I.; Dibravkova, L.; Seféovi¢, P., Vincadifformin Und Minovin, Zwei Weitere
Racemische Alkaloide Aus Vinca Minor L. Experientia 1963, 19, 311.

Tan, P. W.; Seayad, J.; Dixon, D. J. Expeditious and Divergent Total Syntheses
of Aspidosperma Alkaloids Exploiting Iridium(I)-Catalyzed Generation of Reactive Enamine
Intermediates. Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 13436—13440.

Kutney, J. P.; Chan, K. K; Failli, A.; Fromson, J. M.; Gletsos, C.; Leutwiler, A.; Nelson, V. R.;
de Souza, J. P., Total Synthesis of Indole and Dihydroindole Alkaloids. VI. The Total Synthesis
of Some Monomeric Vinca Alkaloids: dl-vincadine, dl-vincaminoreine, dl-vincaminorine,
dl-vincadifformine, dl-minovine and dl-vincaminoridine. Helv. Chim. Acta 1975, 58, 1648—
1671.

Mokry, J.; Kompi§, I.; Dibravkova, L.; Seféovi, P., Alkaloids of Vinca Minor L. - The Structure
of Vincadine and Vincaminoreine. Tetrahedron Lett. 1962, 1185-1188.

Voticky, Z.; Grossmann, E.; Potier, P., Alkaloids from Vinca Minor L .25. Vinoxine, a Novel
Type of Indole Alkaloid. Collect. Czech. Chem. Commun. 1977, 42, 548—-552.

Bennasar, M. L.; Zulaica, E.; Alonso, Y.; Vidal, B.; Vazquez, J. T.; Bosch, J., Addition of Chiral
Enolates to N-alkyl-3-acylpyridinium salts. Total Synthesis of (+)-16-Epivinoxine

and (—)-Vinoxine. Tetrahedron: Asymmetry 2002, 13, 95—-106.

Dolby, L. J.; Nelson, S. J., Model Studies of the Synthesis of Echitamine and Related Indole
Alkaloids. II. J. Org. Chem. 1973, 38, 2882—2887.

Dolby, L. J.; Esfandiari, Z., Model Studies of the Synthesis of Echitamine and Related Indole
Alkaloids. J. Org. Chem. 1972, 37, 43—46.

Bennasar, M. L.; Zulaica, E.; Lopez, M.; Bosch, J., Studies on the Synthesis of Akuammiline-
Type Alkaloids - Construction of the Hexahydro-1,5-methanoazocino[3,4-Blindole Fragment.
Tetrahedron Lett. 1988, 29, 2361-2364.



Pouzitd literatura

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

Zhang, X.; Kakde, B. N.; Guo, R.; Yadav, S.; Gu, Y. C,; Li, A,, Total Syntheses of Echitamine,
Akuammiline, Rhazicine, and Pseudoakuammigine. Angew. Chem. Int. Ed. 2019, 58, 6053—
6058.

Chen, Z. T.; Xiao, T.; Tang, P.; Zhang, D.; Qin, Y., Total Synthesis of Akuammiline Alkaloid
(+)-Strictamine. Tetrahedron 2018, 74, 1129-1134.

Xie, X. N.; Wei, B.; Li, G.; Zu, L. S., Unified Total Syntheses of Structurally Diverse
Akuammiline Alkaloids. Org. Lett. 2017, 19, 5430—5433.

Smith, J. M.; Moreno, J.; Boal, B. W.; Garg, N. K., Total Synthesis of the Akuammiline Alkaloid
Picrinine. J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 4504—4507.

Zi, W. W.; Xie, W. Q.; Ma, D. W., Total Synthesis of Akuammiline Alkaloid (—)-Vincorine
via Intramolecular Oxidative Coupling. JJ. Am. Chem. Soc. 2012, 134,9126-9129.

Ramirez, A.; Garcia-Rubio, S., Current Progress in the Chemistry and Pharmacology
of Akuammiline Alkaloids. Curr. Med. Chem. 2003, 10, 1891-1915.

Proksa, B.; Uhrin, D.; Grossmann, E.; Voticky, Z., (—)-1-Norvincorine, a New Alkaloid from
Vinca Minor. Planta Med. 1987, 120-120.

Adams, G. L. S, A. B. III., The Chemistry of the Akuammiline Alkaloids. In: The Alkaloids:
Chemistry and Biology. Elsevier Inc.: 2016; Vol. 76.

Eckermann, R.; Gaich, T., The Akuammiline Alkaloids; Origin and Synthesis. Synthesis 2013,
45,2813-2823.

Cameron, M.; Cohen, J.; Miller, A.; Goodman, A.; Goldman, M.; Elfont, R.; Souza-Prien, C.;
Felt, L.; Patni, R., INROADS: A Phase 3 Study to Assess the Efficacy and Safety of ADS-5102
(Amantadine) Extended Release Capsules in Multiple Sclerosis (MS) Patients with Walking
Impairment. Neurology 2019, 92.

Proksa, B.; Uhrin, D.; Grossmann, E.; Voticky, Z.; Fuska, J., Relative Configuration and Cyto-
Toxic Activity of Vincarubine - A Novel Bisindole Alkaloid from Vinca minor. Planta Med.
1988, 214-218.

Proksa, B.; Uhrin, D.; Grossmann, E.; Voticky, Z., Vincarubine, a Novel Bisindole Alkaloid from
Vinca Minor L. Tetrahedron Lett. 1986, 27, 5413—-5416.

Kuehne, M. E.; Huebner, J. A.; Matsko, T. H., Studies in Biomimetic Alkaloid Syntheses. IV.
Alternative Route to Secodine Intermediates Providing Syntheses of Minovine,
Vincadifformine, Ervinceine, and N(a)-Methylervinceine. J. Org. Chem. 1979, 44, 2477-2480.

Kutney, J. P.; Bunzlitrepp, U.; Chan, K. K.; Souza, J. P. D.; Fujise, Y.; Honda, T.; Katsube, J.;
Klein, F. K.; Leutwiler, A.; Morehead, S.; Rohr, M.; Worth, B. R, Total Synthesis of Indole
and Dihydroindole Alkaloids. 14. A Total Synthesis of Vindoline. J. Am. Chem. Soc. 1978, 100,
4220-4224.

Chatterjee, A.; Ghosh, A. K; Hagaman, E. W., Indole Alkaloids of Rauwolfia reflexa —
C-13 Nuclear Magnetic Resonance Structural Analysis of the Bis(indole) Alkaloid Flexicorine.
J. Org. Chem. 1982, 47,1732-1734.

Bahadori, F.; Topcu, G.; Boga, M.; Turkekul, A.; Kolak, U.; Kartal, M., Indole Alkaloids from
Vinca major and V. minor Growing in Turkey. Nat. Prod. Commun. 2012, 7, 731-734.

Yamamoto, N.; Okada, T.; Harada, Y.; Kutsumura, N.; Imaide, S.; Saitoh, T.; Fujii, H.; Nagase,
H., The Application of a Specific Morphinan Template to the Synthesis of Galanthamine.
Tetrahedron 2017, 73, 5751-5758.

Chen, P.; Bao, X.; Zhang, L. F.; Ding, M.; Han, X. J.; Li, J.; Zhang, G. B.; Tu, Y. Q.; Fan, C. A,
Asymmetric Synthesis of Bioactive Hydrodibenzofuran Alkaloids: (—)-Lycoramine,
(—)-Galanthamine, and (+)-Lunarine. Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 8161-8166.

Fan-Chiang, T. T., Wang, H. K,; Hsieh, J. C., Synthesis of Phenanthridine Skeletal
Amaryllidaceae Alkaloids. Tetrahedron 2016, 72, 5640—5645.

lel



Pouzita literatura

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

162

Campbell, W. E.; Nair, J. J.; Gammon, D. W.; Codina, C.; Bastida, J.; Viladomat, F.; Smith, P.
J.; Albrecht, C. F., Bioactive Alkaloids from Brunsvigia radulosa. Phytochemistry 2000, 53,
587-591.

Bohno, M.; Sugie, K.; Imase, H.; Yusof, Y. B.; Oishi, T.; Chida, N., Total Synthesis
of Amaryllidaceae Alkaloids, (+)-Vittatine and (+)-Haemanthamine, Starting from D-Glucose.
Tetrahedron 2007, 63, 6977—6989.

Jeffs, P. W.; Aboudonia, A.; Campau, D.; Staiger, D., Alkaloids of the Amaryllidaceae. 27.
Structures of 9-O-Demethylhomolycorine and 5a-Hydroxyhomolycorine - Alkaloids of Crinum
defixum, C. scabrum, and C. latifolium - Assignment of Aromatic Substitution Patterns from
1H-Coupled 13C Spectra. J. Org. Chem. 1985, 50, 1732—1737.

Kreh, M.; Matusch, R., O-Methyloduline and N-Demethylmasonine, Alkaloids from Narcissus
pseudonarcissus. Phytochemistry 1995, 38, 1533-1535.

Codina, C. V., F.; Bastida, J.; Rubiralta, M.; Quirion, J.C., 2D NMR Studies of Lycorenine
as a Model for the Structural Assignment of Lycorenine-Type Alkaloids. Nat. Prod. Lett. 1992,
2,85-92.

Bastida, J.; Codina, C.; Viladomat, F.; Rubiralta, M.; Quirion, J. C.; Husson, H. P.; Ma, G. E,,
Narcissus Alkaloids, XIII. Complete Assignment of the NMR Spectra of Papyramine
and 6-Epi-Papyramine by Two-Dimensional NMR Spectroscopy. J. Nat. Prod. 1990, 53,
1456-1462.

Jegorov, A.; Buchta, M.; Sedmera, P.; Kuzma, M.; Havli¢ek, V., Accurate Product Ion Mass
Spectra of Galanthamine Derivatives. J. Mass Spectrom. 2006, 41, 544—548.

Almanza, G. R.; Fernandez, J. M.; Wakori, E. W. T.; Viladomat, F.; Codina, C.; Bastida, J.,
Alkaloids from Narcissus cv Salome. Phytochemistry 1996, 43, 1375-1378.

Evidente, A.; Andolfi, A.; Abou-Donia, A. H.; Touema, S. M.; Hammoda, H. M.; Shawky, E.;

Motta, A., (—)-Amarbellisine, a Lycorine-Type Alkaloid from Amaryllis belladonna L. Growing
in Egypt. Phytochemistry 2004, 65,2113-2118.

Cedrén, J. C.; Gutiérrez, D.; Flores, N.; Ravelo, A. G.; Estévez-Braun, A., Preparation
and Antimalarial Activity of Semisynthetic Lycorenine Derivatives. Eur. J. Med. Chem. 2013,
63, 722-730.

Latvala, A.; Oniir, M. A.; Gozler, T.; Linden, A.; Kivcak, B.; Hesse, M., Nitrogen Inversion
in 9-0O-Demethylhomolycorine. Tetrahedron: Asymmetry 1995, 6, 361-364.

Bozkurt, B.; Coban, G.; Kaya, G. L; Oniir, M. A.; Unver-Somer, N., Alkaloid Profiling,
Anticholinesterase Activity and Molecular Modeling Study of Galanthus elwesii. S. Afr. J. Bot.
2017,113,119-127.

Han, S. Y.; Sweeney, J. E.; Bachman, E. S.; Schweiger, E. J.; Forloni, G.; Coyle, J. T.; Davis, B.
M.; Joullié, M. M., Chemical and Pharmacological Characterization of Galanthamine,
an Acetylcholinesterase Inhibitor, and Its Derivatives - A Potential Application in Alzheimer's
Disease. Eur. J. Med. Chem. 1992, 27, 673—-687.

Marques, L. A.; Maada, I.; de Kanter, F. J. J.; Lingeman, H.; Irth, H.; Niessen, W. M. A.; Giera,
M., Stability-Indicating Study of the Anti-Alzheimer's Drug Galantamine Hydrobromide.
J. Pharm Biomed. Anal. 2011, 55, 85-92.

Trost, B. M; Toste, F. D., Enantioselective Total Synthesis of (—)-Galanthamine. J. Am. Chem.
Soc. 2000, 122,11262-11263.

Kohelovd, E.; Matikova, J.; Kordbecny, J.; Hulcovd, D.; Kucera, T.; Jun, D.; Chlebek, J.; Jenco,
J.; Safratova, M.; Hrabinova, M.; Ritomska, A.; Malanik, M.; Pefinovéa, R.; Breiterovéd, K;
Kune$, J.; Novakova, L.; Opletal, L.; Cahlikova, L. Alkaloids of Zephyranthes citrina
(Amaryllidaceae) and Their Implication to Alzheimer's Disease: Isolation, Structural
Elucidation and Biological Activity. Bioorg. Chem. 2021, 107, 104567.

Zetta, L.; Gatti, G.; Fuganti, C., 13C Nuclear Magnetic Resonance Spectra of Amaryllidaceae
Alkaloids. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2 1973, 1180-1184.



Pouzitd literatura

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

Baldwin, S. W.; Debenham, J. S., Total Syntheses of (—)-Haemanthidine, (+)-Pretazettine,
and (+)-Tazettine. Org. Lett. 2000, 2, 99—102.

Zuo, X. D.; Guo, S. M.; Yang, R.; Xie, J. H.; Zhou, Q. L., Bioinspired Enantioselective Synthesis
of Crinine-Type Alkaloids via Iridium-Catalyzed Asymmetric Hydrogenation of Enones. Chem.
Sci. 2017, 8, 6202—6206.

Bru, C.; Thal, C.; Guillou, C., Concise Total Synthesis of (+)-Maritidine. Org. Lett. 2003, 5,
1845-1846.

Das, M. K,; Kumar, N.; Bisai, A., Catalytic Asymmetric Total Syntheses of Naturally Occurring
Amarylidaceae Alkaloids, (—)-Crinine, (—)-epi-Crinine, (—)-Oxocrinine, (+)-epi-Elwesine,
(+)-Vittatine, and (+)-epi-Vittatine. Org. Lett. 2018, 20, 4421-4424.

De Andrade, J. P.; Guo, Y.; Font-Bardia, M.; Calvet, T.; Dutilh, J.; Viladomat, F.; Codina, C.;
Nair, J. J.; Zuanazzi, J. A. S.; Bastida, J., Crinine-Type Alkaloids from Hippeastrum aulicum
and H. calyptratum. Phytochemistry 2014, 103, 188—195.

Cho, N,; Dy, Y. L.; Valenciano, A. L.; Ferndndez-Murga, M. L.; Goetz, M.; Clement, J.; Cassera,
M. B.; Kingston, D. G. 1., Antiplasmodial Alkaloids from Bulbs of Amaryllis belladonna Steud.
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2018, 28, 40—42.

Safratova, M.; Novak, Z.; Kulhankova, A.; Kunes, J.; Hrabinova, M.; Jun, D.; Macakova, K.;
Opletal, L.; Cahlikov4, L., Revised NMR Data for 9-O-Demethylgalanthine: An Alkaloid from
Zephyranthes robusta (Amaryllidaceae) and Its Biological Activity. Nat. Prod. Commun. 2014,
9, 787-788.

Bastida, J.; Fernandez, J. M.; Viladomat, F.; Codina, C.; De la Fuente, G., Alkaloids from
Narcissus tortuosus. Phytochemistry 1995, 38, 549-551.

Abou-Donia, A. H.; Amer, M. E.; Darwish, F. A.; Kassem, F. F.; Hammoda, H. M.; Abdel-Kader,
M. S.; Zhou, B. N.; Kingston, D. G., Two New Alkaloids of the Crinane Series from Pancratium
sickenbergeri. Planta Med. 2002, 68, 379—-381.

Kihara, M. K., T.; Imakura, Y.; Kida. K.; Shingu, T.; Kobayashi, S., Alkaloidal Constituents
of Hymenocallis rotata HERB. (Amaryllidaceae). Chem. Pharm. Bull. 1987, 35, 1070.

Nair, J. J.; Machocho, A. K.; Campbell, W. E.; Brun, R.; Viladomat, F.; Codina, C.; Bastida, J.,
Alkaloids from Crinum macowanii. Phytochemistry 2000, 54, 945—950.

Watson, W. H. T., Z.; Silva, M.; Pacheco, P., 1,2,3,4,4a,6-Hexahydro-10-hydroxy-3,8,9-
trimethoxy-5,10b-ethanophenanthridinium picrate. Cryst. Struct. Commun. 1977, 6, 797.

Pacheco, P. S., M.; Steglich, W.; Watson, W. H., Alkaloids of Chilean Amaryllidaceae I
Hippeastidine and epi-Homolycorine Two Novel Alkaloids. Rev. Latinoam. Quim. 1978, 9, 28—
32.

Watson, W. H. Z., V,; Silva, M.; Pacheco, P., Hippeastidine, C17H2304N. Cryst. Struct. Commun.
1982, 11,157.

Cavallaro, V.; Alza, N. P.; Murray, M. G.; Murray, A. P., Alkaloids from Habranthus tubispathus
and H. jamesonii, Two Amaryllidaceae with Acetyl- and Butyrylcholinesterase Inhibition
Activity. Nat. Prod. Commun. 2014, 9, 159-162.

Kulhankov4, A.; Cahlikova, L.; Novék, Z.; Macékova, K.; Kunes, J.; Opletal, L., Alkaloids from
Zephyranthes robusta Baker and Their Acetylcholinesterase- and Butyrylcholinesterase
Inhibitory Activity. Chem. Biodiversity 2013, 10, 1120-1127.

Via, J.; Arriortua, M. I.; Ochando, L. E.; Reventos, M. M.; Amigo, J. M.; Bastida, J., Structure
of Eugenine, an Alkaloid from Narcissus eugeniae. Acta Crystallogr. C 1989, 45, 2020—2022.

Guo, Y.; De Andrade, J. P.; Pigni, N. B.; Torras-Claveria, L.; Tallini, L. R.; Borges, W. D
Viladomat, F.; Nair, J. J.; Zuanazzi, J. A. S.; Bastida, J., New Alkaloids from Hippeastrum
papilio (Ravenna) Van Scheepen. Helv. Chim. Acta 2016, 99, 143—147.

Wang, Y. H.; Zhang, Z. K,; Yang, F. M.; Sun, Q. Y.; He, H. P,; Di, Y. T.; Mu, S. Z.; Lu, Y.; Chang,
Y.; Zheng, Q. T.; Ding, M.; Dong, J. H.; Hao, X. J., Benzylphenethylamine Alkaloids from Hosta
plantaginea with Inhibitory Activity Against Tobacco Mosaic Virus and Acetylcholinesterase.
J. Nat. Prod. 2007, 70, 1458—-1461.

163



Pouzita literatura

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

164

Huang, S. D.; Zhang,Y.; He, H. P.; Li, S. F.; Tang, G. H.; Chen, D. Z.; Cao, M. M.; Di, Y. T.; Hao,
X. J., A New Amaryllidaceae Alkaloid from the Bulbs of Lycoris radiata. Chin. J. Nat. Med.
2013, 11,406-410.

Labrafia, J.; Choy, G.; Solans, X.; Font-Bardia, M.; De la Fuente, G.; Viladomat, F.; Codina, C.;
Bastida, J., Alkaloids from Narcissus bujei (Amaryllidaceae). Phytochemistry 1999, 50, 183—
188.

Meijer, T. M.; Schmid, H., Uber Die Konstitution Des Eugenins. Helv. Chim. Acta 1948, 31,
1603-1607.

Zhang, F. M.; Tu, Y. Q.; Liu, J. D.; Fan, X. H.; Shi, L.; Hu, X. D.; Wang, S. H.; Zhang, Y. Q., A
General Approach to Crinine-Type Amaryllidaceae Alkaloids: Total Syntheses
of (+)-Haemanthidine, (+)-Pretazettine, (+)-Tazettine, and (+)-Crinamine. Tetrahedron 2006,
62, 9446—-9455.

Wijnberg, J. B. P. A,; Speckamp, W. N., Total Syntheses of dI-Mesembrine,
dl-Dihydromaritidine and dl-epi-Dihydromaritidine Via Regioselective NaBH4/H+ Reduction
of Imides. Tetrahedron 1978, 34, 2579-2586.

Hoshino, O.; Sawaki, S.; Shimamura, N.; Onodera, A.; Umezawa, B., Synthesis of Sceletium
and  Amaryllidaceae  Alkaloids,  (+)-Mesembrine  and  (+)-Dihydromaritidine,
(+)-Epidihydromaritidine, (+)-Elwesine, and (+)-Epielwesine. Chem. Pharm. Bull. 1987, 35,
2734-2743.

Kihara, M.; Ozaki, T.; Kobayashi, S.; Shingu, T., Alkaloidal Constituents of Leucojum
autumnale L. (Amaryllidaceae). Chem. Pharm. Bull. 1995, 43, 318—320.

Immirzi, A.; Fuganti, C., Crystal Structure of Narcissidine Methiodide. J. Chem. Soc. B 1971,
1218-1220.

Evidente, A.; Iasiello, I.; Randazzo, G., Isolation of Sternbergine, a New Alkaloid from Bulbs
of Sternbergia lutea. J. Nat. Prod. 1984, 47, 1003—1008.

Roques, R.; Piquion, J.; Fourme, R.; André, D., The Crystal and Molecular Structure
of the Alkaloid Lycorine. Acta Crystallogr., Sect. B: Struct. Sci., Cryst. Eng. Mater. 1974, 30,
296—299.

Hong, A. Y.; Vanderwal, C. D., A Sequential Cycloaddition Strategy for the Synthesis
of Alsmaphorazine B Traces a Path Through a Family of Alstonia Alkaloids. Tetrahedron 2017,
73,4160-4171.

Wenkert, E.; Liu, S., Total Synthesis of (+)-Aspidofractinine and (+)-Aspidospermidine. J. Org.
Chem. 1994, 59, 7677-7682.

Ma, H. C; Xie, X. G.; Jing, P.; Zhang, W. W.; She, X. G., Concise Total Synthesis
of (+)-Aspidospermidine. Org. Biomol. Chem. 2015, 13, 5255-5259.

Yagudaev, M. R.,, NMR Study of Alkaloids. VI. A Comparison the Stereochemistries
of Pseudokopsinine and 14,15-Dihydrovindolinine by 13C NMR Spectroscopy. Chem. Nat.
Compd. 1984, 334-337.

Varga, S.; Angyal, P.; Martin, G.; Egyed, O.; Holczbauer, T.; Sods, T., Total Syntheses
of (—)-Minovincine and (—)-Aspidofractinine through a Sequence of Cascade Reactions.
Angew. Chem. Int. Ed. 2020, 59, 13547—-13551.

Williams, D.; Qu, Y.; Simionescu, R.; De Luca, V., The Assembly of (+)-Vincadifformine-
and (—)-Tabersonine-Derived Monoterpenoid Indole Alkaloids in Catharanthus roseus
Involves Separate Branch Pathways. Plant J. 2019, 99, 626—636.

Li, G.; Piemontesi, C.; Wang, Q.; Zhu, J. P., Stereoselective Total Synthesis of Eburnane-Type
Alkaloids Enabled by Conformation-Directed Cyclization and Rearrangement. Angew. Chem.
Int. Ed. 2019, 58, 2870—-2874.

Kitajima, M.; Anbe, M.; Kogure, N.; Wongseripipatana, S.; Takayama, H., Indole alkaloids from
Kopsia jasminiflora. Tetrahedron 2014, 70, 9099-9106.

Ali, E.; Chakraborty, P. K.; Chakravarty, A. K.; Pakrashi, S. C., Synthesis and Stereochemistry
of (+)-Vincatine. Heterocycles 1982, 19, 1667—-1671.



Pouzitd literatura

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

Martin, C. L.; Nakamura, S.; Otte, R.; Overman, L. E., Total Synthesis of (+)-Condylocarpine,
(+)-Isocondylocarpine, and (+)-Tubotaiwine. Org. Lett. 2011, 13, 138—141.

Attaurrahman; Abbas, S. A.; Nighat, F.; Ahmed, G.; Choudhary, M. I; Alvi, K. A,
Habiburrehman; Desilva, K. T. D.; Arambewela, L. S. R., Chemical Constituents of Alstonia
macrophylla. J. Nat. Prod. 1991, 54, 750—754.

Attaurrahman; Zaman, K.; Perveen, S.; Habiburrehman; Muzaffar, A.; Choudhary, M. 1;
Pervin, A., Alkaloids from Rhazya stricta. Phytochemistry 1991, 30, 1285-1293.

Ravao, T.; Richard, B.; Zeches, M., Massiot, G.; Lemenolivier, L., The Configuration
of Venoterpine. Tetrahedron Lett. 1985, 26, 837—838.

Beniddir, M. A.; Martin, M. T.; Dau, M. E. T. H.; Rasoanaivo, P.; Guéritte, F.; Litaudon, M.,
Bisindole Alkaloid Artifacts from Gonioma malagasy. Tetrahedron Lett. 2013, 54,2115-2119.

Li, L. M,; Yang, T.; Liu, Y.; Liu, J.; Li, M. H.; Wang, Y. T.; Yang, S. X.; Zou, Q.; Li, G. Y,
Calophyline A, a New Rearranged Monoterpenoid Indole Alkaloid from Winchia calophylla.
Org. Lett. 2012, 14, 3450—-3453.

Hudson, B. M.; Harrison, J. G.; Tantillo, D. J., Assessing the Viability of Biosynthetic Pathways
for Calophyline A Formation - Are Pericyclic Reactions Involved? Tetrahedron Lett. 2013, 54,
2952—-2955.

Mokry, J.; Kompi§, I.; Shamma, M., Shine, R. J., The Structure of Vincaminorine
and Its Relationship to Vincaminoreine and Vincadine. Chem. Ind. 1964, 1988—1989.

Strouf, O.; Trojanek, J., On Alkaloids. X. Structure of Vincine. Collect. Czech. Chem. Commun.
1964, 29, 447-456.

Neuss, N.; Boaz, H. E.; Occolowitz, J. L.; Wenkert, E.; Schell, F. M.; Potier, P.; Kan, C.; Plat, M.
M.; Plat, M., Structure of Vincarodine. Helv. Chim. Acta 1973, 56, 2660—2666.

Vachnadze, V. Y. D., E. Z.; Robakidze, Z. V.; Chkhikvadze, G. V.; Mudzhiri, M. M.; Abuladze, G.
V.; Chuchulashvili, N. A., Chemical Composition and Pharmacological Activity of Alkaloids
from the Common Periwinkle Cultured in Georgia. Pharm. Chem. J. 2001, 35, 268—270.

Desmaéle, D.; Mekouar, K.; d'Angelo, J., Stereocontrolled Elaboration of Quaternary Carbon
Centers through the Asymmetric Michael-Type Alkylation of Chiral Imines Secondary
Enamines: Enantioselective Synthesis of (+)-Vincamine. J. Org. Chem. 1997, 62, 3890-3901.

Pauptit, R. A,; Trotter, J., Crystal-Structure of Raucubaine. Can. J. Chem. 1981, 59, 1007-1009.

Mamataskalamaras, S.; Sevenet, T.; Thal, C.; Potier, P., Alkaloids of Alstonia quaternata
Cyanogenesis of Araceae. II. Phytochemistry 1975, 14, 1849—1854.

Jacquier, M. J.; Vercauteren, J.; Massiot, G.; Lemenolivier, L.; Pusset, J.; Sevenet, T., Alkaloids
of Alstonia plumosa. Phytochemistry 1982, 21, 2973—-2977.

Sierra, P.; Novotny, L.; Samek, Z.; Budésinsky, M.; Dolejs, L.; Blaha, K., Alkaloids of Rauvolfia
salicifolia Griseb Species. Collect. Czech. Chem. Commun.. 1982, 47,2912—-2921.
Subhadhirasakul, S.; Takayama, H.; Aimi, N.; Ponglux, D.; Sakai, S., Novel Indole Alkaloids
from the Leaves of Rauwolfia sumatrana Jack in Thailand. Chem. Pharm. Bull. 1994, 42,
1427-1431.

Laforteza, B. N.; Pickworth, M.; MacMillan, D. W. C., Enantioselective Total Synthesis

of (—=)-Minovincine in Nine Chemical Steps: An Approach to Ketone Activation in Cascade
Catalysis. Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52,11269-11272.

Dopke, W.; Meisel, H., 16-Methoxyvincadifformin, a New Alkaloid from Vinca Minor.
Pharmazie 1968, 23, 521-522.

Zachystalova, D.; Strouf, O.; Trojanek, J., New Alkaloids of Vinca Minor L. Chem. Ind. 1963,
610-611.

Yuan, Z. Q.; Ishikawa, H.; Boger, D. L., Total Synthesis of Natural (—)- and ent-(+)-4-
Desacetoxy-6,7-dihydrovindorosine and Natural and ent-Minovine: Oxadiazole Tandem
Intramolecular Diels-Alder/1,3-dipolar Cycloaddition Reaction. Org. Lett. 2005, 7, 741-744.

165



Pouzita literatura

213. Pandey, G.; Khamrai, J.; Mishra, A.; Malty, P.; Chikkade, P. K., Iminium Ion-Enamine Cascade
Reaction Enables the Asymmetric Total Syntheses of Aspidosperma Alkaloids Vincadifformine
and Ervinceine. Tetrahedron 2018, 74, 6317—-6327.

214. Saya,J. M.; Ruijter, E.; Orru, R. V. A, Total Synthesis of Aspidosperma and Strychnos Alkaloids
through Indole Dearomatization. Chem.-Eur. J. 2019, 25, 8916—8935.

215. Wang, S. H,; Si, R. Q.; Zhuang, Q. B.; Guo, X.; Ke, T.; Zhang, X. M.; Zhang, F. M.; Ty, Y. Q,,
Collective Total Synthesis of Aspidofractinine Alkaloids through the Development of a Bischler-
Napieralski/Semipinacol Rearrangement Reaction. Angew. Chem. Int. Ed. 2020, 59, 21954—
21958.

216. Gagnon, D.; Spino, C., Stereoselective Synthesis of (+)-Aspidofractinine. J. Org. Chem. 2009,
74, 6035—-6041.

166



7 SEZNAM PRACI KANDIDATA

Prace jsou razeny chronologicky od nejstarsich.

Publikace

1.

167

Habartov4, K.; Havelek, R.; Seifrtova, M.; Kralovec, K.; Cahlikov4, L.; Chlebek, J.; Cermakova,
E.; Mazankova, N.; Mat{kova, J.; Kunes, J.; Novakov4, L.; Rezatova, M. Scoulerine Affects
Microtubule Structure, Inhibits Proliferation, Arrests Cell Cycle and Thus Culminates in the
Apoptotic Death of Cancer Cells, Sci. Rep. 2018, 8, 4829.

DOI: 10.1038/s41598-018-22862-0; IF2017 4,122 (Q1), AIS2017 1.356 (Q1)

Hostéalkova, A.; Matikov4, J.; Opletal, L.; Kordbedny, J.; Hulcova, D.; Kunes, J.; Novakové, L.;
Peréz, D.I; Jun, D.; Kucera, T.; Andrisano, V.; Siatka, T.; Cahlikov4, L. Isoquinoline Alkaloids
from Berberis vulgaris as Potential Lead Compounds for the Treatment of Alzheimer's Disease,
J. Nat. Prod. 2019, 82, 239-248.

DOI: 10.1021 /acs jnatprod.8b00592; IF2018 4,257 (Q1/Q1/QL), AIS2018 0.827 (Q1/Q1/Q2)

Kohelov4, E.; Perinov4, R.; Maafi, N.; Kordbe¢ny, J.; Hulcova, D.; Mafikova, J.; Kucera, T,;
Gonzalez, L. M.; Hrabinova, M.; Vor¢akov4, K.; Novakova, L.; De Simone, A.; Havelek, R;;
Cahlikov4, L. Derivatives of the $-Crinane Amaryllidaceae Alkaloid Haemanthamine as Multi-
Target Directed Ligands for Alzheimer’s Disease, Molecules 2019, 24, 1307.

DOI: 10.3390/molecules24071307, IF2018 3,060 (Q2), AIS2018 0.620 (Q2)

Briza, Z.; Kratochvil, J.; Harvey, J. N.; RuliSek, L.; Novékova, L.; Maifkov4, J.; Kunes, J.;
Kocovsky, P.; Pour, M. A New Insight into the Stereoelectronic Control of the Pd 0 -Catalyzed
Allylic Substitution: Application for the Synthesis of Multisubstituted Pyran-2-ones via an
Unusual 1,3-Transposition, Chem. Eur. J. 2019, 25, 8053.

DOI: 10.1002/chem.201900323; IF2018 5,160 (Q1), AIS2018 1.152 (Q1)

Hulcova, D.; Maffkov4, J.; Kordbelny, J.; Hostalkova, A.; Jun, D.; Kunes, J.; Chlebek, J.;
Opletal, L.; De Simone, A.; Novakova, L.; Andrisano, V., Razicka, A.; Cahlikova, L.
Amaryllidaceae Alkaloids from Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master as Potential
Drugs in Treatment of Alzheimer's Disease, Phytochemistry 2019, 165, 112055.

DOI: 10.1016/j.phytochem.2019.112055, IF2018 2,905 (Q1/Q2), AIS2018 0.761 (Q1/Q1)

Al Shammari, L.; Al Mamun, A.; Koutové, A.; Majoro$ova, M.; Hulcova, D.; Safratova, M.;
Breiterova, K.; Matikov4, J.; Havelek, R.; Cahlikova, L. Alkaloid Profiling of Hippeastrum
cultivars by GC-MS, Isolation of Amaryllidaceae Alkaloids, and Evaluation of Their
Cytotoxicity, Rec. Nat. Prod. 2020, 14, 154—159.

DOI: 10.25135/rnp.147.19.06.1302; TF2019 1.268 (Q3/Q3/Q3), AIS201 0.195 (Q3/Q3/Q4)

Breiterova, K.; Koutov4, D.; Matikova, J.; Havelek, R.; Kunes, J.; Majorosova, M.; Opletal, L.;
Hostalkova, A.; Jendo, J.; Rezadova, M.; Cahlikova, L. Amaryllidaceae Alkaloids of Different
Structural Types from Narcissus L. cv. Professor Einstein and Their Cytotoxic Activity, Plants
2020, 9, 137.

DOI: 10.3390/plants9020137; IF2019 4,082 (Q1)


https://doi.org/10.1038/s41598-018-22862-0
https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.8b00592
https://doi.org/10.3390/molecules24071307
https://doi.org/10.1002/chem.201900323
https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2019.112055

Seznam praci kandidata

10.

11.

12.

13.

168

Al Mamun, A.; Matfkov4, J.; Hulcovi, D.; Janousek, J.; Safratova, M.; Novakova, L.; Kulera,
T.; Hrabinovd, M.; Kunes, J.; Korabe¢ny, J.; Cahlikovd, L. Amaryllidaceae Alkaloids of
Belladine-Type from Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton as New Selective Inhibitors of
Butyrylcholinesterase. Biomolecules 2020, 10, 800.

DOI: 10.3390/biom10050800; IF2019 4,082 (Q2)

Petrinova, R.; Maafi, N.; Kordbecny, J.; Kohelovd, E.; De Simone, A.; Al Mamun, A.; Hulcov4,
D.; Markové, J.; Kutera, T.; Jun, D.; Safratova, M.; Mat{kov, J.; Andrisano, V.; Jenco, J.;
Kunes, J.; Martinez, A.; Novakova, L.; Cahlikov4, L. Functionalized Aromatic Esters of the
Amaryllidaceae Alkaloid Haemanthamine and their in vitro and in silico Biological Activity
Connected to Alzheimer’s Disease, Bioorg. Chem. 2020, 100.

DOI: 10.1016/j.bioorg.2020.103928; 1F2019 4,831 (Q1/Q1), AIS201° 0.643 (Q2/Q2)

Matikov4, J.; Ritomska, A.; Korabecny, J.; Pefinov4, R.; Al Mamun, A.; Kucera, T.; Kohelova,
E; Hulcov4, D.; Kobrlova, T.; Kunes, J.; Novakova, L.; Cahlikov4, L. Aromatic Esters of the
Crinane Amaryllidaceae Alkaloid Ambelline as Selective Inhibitors of Butyrylcholinesterase.
J. Nat. Prod. 2020, 83, 1359-1367.

DOI: 10.1021/acs.jnatprod.9b00561; 1F2019 3,779 (Q1/Q2/Q2), AIS2019 0.778 (Q1/Q1/Q2)

Matous, P.; Kadanfk, M.; Timoracky, M.; Kunes, J.; Maifkov4, J.; RGZicka, A.; Kocovsky, P.;
Pour, M. Nucleophile-assisted Cyclization of -Propargylamino Acrylic Compounds Catalyzed by
Gold(I): a Rapid Construction of Multisubstituted Tetrahydropyridines and their Fused Derivatives.
Org. Chem. Front. 2020, 7, 3356—-3367.

DOI: 10.1039/D0QO00653J; IF2019 5,155 (Q1), AIS2012 1.062 (Q1)

Al Shammari, L.; Hulcova, D.; Maifkov4, J.; Kucera, T.; Safratova, M.; Novakova, L.; Schmidt,
M.; Pulkrdbkova, L.; JanouSek, J.; Soukup, O.; Kune$, J.; Opletal, L.; Cahlikova,
L. Amaryllidaceae Alkaloids from Hippeastrum X Hybridum CV. Ferrari, and Preparation of
Vittatine Derivatives as Potential Ligands for Alzheimer’s Disease. S. Afr. J. Bot. 2021, 136,
137-146.

DOI: 10.1016/j.5ajb.2020.06.024; IF2019 1,792 (Q2), AIS2019 0.348 (Q3)

Kohelov4, E.; Matfkova, J.; Kordbetny, J.; Hulcova, D.; Kucera, T.; Jun, D.; Chlebek, J.; Jenco,
J.; Safratova, M.; Hrabinov4, M.; Ritomsk4, A.; Malanik, M.; Pefinova, R.; Breiterova, K.;
Kunes, J.; Novékova, L., Opletal, L.; Cahlikov4, L. Alkaloids of Zephyranthes citrina
(Amaryllidaceae) and Their Implication to Alzheimer's Disease: Isolation, Structural
Elucidation and Biological Activity. Bioorg. Chem. 2021, 107, 104567.

DOI: 10.1016/j.bioorg.2020.104567; IF201° 4 831 (Q1/Q1), AIS201 0.643 (Q2/Q2)


https://doi.org/10.3390/biom10050800
https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2020.103928
https://doi.org/10.1039/2052-4129/2014
https://doi.org/10.1039/D0QO00653J
https://doi.org/10.1016/j.sajb.2020.06.024
https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2020.104567

Seznam praci kandidata

Uc¢ast na konferencich

1.

10.

11.

12.

NMR Spectroscopy — The Identification of The Isolated Substance from Nerine bowdenii
(kratké sdélenf), XXII. Student Scientific Conference of Faculty of Pharmacy, Charles
University, Hradec Kralové, Ceska republika, 22.—23.04.2015

The Identification of The Isolated Alkaloids from Nerine bowdenii Employing NMR
Spectroscopy (poster sekce), 51st Conference: Advances in Organic, Bioorganic and
Pharmaceutical Chemistry - “Liblice 20167, Lazné Bélohrad, Ceska republika, 11.—13.11.2016

The Identification of the Isolated Alkaloids from Glaucium flavum Employing NMR
Spectroscopy (kratké sdéleni), 7t Postgraduate and 5t Postdoctoral Scientific Conference,
Hradec Kralové, Ceska republika, 7.—8.2.2017

The Identification of The Isolated Alkaloids from Papaver rhoeas Employing NMR
Spectroscopy (poster sekce), 52nd Conference: Advances in Organic, Bioorganic and
Pharmaceutical Chemistry - “Liblice 20177, Lazné Bélohrad, Ceska republika, 3.-5.11.2017

NMR Elucidation of Alkaloids Isolated from Magnolia x soulangeaena (kratké sdélenf), 8t
Postgraduate and 6th Postdoctoral Scientific Conference, Hradec Kralové, Ceska republika, 24.—
25.1.2018

Structural Elucidation of Isolated Alkaloids from Papaver rhoeas Employing NMR
Spectroscopy (kratké sdé€leni), Central European NMR meeting ,331d NMR Valtice®, Valtice,
Ceské republika, 23.-25.4.2018

The Identification of The Isolated Alkaloids from Papaver rhoeas Employing NMR
Spectroscopy (poster sekce), 53t Conference: Advances in Organic, Bioorganic and
Pharmaceutical Chemistry - “Liblice 2018”, Lazné Bélohrad, Ceska republika, 3.-5.11.2018

Papaver rhoeas: A Source of Alkaloids for NMR Elucidation (kratké sdéleni), 9th Postgraduate
and 7t Postdoctoral Scientific Conference, Hradec Kralové, Ceska republika, 24.—25.1.2019

NMR Elucidation of New Alkaloids from Berberis vulgaris (poster sekce), Small Molecule
NMR Conference - ,SMASH 2019, Porto, Portugalsko, 23.—25.9.2019

NMR Elucidation of Alkaloids from Vinca minor L. (poster sekce), 54th Conference: Advances
in Organic, Bioorganic and Pharmaceutical Chemistry - “Liblice 2019”, Spindlertv Mlyn, Ceska
republika, 6.—8.11.2019

NMR Elucidation of Acetylcaranine (kratké sdélenf), 10th Postgraduate and Postdoc Scientific
Conference, Hradec Kralové, Ceské republika, 22.—23.1.2020

Structure Elucidation of Amaryllidaceae Alkaloids (kratké sdélenf), 11th Postgraduate and
Postdoc Scientific Conference, Hradec Kralové, Ceska republika, 27.—28.1.2021

169



