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Abstrakt

Tato dizertacni prace byla zaméfena na strukturni analyzu pomoci nuklearni
magnetické rezonance (NMR) neznamych pfirodnich latek izolovanych na Katedie
farmaceutické botaniky a ekologie z rostlin Berberis vulgaris L., Fumaria officinalis L.
a Nerine bowdenii W. Watson. Za timto ucelem byla naméfena a zinterpretovana 1D
(*H NMR, ¥C NMR) a 2D (gCOSY, gHSQC, gHMBC, NOESY, ...) NMR spektra.
Pro uréeni konstitu¢nich izomerd byl optimalizovan izotopicky indukovany efekt.
Kvili rozliSeni moznych stereoizomerua byly vyuzity Mosherovy kyseliny, chiralni
posunova cinidla, nuklearni Overhauseriv efekt, nepfima spin-Spinova interakce
a cirkularni dichroizmus. Takto byla vyfeSena struktura Ctyficeti péti alkaloidi vcetné

absolutni konfigurace, z ¢ehoz bylo deset zcela novych latek.

Abstract

This Thesis was focused on the structural analysis employing nuclear magnetic
resonantion (NMR) of unknown natural substances, which were isolated
at the Department of Pharmaceutical Botany and Ecology from the plants Berberis
vulgaris L., Fumaria officinalis L. and Nerine bowdenii W. Watson. For this purpose, 1D
(*H NMR, ¥C NMR) and 2D (gCOSY, gHSQC, gHMBC, NOESY, ...) NMR spectra
were measured and interpreted. Isotopic induced effect was optimized
for the determination of the constitutional isomers. To distinguish the possible
stereoisomers Mosher method, chiral shift reagent, nuclear Overhauser effect, indirect
spin-spin coupling and circular dichroism were used. The structures of forty-five
alkaloids were determined including their absolute configuration. Ten of them have not

been yet mentioned in the literature before.
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1. UVOD

Zivot na Zemi neni V soucasnosti zcela vyjasnéna udalost. Z nezivé hmoty
se postupem casu stala hmota ziva, ktera se zaCala rozmnozovat, vyvijet a pfeménovat
sebe i své okoli. Tak vzniklo rozmanité mnozstvi riznych forem zivota, které mezi sebou
zaCaly spolupracovat a soupetit o zdroje i prostor. Evoluce nam tak nabizi Zivot,
ktery se snazime popsat, pochopit a vyuzit. Pfes veliky konkurencni tlak si kazdy druh
udrzuje své charakteristické vlastnosti, které se projevuji napiiklad rozdilnou stavbou
téla, zplsobem zivota a rozmnozovani, tvorbou latek a komunikaci s okolim.
Piesto panuje az zavratna shodnost vSech dé&ji na molekularni Grovni napfi¢ vSemi
formami Zivota.

Rise rostlin tvofena eukaryotickymi, prevazné fotosyntetickymi organizmy
obsahuje na 300 000 druht. Kazdy druh je charakterizovan svymi vlastnostmi, vytvaii
své typické latky, které maji rozlicné vlivy na ostatni organismy. Objevovani, studium
a popis takovychto latek je soucasti systematického poznani, kdy jednotlivé vlastnosti
latek je mozné chapat jako funkci jejich struktury.

Pro uréovani struktury nejen téchto latek se v pribéhu poslednich desetileti
objevilo mnozstvi rozliénych metod, kde zasadni roli pfedstavuje nuklearni magneticka
rezonance (NMR). Jedna se o relativné mladou techniku s obrovskymi moZnostmi.
Urceni struktury jiz nepfedstavuje tézko fesitelny problém, ale otazku né¢kolika mélo dni,
maximalné tydna. Presto stdle jesté existuji latky, u kterych se i ptes technickou
vybavenost dne$ni doby nedafi strukturu urcit.

Strukturni analyze, vedle samotné NMR spektroskopie, napomaha k urceni
konstituce a konfigurace mnozstvi dalSich pomocnych metod jako jsou naptiklad
Mosherovy kyseliny, chirdlni posunova ¢inidla, nukledrni Overhausertav efekt a nepiima

spin-spinova interakce.



,, PFiroda nedéla nic zbytecné.
Aristotelés ze Stageiry

1.1. Rostliny

Z velkého mnozstvi dosud znamych rostlinnych druhti je jen malo z nich
studovano pro obsah alkaloidl piip. dalSich latek. Na Katedie farmaceutické botaniky
a ekologie bylo vybrano nékolik desitek druhti pro studium jejich obsahovych latek.
Klicem k vybéru byla zejména potencialni aktivita na inhibici acetylcholinesterazy,
piipadné¢ dosud neprovedené izolace alkaloidii. Nasledujici rostliny byly vybrany
pro mnozstvi strukturné zajimavych izolovanych latek.

Samotnému urcovani struktur vzdy predchazi reSersni prace, ktera v tomto
pfipad¢ usnadni strukturni analyzu jednak znalosti jiz izolovanych a popsanych latek,
pfipadné charakteristickych strukturnich typt, jez odpovidaji patfiénym biochemickym

cestam jejich vzniku.

1.1.1. Berberis vulgaris L. - diist’al dra¢

Druh rozsifeny v mirném pasu Evropy. U nas roste
na slunnych stranich a ve svétlych hajich. V rlznych
zahradnich formach se péstuje v parcich a zahradach. Jedna
se 0 trnity ket az 3 m vysoky, s hladkou nazelenalou kiirou
a podlouhle vejcitymi vykusovanymi listy, vyrustajicimi
ve svazeCcich vuzlabi trnl. Kvéty (duben az cerven)
jsou usporadané do jednoduchych pievislych hrozni a maji

drazdivé tycCinky. Plody jsou podlouhlé cervené bobule,

kyselé chutil? 34,

Ve fytoterapii se uziva suSena kiira kofent ptipadné vétvi sbirana na jafe nebo
suSeny plod ziskany v dobé zralosti. Kofenova droga slouZzi predevsim k izolaci berberinu
nebo alkaloidového komplexu. Pouziva se jako tonikum, cholagogum, spasmolytikum,
diuretikum a jako stimulans dychaciho systému. V lidovém 1é¢itelstvi se §t'ava z bobuli
pouziva pii horecnatych stavech 1 jako osvézujici népoj. Piipfedavkovani dochézi
k podrazdéni centralni nervové soustavy (poruchy vazomotoriky, dychani), omamenti,
zvraceni a prajmul 234,

Témeét  vSechny ¢asti  rostliny kromé& plodid  obsahuji  alkaloidy

benzyltetrahydroisochinolinové biosyntetické cesty, tedy odvozené od L-tyrozinu.



V nejvétsim mnoZstvi jsou zastoupeny alkaloidy ze skupiny protoberberinové:!

berberin 1, jatrorhizin 2°, kolumbamin 3, palmatin 4, berberrudin 5°, 8-oxoberberin 6,

lambertin 7”.
R,0O
R40O
OR;3
OCHgj
1 berberin R, +R, =CH, R;=CHj; 6 8-oxoberberin R = O
2 jatrorhizin R, =CHj; R, =H, Ry =CH; 7 lambertin R=H,

3 kolumbamin R; =H, R, = CH; R;=CH;
4 palmatin R;=CH; R, =CH; Ry =CH;j
5 berberrudin Ry + R, = CH, R;=H

Ze skupiny benzylisochinolinové se jedna mimo jiné o yuziphin 87, a ze skupiny
bisbenzylisochinolinové® & % 101112 nant o berbamunin 9, oxyacanthin 10 a berbamin
11. Bisbenzylisochinolinové alkaloidy jsou fazeny do jednotlivych typii podle poctu

a poloh etherickych miistkti mezi jednotlivymi ¢astmi®,

OH
OH ‘
H,CO _CH
| O o

8 yuziphin

OH

10 oxyacanthin typ VI



11 berbamin typ VIII

Vedle vyse zminénych strukturnich skupin se v této rostliné vyskytuji i aporfiny?
talikmidin 12, isocorydin 13° a magnoflorin 14, dale pak i bervulcin a vulcarin,

U nichZ neni struktura dosud pIné uréena'®.

H3;CO H3;CO
H3;CO HO
HO HO
H3;CO H3;CO
OCH3
12 talikmidin 13 isocorydin 14 magnoflorin

10



1.1.2. Fumaria officinalis L. - zemédym lékarsky

Rostlina ptivodem z Pfedni Asie, dnes rozSifena v celé
Evropé a v Asii. U nas se vyskytuje jako plevel hojné
na zahradach, polich a podél cest. Roste od nizin
az do horského pasma? 3,

Jedna se o jednoletou, az 30 cm vysokou Sedozelenou
bylinu s dutou, hranatou bohaté odspodu rozvétvenou
a listnatou lodyhou. Listy ma svétle zelené, fapikaté, dvakrat
jemné zpetené, S listky rovnéz tapickatymi, dlanit¢ délenymi

Vv podlouhlé, asi 3 mm Siroké ukrojky. Svétle az nachové

cervené kvéty s tupou ostruhou jsou zygomorfni, v bohatych

primych hroznech, kvete od dubna do zafi. Plody jsou kulovité az ledvinovité nazky
na stopkach. Kromé zemédymu lékatrského roste u nas dalSich, velmi si podobnych,
5 druht tohoto rodu? °,

UZivanou drogou je suSend kvetouci nat’ sbirana v kvétnu az Cervenci. UsuSena
jebez pachu a ma ponékud slanou a nahotklou chut. Dnes se pouziva omezené
v nalevech jako stomachikum, laxativum a slabé diuretikum. Prevazné vsSak jako
choleretikum pfi zluénikovych a jaternich nemocech, zalude¢ni dyspepsii a pfi zacpe€.
Zevné se uziva ve formé obkladi nebo koupeli pfi koznich vyrazkach, ekzémech
a hemoroidech (obvykle s listem vlasského ofechu) %2,

V usuSené droze je obsazeno 1,25% alkaloid, mnozstvi hot¢in a jinych dosud
malo znamych latek. Pisobenim na hladké svalstvo tato rostlina urychluje stfevni
peristaltiku a soucasné ma i diureticky u¢inek. Dale pak napomaha latkové vyméng,
piiznivé ovliviiuje ¢innost zaludku, pti poruchach zlucniku. Ve vétSich davkach mutze
pusobit ochrnuti dychaciho centra.

Alkaloidy, na které je rostlina obzvlast bohata, zejména na mnozstvi druhd
i jednotlivych zastupct, lze rozdélit do nekolika strukturnich typt. VSechny

vSak vychazeji ze stejné biosyntetické cesty vychazejici z L-tyrozinu.,
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Spirobenzylisochinolinovy typ alkaloidii tvofi nejvétsi skupinu obsahovych
latek rostliny Fumaria officinalis. Vznikaji pfeménou protoberberinovych alkaloidu.
Z rostliny jiz byly izolovany tyto latky: (-)-fumaritin 15> 6 (9)-fumaricin 16> 16,
(+)-dihydrofumarilin  17%, fumaritrin  18'®, (-)-fumarofycin 19* 1.7 (1)-O-

methylfumarofycin 2017, (+)-parfumin 21, (+)-parfumidin 228, (+)-fumarilin 23%>16,

R0
O N—CHj

J

R,0

@)
15 (-)-fumaritin R;=H,R,=CH; Ry=H 21 (+)-parfumin Ry ~H, R, = CHy
16 (-)-fumaricin R; R,=CH; R;=H 22 (+)-parfumidin ~ R; R, =CH;j
17 (+)-dihydrofumarilin R;+R,=CHy Ry=H 23 (+)-fumarilin Ri+R,=CH,
18 fumaritrin Ri Ry Ry =CHj
19 (-)-fumarofycin R, =H, R, = CH; R; = COCH;3

20 (-)-O-methylfumarofycin R; R, =CHj3 R3;=COCH;

Druhou nejpocetnéjsi skupinou jsou alkaloidy protoberberinového typu, které
obsahuji ve své molekule benzylisochinolinovy skelet. Jedna se jednak o terciarni aminy:
(-)-stylopin 24, (£)-stylopin®®, (-)-sinaktin 25 1’ N-methylsinaktin 26°, (-)-skulerin

27" a (-)-cheilanthifolin 2818, tak i 0 kvarterni amoniové soli napi. koptisin 29*°.
R,0
@
R,0
OR;
l OR,

24 (-)-stylopin R; +Ry=CH, R3; +Ry=CH, 29 koptisin
25 (-)-sinaktin R, R, =CH; R; +Ry=CH,

26 N-methylsinaktin R; R, =CHj; R; + R, =CH,, N'-CH,4

27 (-)-skulerin R;=H,R,=CH; R;=H, R4 =CH;

28 (-)-cheilanthifolin R;=H, R, = CH; R;+ R, =CH,

12



Typ aporfinovy vznika spojenim dvou aromatickych jader benzylisochinolinové
jednotky. Ve Fumarii officinalis byly identifikovany (+)-bulbokapnin 30%
a (+)-korytuberin 31,

H4CO

HO
HO

H,CO
30 (+)-bulbokapnin 31 (+)-korytuberin
Pfeménou protoberberinovych alkaloidd vznikaji latky benzofenanthridinového

typu napt. sanguinarin 3217 a otevieny alkaloid tohoto typu korydamin 33%7.

32 sanguinarin 33 korydamin

Alkaloidy protopinového typu protopin 3417 a kryptopin 3517, vznikaji

oxidaci protoberberinovych alkaloida.

o) H;CO
C
0 HsCO
o) o)
) )
o o

34 protopin 35 kryptopin
Skupinu alkaloidut s laktonovym kruhem tvoti typ ftalidisochinolinovy, kde mezi
zastupce V této rostling patii (+)-adlumin 367, (+)-korlumin 37" a (-)-hydrastin 38’

s neobvykle rozdilnymi uspofadanimi chiralnich center.

HsCO HsCO
N O N
H,CO “CH; H,CO “CHj
o) H™ o
H
36 (+)-adlumin o 37 (H)-korlumin O

13



Typ sekoftalidisochinolinovy vznika pravdépodobné otevienim jednoho ¢i vice
kruhti pfedchoziho typu spojeného s oxidaci. Zrostliny byly izolovany:
N-methylhydrastin 39> 2%, N-methylhydrastein 40> 2° a N-methyloxohydrastein 41%°.

T T

o
OCHj4 OCHj,4 OCHj4
39 N-methylhydrastin 40 N-methylhydrastein 41 N-methyoxolhydrastein

Pomérné ¢asto pritomnymi latkami jsou alkaloidy indenobenzazepinového typu,

napt. (+)-fumarofin 421518 (+)-fumaritrin 432, (+)-fumaritridin 44?* a bulgaramin 452,

H,CO

43 (+)-fumaritrin R =CH;
42 (+)-fumarofin 44 (+)-fumaritridin R=H 45 bulgaramin

Vedle bohaté zastoupenych alkaloidt je rostlina zdrojem i dalSich obsahovych
latek, studiu jejich biologické aktivity se vénuje stale vétsi pozornost. Z fenolickych latek
to jsou flavanoidy isokvercetin, kvercetin-3,7-glukosid, kvercetin-3-arabinosyl-glukosid,
rutin kamferol-arabinosid?® 24, V nejvétsi mife zastoupena kyselina fumarovad 46
byla pokusné terapeuticky pouzita pti 1écbé lupenky?®, dile u ni byl zkoumén
antikarcinogenni a antifungalni ucinek. Z dalSich obsahovych latek to jsou zejména
kyselina skoficova, kavova, ferulova, chlorogenova a derivaty kyseliny jable¢né?®®.

O
HONOH
(0]

46 kyselina fumarova
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1.1.3. Nerine bowdenii W. Watson

Endemicka vytrvald rostlina, domaci v jizni Africe
Vv Dracich horach a okoli Kapského mésta (KwaZulu-Natal
Drakensberg a Eastern Cape Provenience). Pro své kvéty
jednes jiz Siroce péstovana 1 jako oOkrasna kvétina,
vyhledavajici zejména destivé 1éto a chladné suché zimy?" 8,

Trvala bylina se stonkem a listy, ve tvaru paskq,
vyrustajicimi z cibule (8-10 cm) do vysky az 45 cm. Stonek
nese pékné rizové kvéty, zfasené platky pfipominajici drobné

nafezané lilie. Kvete v pozdnim 1ét& a na podzim?°.

Pro pfitomnost mnozstvi alkaloidii jsou nejzajimavéjsi ¢asti rostliny cibule.

V dostupné literatufe nebyla nalezena zadna zminka o tradicnim uZzivani této drogy,

zato alkaloidni extrakty vykazuji zajimavou aktivitu na acetyl- a butyrylcholin esterazu.

Z velkého mnozstvi alkaloidl je nejvice zastoupeny belladin 4

O
- ?H3
HSC\O

728, 30

N
\/\Q\ _CH,

47 belladin (@]

Z dalsich obsahovych latek se jedna zejména o alkaloidy krininového typu, které

vznikaji spojenim aromatickych jader derivatu belladinu. Jedna se o jiz izolované latky:
krinamidin 48%, undulatin 49%°, bowdensin 50%, nerbowdin 51%°, krinin 52%, buphanisin

53%, krinamin 54%, buphanidrin 55%°, ambellin 56%% 3!, 11-O-acetylambellin 57%

a filofilin 582" s navazanou kyselinou nikotinovou. Alkaloidy s atypickou substituci

v poloze 6 tohoto typu jsou 6-hydroxypowellin 5932 a 6-hydroxybuphanidrin 60°2.

48 krinamidin R; =H, R, + R3; =0, R, =OH
49 undulatin R;=H,R, +R3;=0,R,; =0OCHj;
50 bowdensin R; R;=0OCOCH; R, Ry=H
51 nerbowdin  R; = OH, R, R;=H, R, =OH

52 krinin R; R, R3=H

53 buphanisin Ry =CH; R, Ry=H

54 krinamin R;=CH; R, =H, R; = OH

55 buphanidrin R;=CH; R, =0CH; R;=H

56 ambellin R, =CHj; R, =0CH; R;=OH

57 11-O-acetylambellin R; = CH; R, = OCH3 R; = OCOCH; OCHjs
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OCHj; OH

OCHs 59 6-hydroxypowellin R=H
58 filofilin 60 6-hydroxybuphanidrin R = CHj

Jako jediny, zatim publikovany, zastupce haemanthaminového typu
je (+)-epikrinin 61%,
WOH

61 (+)-epikrinin

Ze skupiny alkaloid lykorinového typu byly popsany latky: lykorin 623,
1-acetyllykorin 63*° a ungeremin 643,

OH

O ‘ O
<O /N+

62 lykorin 63 1-acetyllykorin 64 ungeremin
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., Ma-li se cloveék stat clovekem, musi se vzdeélat. *
Jan Amos Komensky

1.2. Strukturni analyza

Izolaci alkaloidl ze zminénych tfi rostlinnych druhti bylo ziskano nékolik desitek
organickych latek se zdmérem nejprve urcit jejich strukturu. Struktura organickych latek
infraervena spektroskopie (IR), ultrafialova spektroskopie (UV) a nuklearni magneticka
rezonance (NMR). Hmotnostni spektrometrie vypovida o velikosti a slozeni molekuly,
IR informuje o pfitomnosti funk¢énich skupin @ UV 0 konjugovanych systémech
elektront. Nuklearni magneticka rezonance poskytuje nejvice informaci z hlediska
uréovani struktury organickych latek.

K uréeni struktury vede klikata cesta, kde vstupni branou je molekulovd hmotnost
a v idealnim pftipad€ i sumarni vzorec. Nasleduje pak sestavovani jednotlivych skupin
atomt, substrukturdlnich fragmentli a urovani jejich vzajemnych vztahi, coz v idedlnim
ptipad¢ vede k uréeni konstituce, eventualné kK né¢kolika malo konstitu¢nim izomertim.
Dal$im meznikem u n€kterych latek je zjisténa ptitomnost chiralnich center, z které plyne
urcovani relativni a v lepSim ptipadé i absolutni konfigurace. Pod pojmem struktura
Vv uz$im slova smyslu je pak mozné chapat i znalost nejstabilnéjsi konformace, vazebnych
uhld, délek vazeb a pfitomnost vSech vazebnych a nevazebnych interakci. Témito
a dalsimi otazkami se pak podrobnégji zabyva stereochemie.

Pro feSeni konstituce (rozliSeni konstitu¢nich izomerl) a zejména konfigurace
neznamych latek bylo vedle klasickych jedno i vicedimenziondlnich experimentt pouzito
mnozstvi specialnich technik. Zejména se jednd o Izotopicky indukovany efekt,
Nuklearni Overhauseriv efekt, Chiralni posunova ¢inidla a Nepfimou spin-spinovou
interakci. Vedle téchto metod vyuzivajicich NMR principti byla téz pouzita Opticka

otadivost a Cirkularni dichroizmus. 34 35 36
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., Mystika krdsy je mystikou sloZitosti.
Sébastien-Roch Nicolas de Chamfort

1.3. Stereochemie
Stereochemie je disciplina organické chemie zabyvajici se studiem prostorové
stavby molekul a jejim vztahem k fyzikdlnim a chemickym vlastnostem latek.
Dvé slouCeniny se stejnym sumdrnim vzorcem a rozdilnou chemickou strukturou

nazveme izomery, které klasifikujeme na zakladé rozdilné struktury, viz Obr. 134 %,

IZOMERY
rozdilné souceniny se stejnym
molekularnim vzorcem

SRR TEREOIZOMERY
KONSTITUCNI izomery S , o . ,O .
. .. L. atomy izomeru jsou rozdilné
atomy izomert jsou rozdiln€ vazany r 1
uspofadany v prostoru
DIASTEREOMERY ENANTIOMERY
stereoizomery nejsou navzajem stereoizomery jsou navzajem
zrcadlovymi obrazy zrcadlovymi obrazy
cis-trans diastereomery konfiguraéni diastereomery

Obr. 1 I1zomerie organickych slou¢enin
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1.3.1. Konstitu¢ni izomery

Izomery, ve kterych jsou jednotlivé atomy v molekule spojeny riznym zpiisobem,
nazveme konstituéni izomery. Tyto slouceniny se mohou lisit uspofadanim uhlikatého
fetézce, funkénimi skupinami nebo jejich polohou®. V tomto kontextu je tieba rozlisit
mezi ,konstituci a ,,strukturou®. Zatimco konstituci je mySleno pravé usporadani
uhlikatého fetézce, poloha skupin, atd., tak pojem struktura zahrnuje celkovou
architekturu (prostorovou stavbu) molekuly®. Nejen z hlediska uréovani konstituce
je nuklearni magnetick4 rezonance (NMR) nejcennéjsi technika®.

Prvotni NMR data (chemické posuny a poéty 'H a 3C NMR signall) davaji
vzniknout obrovskému mnozstvi teoretickych konstitu¢nich izomeri. Limita jejich poétu
pres NMR korelace (*H - 'H COSY, *H - ¥C HSQC, 'H - 3C HMBC a 1,1-ADEQUATE)
vede, prinejmensim, k redukci po¢tu moznych vysledkd, pravé v zavislosti na dostatku,
piesnosti a kvalité téchto informaci®”*8, Pravé multidimenziondlni NMR techniky jsou
tim pravym klicem ke strukturni analyze. Tento pfistup je tedy v zasadé zavisly
na pfitomnosti korelaci a tak, pro zvolené experimenty, i piitomnosti protoni®.
Pokud uréovana latka nebo jeji Cast trpi nedostatkem pfitomnych protont, je nutné
pro vylouceni teoretickych konstitu¢nich izomerti nalézat dal$i metody. Jako jedna

Z moznosti se nabizi, pro vybrané latky, izotopicky indukovany efekt.

Izotopicky indukovany efekt

Bohaté substituované aromatické slouceniny s ¢etnymi volnymi i substituovanymi
fenolickymi skupinami (typické pro bisbenzylisochinolinové alkaloidy, viz Berberis
vulgaris) poskytuji na téchto pozicich konstituéni izomery. Ty nelze bézné rozlisit,
protoze atomy vodiki fenolickych hydroxyld, vlivem chemické vymény, zpravidla
neposkytuji zadné korelace a etherické mulstky mezi dvéma neprotonovanymi atomy
uhliki opét nelze dokdzat korelacemi pies vétSi pocet vazeb. V téchto ptripadech
Ize s vyhodou uzit izotopicky indukovany efekt deuteria.

Izotopicka vymeéna atomu vodiku za atom deuteria napt. na fenolické skuping, ...
ovlivni dynamické a elektronové vlastnosti molekuly. Zmény v dynamickych
vlastnostech se projevi mirnou zménou rota¢né-vibraéni geometrie molekuly
a primérnou délkou vazby (krat$i a pevnéjsi vazba). Zmeény elektronovych vlastnosti
se projevi ve zmén€ chemickych posunti a interak¢nich konstant v souvislosti i se zménou

geometrie. Velikost zmény chemického posunu je tedy zavisla na elektronovych
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I dynamickych zménach a je znacné zavisla na struktufe molekuly (vazanych atomech,
hybridizaci, vzdalenosti, vazebnych thlech, atd.) 40414243, 44,45, 46

Na jadra méfenych atomu piisobi v daném misté efektivni magnetické pole Bef,
které je dano rozdilem indukce externiho Bg a lokalniho Bioc magnetického pole (1).

Velikost lokalniho magnetického pole Bioc je Umérna externimu Bp S konstantou

umémosti o (1)*.
Beff = Bo - Bioc = (1 - G)BO (1)
o= Gdia + gPara 4 Gl (2)

Kde o je konstanta magnetického stinéni a % je diamagneticky piispévek

zprostiedkovany magnetickym polem elektronti orbitalu S méfeného atomu (opacné

orientovany nez magnetické pole Bo), o

paramagneticky piispévek vytvoieny
elektrony orbitaldl p (souhlasny se smérem Bo) a ¢' je vliv generovany sousednimi atomy
a skupinami*’.

Izotopickd vyména atomu vodiku za deuterium vede ke zméné€ jednotlivych
piispévkil (zejména c') Konstanty magnetického stinéni o a tedy i ke zméné efektivniho
magnetického pole Beff a tedy i ke zméné rezonanéni frekvence v (3) pozorovaného
jadra®® 4’ kde y je gyromagneticky pomér piislusného jadra.

v =7 Besf /21 (3)

Zmeéna rezonan¢ni frekvence indukovana selektivni deuteraci se projevi zménou

chemického posunu (4)*42,

"ABC(HD) = §1°C (XD) - 813C(XH) 4)
kde n je pocet vazeb mezi mistem vymény a pozorovanym atomem (D - X - 13C, n = 2),
A je rozdil chemickych posunt, o je chemicky posun piislusného jadra. Déle bude vztah

(4) uzivan pro chemicky posun atomii 3C a uvadén ve zjednoduseném tvaru (5).

"As = Op - OH (5)
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1.3.2. Stereoizomery

Dva izomery, ve kterych jsou jednotlivé atomy v molekule spojeny stejnym
zpusobem (ve stejném poradi), avSak rozdiln€¢ uspotadany v prostoru, nazveme
stereoizomery, viz Obr. 1. Dvojici stereoizomert je mozné dale klasifikovat podle jejich
vzajemného vztahu na enantiomery (zrcadlové obrazy) a diastereomery. V mnoziné¢
diastereomernich vztahtl dale rozeznavame cis-trans izomery®*35:3%,

Objev stereochemie ukazal, Ze konstituni vzorec necharakterizuje tpln¢ danou
slouceninu, u takovych latek musime znat, pojmenovat jejich konfiguraci (prostorové
uspofadani substituentli okolo centra chirality). V tomto kontextu je tfeba opét rozlisit
mezi znalosti ,,absolutni konfigurace* a ,,strukturou®. Jak jiz bylo zminéno, znalost
struktury zahrnuje celkovou architekturu, prostorovou stavbu molekuly, kdezto
konfigurace popisuje pouze vzajemnou orientaci substituentii okolo centra chirality3#3°2¢,

Pro ur¢ovani absolutni konfigurace a dokonce i struktury latek je Siroce pouzivana
rentgenostrukturni analyza a elektronova difrakce. Ultrafialovd a infracervena
spektroskopie ma jen minoritni pfinos. Nuklearni magneticka rezonance zejména diky
nuklearnimu Overhauserové efektu (NOE), Karplusové rovnici, Mosherovym kyselindm
atd. poskytuje velmi cenné, asto nenahraditelné udaje o popisu konfigurace®®. Nejvétsi
ptinos vSak pravdépodobné skyté cirkularni dichroizmus (CD) a opticka rota¢ni disperze
(ORD)3*35, V nasledujicim textu budou tyto jednotlivé techniky pfiblizeny spoleéné

se svym piinosem.
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Cirkularni dichroizmus
Optickou aktivitou nazyvame schopnost nékterych molekul ¢i systému rozdilné
interagovat s pravo- a levoto¢ivym kruhove polarizovanym elektromagnetickym zafenim.

Diference v absorp¢nich koeficientech Ag (6) (pfip. v absorbanci AA (7)), téchto dvou

zafeni, dava vzniknou technice cirkularniho dichroizmu (CD)49.
Ag =gi-er = AA/l.c [L.molt.cm™] (6)
AA=AL - Ar (7

Kde | je délka optické drahy v cm a € je molarni koncentrace. Vedle nejlogictéjsiho
parametru Ag, ktery piimo udava molekularni vlastnost je mozné CD spektra uvadét
i v hodnotach molarni elipticity [@] (8), kde tan™'® = b/a (b, a jsou poloosy referenéni

elipsy na vystupu ze vzorku). Pro vypocet molarni elipticity se obycejné pouziva

piiblizny vztah (9) 49°1°2,
[0] =®.M/1.c.100 [deg.cm?.dmol?] (8)
[©] = 3300 . As 9)

Kiivky CD jsou citlivé na stavbu molekul, zejména na konfiguraci v blizkosti
chromofort. Typické chromofory vyskytujici se v alkaloidech rostlin Fumaria officinalis
a Nerine bowdenii jsou methylendioxyfenyl ptipadné dimethoxyfenyl. Pro tyto alkaloidy
je typicky 1 polycyklicky systém tvofeny jednak aromatickym jadrem chromoforu
a dalSimi dvéma cyklohexanovymi kruhy. Na zéklad¢ znamych latek s polycyklickym
skeletem byly vysloveny pravidla kvadranta®®. Pro jednoduchost se u alkaloidii z téchto
rostlin vyskytuji tfi typy napojeni kruhii trans-1, trans-2 a cis-3 viz Obr. 2%:°2, CD kfivky
vSech typu jsou rozdilné a je tedy mozné urcit absolutni konfigurace center chirality
53,54,55,56

na spojnici kruhti

H H

trans-1 trans-2 cis-3

Obr. 2 Typy napojeni kruhi (kliny - —= odpovidaji axialnim vazbam)
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Nuklearni Overhauseruv efekt

Zmény intenzit signalli pozorovanych jader zptisobené pomoci ozafovaného pole
B2 jinych jader jsou oznaCovany jako nuklearni Overhausertiv efekt (NOE). NOE efekt
je mozné pozorovat mezi jadry (X a A), jejichz hlavnim relaxacnim mechanizmem
je dipol-dipolova relaxace. Pii saturaci pfechodt jader X dochazi ke zménam populaci
jader A najednotlivych energetickych hladinach a tedy ke zménam pozorovanych intenzit
signald jader A. Zménu intenzit danou pomérem pii a bez ozafeni je mozné vycislit
maximalni hodnotou (10)*%°8:5%80 kde y je gyromagneticky pomér piislusného jadra.

NOE(max) = yx /2.ya (10)

Méfeni prostorovych vzdalenosti je limitovano maximalni vzdalenosti cca 5 A,
kde intenzita rychle klesa timérn¢ s Sestou mocninou vzdalenosti jader. Intenzita pfenosu
je dale ovlivnéna sméSovacim ¢asem. Pfi kratickych sméSovacich ¢asech t (do 100 ms)
ma vystavbova kiivka intenzity NOE | linearni pribéh viz Obr. 3. V ¢ase 300-600 ms
dosahuje svého maxima a nésledné prevladnou relaxacni mechanizmy (pievdzné Ti
relaxace a spinova difuze) a dochazi k poklesu intenzity 1 k nule viz Obr. 3. Pomoci NOE
efektu je mozné feSit uspofadani chirdlnich center tj. relativni konfiguraci, relativni

vzdalenosti amomu, atd. 47:57:58:59.60

Vystavbova kiivka NOE
08

06 T
04 +

02 +

Obr. 3 Intenzita NOE | v zavislosti na sméSovacim ¢ase t
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Derivatizacni ¢inidla, Mosherovy kyseliny
Dva enantiomery maji odpovidajici jadra a skupiny enantiotopické, jejich signaly
tedy izochronni a NMR spektra identickd. Dva enantiomery nelze pouZzitim standardnich
postupti pomoci NMR spektroskopie rozlisit. Ve dvojici diastereomerti jsou odpovidajici
jadra a skupiny diastereotopické, signaly anizochronni a spektra rozdilna. Princip
diastereotopicity je mimo jiné vyuzivan pii urCovani absolutni konfigurace pomoci

Mosherovych kyselin®'.

FsCy, o MO,
H,CO FsC

OH OH
65a (S)-(-)-MTPA  65b (R)-(+)-MTPA

Mosherovy kyseliny jsou a-methoxy-a-(trifluoromethyl)fenyloctové kyseliny
(MTPA, 65). Jedna se o (S) a (R) stercoizomery, jejichz estery se sekundarni
hydroxylovou skupinou (pfipadné aminoskupinou vazanou na sekundarnim uhliku)
vytvoii dvojici diastereomerti s rozdilnymi spektry. Kli€ové pro ureni absolutni
konfigurace sekundarni hydroxylové skupiny je tzv. MTPA rovina viz Obr. 4. V jedné
rovin¢ se vyskytuji CFz skupina, karbonylovy kyslik a vodik terciarniho uhliku
hydroxylové skupiny®®2, V piitomnosti iontll kovil, které je nutné se vyvarovat, mize
dojit ke koordinaci iontu na kyslik methoxyskupiny a karbonylové skupiny, ¢imz dojde

k vychyleni CF3 skupiny z MTPA roviny a ke zméné mista stinéni benzenového kruhu®?.

BN ]
(B MeQ (B u OMe
x\’ﬁg (R X ﬁ\ch
H O

H O
\_ MTPA plane 4/‘

X =0o0rNH

Obr. 4 MTPA rovina
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Rozdily ve stinéni benzenovym jadrem u R a S izomeru se projevi zménami
chemickych posuni pfisluSnych substituenti Ri1 a R2. Z rozdild chemicky posunt
As podle vztahu (11) pro kazdy vodikovy atom se urci oblast s kladnou a zapornou

hodnotou téchto rozdili a nasledné i absolutni konfigurace viz Obr. 5 6364,

As = s - Or (11)
y c'wrrpn y
X C
ol Eh
Hz H HA

Obr. 5 Uréeni absolutni konfigurace v zavislosti na As

Pro ptipravu ptislusnych esterd je mnoho postuptl, vétSinou zalozenych na pouziti
piislugnych chloridf kyselin, bazi a dichlormethanu jako rozpoustédla®! 62636465 Ngkteré

postupy jsou navrzeny i na piipravu v pyridinu-ds ptipadné v NMR kyvetach®6:67:68,
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Chiralni posunova ¢inidla

Dva enantiomery maji NMR spektra identicka, kdezto diastereomery maji NMR
spektra rozdilné. Princip diastereotopicity je mozné pouzit pti rozliSeni dvou enantiomeri
jednak derivatizaci Mosherovymi kyselinami, kde limitujicim faktorem je pfitomnost
volné funkcéni skupiny umoziujici derivatizaci. Druhou moznosti jsou chiralni
rozpoustédla piidana ve velkém nadbytku za predpokladaného vzniku diastereomerné
solvatovanych enantiomert s rozliSitelnymi spektry. Problém zde piedstavuje jednak
mnozstvi pouzitého nedeuterovaného rozpoustédla, tak i mald Gi¢innost*76%70.71.72,

Vyhodnou metodou je pouziti chirdlniho lanthanidového posunového cinidla.
Zpravidla jeden ekvivalent téchto latek (napi. europium(lll) tris[3-(heptafluoropropyl-
hydroxymethyl)-(+)-kafr] 66) po pfidani k enantiomerni smési vytvaii dynamické
diastereomerni komplexy. Ty se v NMR spektrech projevi zdvojenim signélti v zavislosti
na teploté, ochoté tvofit komplexy a vzajemném poméru slozek?"6%70.71.72

CF;

66 Eu(HFC),

Riizn€ substituovand posunova cinidla nejcastéji obsahuji europium(II),
jako centralni atom, komplexované se tiemi f-diketony. Tento centralni atom se silné
koordinuje na aminy, alkoholy, karbonylové skupiny, epoxidy, sulfoxidy a podobné

funkéni skupiny. Slabg&ji se koordinuje napf. na ethery, sulfidy, nitrolatky

a nitrilyse707472
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Neprima spin-spinova interakce

V neposledni fadé¢ velmi uzitenou metodou K feSeni stercochemie latek
je nepiima spin-spinova interakce, nékdy nazyvana jako skalarni interakce nebo J-vazba.
Jadra atomi, s nenulovym spinem, vykazuji magneticky moment, ktery se pienasi
polarizaci vazebnych elektronti na sousedni jadra. V zavislosti na orientaci magnetickych
momenti vuci sobé se zméni efektivni magnetické pole Best (1) sousednich jader,
coz vede ke zméndm jejich rezonancnich frekvenci (3), ve spektrech pozorovatelné jako
Stépeni signalt. Velikost takového Sté€peni je vyjadieno interakéni konstantou J (12),
kde K je funkci strukturnich parametrit molekuly (zejména jader I a S) a n je pocet vazeb.
Podle poctu vazeb jsou interakce oznaCovany jako piimé (n=1), geminalni (n=2),

vicinalni (n=3) a interakce na velkou vzdalenost*’.

"Jis=Kyivys (12)

Nejveétsi vztah mezi strukturou a velikosti interakéni konstanty je vyjadfen
ve vicindlni interakci. Zavislost velikosti 3Jun na dihedrdlnim whlu ¢ popisuje
Karplusova rovnice™ (13), kde A = 4, B =-0,5, C = 4,5 jsou empirické konstanty zavislé
na hybridizaci, valen¢nich thlech, délce vazeb, substituci a elektronegativité dalSich
vazanych atomil, atd’3"4,

8Juw'= A+ B cosg+ C cos 2¢ (13)

Hledani konstant pro jednotlivé modely (velikost kruhu, substituce,
hybridizace,...) vedlo i k ziskavani dalSich vypoctovych vztahli (Alton, Diez,...)
a pochopitelné 1 kvantové chemickému ptistupu. Model pro cyklohexan v zidlickové
konformaci dobie popisuje Bothner-By rovnice s parametry A =7, B =-1, C =5
viz Obr. 6. Kde lze zjednodusit situaci pro stabilizovanou zidlickovou konformaci
na kombinaci poloh axialni a ekvatorialni (v obrazku $rafovana &ast). 3Ja.a = 8 - 11 Hz

odpovida ahlu 180°, 3Jse = 3Jee = 2 - 6 Hz jsou variabilni a citlivé na dihedralni uhel™7®,
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,, Kdyz chces byt stastny jeden den, opij se,

Kdyz chces byt stastny jeden rok, ozer se,

Kdyz chces byt stastny cely zivot, zacni vcelarit.
lidova moudrost

2. CIL PRACE

Zakladnim cilem této prace byla analyza struktur latek piirodniho pivodu
vyuzitim nuklearni magnetické rezonance a také za pomoci dalSich technik. Tento

zakladni zamér byl rozdélen na dil¢i cile, z nichZ plynou odpovidajici ukoly.

1. Uréeni konstituce izolovanych alkaloidu z rostlin Berberis vulgaris L., Fumaria
officinalis L. a Nerine Bowdenii W. Watson.

1D a 2D NMR spektra poskytuji informace o struktuie latek, na jejichz zakladé¢
je mozné prvotni feSeni konstituce s piifazovanim jednotlivych signald s ohledem na dalsi
korelace. Nasledné je pak mozna eliminace chyb uvazovanim teoretickych izomert,
nasledovand navrhy dalSich pomocnych experimentii a métfeni pro jednoznacné stanoveni

konstituce a u chiralnich latek nasledné i absolutni konfigurace.

2. Nalezeni a uziti vhodnych metod pro feSeni konstitu¢nich izomeri u alkaloidli
Berberis vulgaris L.

Pro alkaloidy izolované z této rostliny je charakteristické mnozstvi volnych
I substituovanych fenolickych hydroxyld. Pfitomnost aromatickych (neprotonovanych)
substituentll vedle volnych fenolickych hydroxyli vede k obtizné rozliSitelnym

polohovym izomerim.

3. Nalezeni metod pro feSeni stereochemie alkaloidi z Fumaria officinalis L.
a Nerine Bowdenii W. Watson a uréeni jejich absolutni konfigurace.

Alkaloidy téchto rostlin obsahuji nejcastéji 2 - 4 chirdlni centra. U n¢kterych
popsanych latek chybi tdaje o konfiguraci pfipadné o zplsobu urceni absolutni

konfigurace.
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,, Pokud fakta neodpovidaji teorii, zménte fakta.
Albert Einstein

3. VYSLEDKY S KOMENTAREM
Od vsech izolovanych latek byly nejprve naméfeny H a *C NMR spektra,

na zéklade¢ kterych bylo rozhodnuto o dalSim postupu. V ptipadé rozhodnuti o ur€ovani
struktury byla naméfena sada dvoudimenziondlnich spekter, podle které byla nasledné
feSena konstituce. Podle potieby byly nékteré experimenty opakovany s optimalnéj$imi
parametry, Ci zafazena dalsi méfeni, coz postupné vedlo k urceni struktury.

Studované latky jsou fazeny u kazdé rostliny podle strukturni podobnosti. Znaceni
latek je respektovano s ohledem na zplisob a potadi izolace. Prvni v potadi je pak skute¢né
pojmenovani latky. U jednotlivych latek je nastinéna problematika analyzy struktury.

U novych latek je pak ukdzan podrobny postup ziskani struktury.
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., Sviij uspéch hodnotte podle toho, ceho vseho jste se pro néj vzdali.
Dalajlama

3.1. Latky izolované z rostliny Berberis vulgaris L.

Z rostliny Berberis vulgaris L. byla urCena struktura u ¢étrnacti alkaloidu,

z ¢ehoz sedm bylo v literatute popsanych.

3.1.1. 8-oxoberberin (BV1, Ckr)
Mr =351, m = 9,8 mg, C20H17NOs

6 8-oxoberberin

Z namétenych NMR spekter byl jednozna¢né urcen 8-oxoberberin 6. Chemické

posuny atomi *H a *3C se shodovaly s publikovanymi hodnotami’’.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 7.31 (1H, d, J = 8.8 Hz, H11), 7.27 (1H, d, J = 8.8 Hz,
H12), 7.21 (1H, s, H1), 6.71 (1H, s, H13), 6.70 (1H, s, H4), 6.00 (2H, s, OCH-0), 4.29
(2H, dd, J = 7.0, 5.5 Hz, H6), 4.01 (3H, s, C9 - OCHs), 3.94 (3H, s, C10 - OCHg), 2.89
(2H, dd, J = 7.0, 5.5 Hz, H5).

13C NMR (125MHz, CDCls): 160.1 (C8), 151.4 (C10), 149.5 (C9), 148.4 (C3), 147.3
(C2), 135.6 (C13a), 132.3 (C12a), 130.0 (C4a), 123.7 (C13b), 122.3 (C12), 119.4 (C8a),
119.0 (C11), 107.9 (C4), 104.7 (C1), 101.4 (OCH0), 101.3 (13), 61.6 (C9 - OCHs3), 56.9
(C10 - OCHs), 39.3 (C6), 28.7 (C5).
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3.1.2. berbidin, isokarbostyril (BV3, E42)
Mr =412, m = 3,9 mg, C23H2sN20s

5 4

OCH;
67 berbidin
Analyzou NMR spekter byla ur¢ena struktura berbidinu 67, nékdy také nazvany

jako isokarbostyril. Namétena spektra byla ve shodé s publikovanymi hodnotami’®"°.

IH NMR (500 MHz, CDCla): 7.19 (1H, s, H8), 6.72 (1H, s, H5), 6.59 (1H, s, H5"), 4.41
(1H, dd, J = 16.0, 3.9 Hz, H1"), 3.96 (3H, s, C6 - OCHs), 3.85 (3H, s, C6” - OCHz), 3.83
(1H, dd, J = 16.0, 5.0 Hz, H1"), 3.68 (3H, s, C7" - OCHs), 3.60-3.46 (3H, m, H3, H3,
H3"), 3.45-3.36 (1H, m, H4"), 3.29-3.20 (1H, m, H3"), 3.07 (3H, s, N2 - CH3), 3.05-2.88
(3H, m, H4, H4, H4"), 2.83 (3H, d, J = 5.0 Hz, N2’- CHa).

13C NMR (125MHz, CDCl3): 164.2 (C1), 154.0 (C67), 151.7 (C6), 145.8 (C7), 145.4
(C8"), 141.2 (C7"), 133.8 (C4a), 125.6 (C4a’), 122.0 (C8a), 113.0 (C8a’), 113.6 (C8),
110.5 (C5), 108.9 (C5"), 61.0 (C7" - OCH3), 56.2 (C6 - OCHs), 56.1 (C6” - OCHs), 50.0
(C3"),49.4 (C17), 48.2 (C3), 40.9 (N2 - CHa), 35.0 (N2 - CH3), 27.6 (C4), 23.7 (C4").
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3.1.3. berbanin (BV4, E51)
Mr =394, m = 5,5 mg, C22H22N20s

HsCO

68 berbanin

Ve vodikovém *H NMR spektru bylo na prvni pohled patrnych 3est alifatickych
a Sest aromatickych signalti. Jednozna¢né zde byly urCeny tfi methoxy skupiny a jeden
methyl (8 3.04 ppm) vazany na amidicky dusik. Dva triplety (3 3.54 (H3) a 2.99 (H4),
J= 6.7 Hz), podle stejné interak¢ni konstanty i podle COSY spektra spolu jednoznaéné
sousedily, z ¢ehoz jeden vykazal dobré korelace v gHMBC spektru na amidicky uhlik
(C1) i na methyl vazany na amidickém dusiku a druhy pak na aromatické jadro Obr. 7.
Z korelaci aromatickych vodiku 6 6.81 (H5) a 7.19 (H8) ppm byla ziejma i zbyvajici
substituce tohoto tetrahydroisochinolinového fragmentu v podobé methoxy skupiny

a substituované fenolické skupiny.

Obr.7

Pro druhou ¢ast molekuly zbyvalo devét aromatickych uhlikd, dvé methoxy
skupiny a jeden atom dusiku. Odstinéné aromatické vodiky podle chemickych posunt
(69.23 (H1"), 8.33 (H3"), 7.96 (H4") ppm) a interak¢nich konstant tvotily zaklad
pyridinového jadra, dale mély cetné korelace na ortho-kondenzované aromatické jadro
Obr. 8. Devét aromatickych uhlikd s jednim atomem dusikem tvofily opét isochinolinovy
skelet. Podle korelaci aromatickych vodikti 6 7.20 (H5") a 9.23 ( H1") ppm na stinéné
aromatické uhliky o6 162.0, 144.8, 143.5 ppm byly ureny pozice methoxy skupin
jednoznaéné (C6°, C7") Obr. 8.
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Obr. 8

Spojeni obou fragmenti etherickym mistkem bylo prokazano jednak zmétenou

molekulovou hmotnosti (HRMS-TOF MS EI: 394.1533), tak i slabou NOESY korelaci
aromatického vodiku & 7.19 (H8) ppm s methoxyskupinou & 3.93 (C7'-OCHs) ppm

Obr. 9. Tento alkaloid 68 byl izolovan prvné, nazvéan berbanin®.

IH NMR (500 Hz, CDCl3): 9.23 (1H, d, J = 5.64 Hz, H1"), 8.35 — 8.31 (1H, m, H3"), 7.96
(1H d, J = 6.5 Hz, H4"), 7.20 (1H, s, H5"), 7.19 (1H, s, H8), 6.81 (1H, s, H5), 4.14 3H,
s, C6" - OCHs), 4.01 (3H, s, C6 - OCHs), 3.93 (3H, s, C7" - OCHs), 3.54 (2H, t, J = 6.8
Hz, H3), 3.04 (3H, s, N - CH3), 2.99 (2H, t, J = 6.8 Hz, H4).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 163.9 (C1), 162.0 (C6"), 151.6 (C6), 146.2 (C7), 144.8
(C7°), 143.5 (C8"), 139.1 (C1°), 137.0 (C4a’), 135.0 (C4a), 130.8 (C3"), 122.5 (C4"),
122.1 (C8a), 119.3 (C8a’), 114.8 (C8), 110.7 (C5), 102.9 (C5°), 61.4 (C7" - OCHa), 57.1
(C6" - OCHs), 56.4 (C6 - OCHs), 48.1 (C3), 35.0 (N2 - CHa), 27.6 (C4).
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3.1.4. racemicka smés (BV2, C33)
Mr =638, m = 9,7 mg, CzgH46N20s, [OL]D25 =0(c0,12; CHCl3)

H,CO

H,CO

69 C33

Analyzou multidimenzionalnich NMR spekter byla ziskana struktura 69
odpovidajici bisbenzylisochinolinovému strukturnimu typu | s jednim etherovym
mustkem. Tento alkaloid obsahuje ve své molekule dvé chirdlni centra. Pro urceni
absolutni konfigurace byly vyhledany mozné stereoizomery vcetné optickych otacivosti.
Ze ¢tyt moznych stereoizomert byly publikovany tyto téi: O-methyldauricin (1R,1°R,
[@]?® = -78,8 (ethanol))® ©" 20 (+)-O-methylthalibrin (1S,1'S, [o]® = +109
(c 0,22; CH3OH))® ¢t 19). 81 = 0 O’-dimethylgrisabin (1S,1'R, [a]o®® = -26 (¢ 0,19;
CHClIg))*2 6t 942) Jako zastupce &étvrtého stereoizomeru je mozné povazovat strukturnd
podobnou, natfech mistech demethylovanou latku espinin (1R, 1S" [a] = +31
(CHCls3))8 27 7 naméiené otadivosti [o]p?® = 0 (¢ 0,12; CHCI3) viak plyne, Ze se jedna
0 bliZe neurceny racemat. Pro vzdalenost chiralnich center se nepodafilo ani urcit relativni

konfigurace obsazenych alkaloidd.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 7.00 (2H, d, J = 8.4 Hz, H10"), 6.87 (1H, d, J = 8.4 Hz,
H14), 6.83 (1H, dd, J = 8.4, 1.9 Hz, H15), 6.78 (2H, d, J = 8.4 Hz, H11"), 6.72 (1H, d, J
= 1.9 Hz, H11), 6.56 (1H, s), 6.53 (1H, s), 6.04 (1H, s), 5.97 (1H, s), 3.83 (3H, 5), 3.82
(3H, s), 3.81-3.75 (1H, m), 3.79 (3H, s), 3.73-3.68 (1H, m), 3.59 (3H, s), 3.55 (3H, $),
3.30-3.10 (4H, m), 2.91-2.71 (6H, m), 2.68-2.59 (2H, m), 2.57 (3H, s), 2.52 (3H, 5).

13C NMR (125MHz, CDCls): 156.5, 149.8, 147.5 (2C), 146.5 (2C), 144.5, 133.1, 132.4,
130.8 (2C), 127.9 (2C), 126.1, 125.3, 125.0, 122.5, 116.7 (2C), 112.5, 111.2, 111.1,
111.0, 110.9, 64.8, 64.7, 56.1, 55.7 (2C), 55.6, 55.5, 46.5, 46.3, 42.2, 42.1, 40.4, 40.3,
24.8, 24.9.
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3.1.5. (+)-berbostrejdin (BV13, R623)
Mr = 626, m = 20 mg, Cs7H42N20y, [OL]D25 =+25,2 (¢ 0,127; CHCI5s)

‘ o , >
“SOCH; HO ‘ '

70 berbostrejdin

Namétena spektra vykazovala na prvni pohled signaly dvou velmi podobnych
latek obsahujicich benzylisochinolinové uskupeni. Pro zmétenou molekulovou hmotnost
Mr = 626 bylo ale zifejmé, Ze se jednalo o jednu molekulu, tedy tyto dvé jednotky musely
byt vzajemné spojeny. Nejpodobné&jsi ¢asti s mnozstvim zcela piekrytych signald
byl isochinolinovy skelet substituovany v poloze ¢. 6 methoxyskupinou a v poloze ¢. 7
volnym fenolickym hydroxylem. Vétsi rozdily v chemickych posunech mély zbyvajici
¢asti molekuly. Oba vodiky H1 i H1” mély kazdy v COSY spektrech korelace po tade
navodiky H9 a H9’, které nasledné korelacemi pies tfi vazby uréily dvé rtzné

substituovana 1,2,4 trisubstituovana jadra Obr. 10.

Obr. 10

Rozdilna substituce v podobé methoxy skupiny (5 3.78 ppm) s korelaci na atom
uhliku & 148.8 (C12) ppm, a volného fenolického hydroxylu na atomu uhliku 6 145.9
(C12") ppm prokazaného pomoci deuteriem indukovanym posunem Adci21 =-0,33 ppm,
zpisobila jen malé rozdily v chemickych posunech. Poslednim krokem k uréeni struktury
bylo propojeni téchto dvou ¢asti etherovym mistkem, pro ktery se nabizeji uhliky C7,
C7’, C11, C11" a C12". Chemicky posun zminénych uhlikl a izotopicky indukovany
efekt prokazal pritomnost této vazby mezi uhliky C11 a C11” (v poloze C12" je volna
hydroxylovéa skupina). U této latky 70 nebyla nalezena v dostupné literatufe zadna

podobnd struktura, byla proto pojmenovéna berbostrejdin. Pro urceni relativni
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konfigurace pomoci NOESY spekter jsou chirdlni centra pfiliS vzdalena.

Pro rentgenostrukturni analyzu se nepodafilo ptipravit krystalickou formu.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 6.83-6.80 (3H, m, H13, H14, HI3"), 6.74 (1H, bs, H10),
6.70 (1H, bs, H10"), 6.65 (1H, dd, J = 8.2, 1.8 Hz, H14"), 6.50 (1H, s, H5), 6.48 (1H, s,
H5%), 6.28 (1H, s, HS), 6.26 (1H, s, H8"), 3.80 (6H, s, C6 - OCHa, C6” - OCHs), 3.78 (3H,
s, C12 - OCHs), 3.74-3.68 (2H, m, H1, H1"), 3.17-3.05 (4H, m, H3, H9, H3", H9"), 2.82-
2.73 (6H, m, H3, H4, H9, H3’, H4", H9"), 2.60-2.53 (2H, m, H4, H4"), 2.47 (3H, s, N2 -
CHs3), 2.45 (3H, s, N2 - CHa).

13C NMR (125MHz, CDCls): 148.8 (C12), 145.9 (C12"), 145.8 (C6), 145.7 (C6"), 145.0
(C11), 144.2 (C11°), 143.8 (C7), 143.7 (C7"), 132.3 (C9a), 131.1 (C9a’), 128.6 (C8a"),
128.5 (C8a), 125.4 (C14), 125.3 (C14"), 124.3 (C4a), 124.3 (C4a"), 121.2 (C10), 119.8
(C107), 116.0 (C13"), 114.4 (C8), 114.2 (C8"), 112.4 (C13), 110.8 (C5), 110.7 (C5"), 64.4
(C1), 64.4 (C1"), 55.9 (C12 - OCH3), 55.7 (C6 - OCH3), 55.7 (C6” - OCHs), 46.7 (C3),
46.7 (C3°), 42.0 (N2’ - CHg), 41.9 (N2 - CHa), 40.7 (C9"), 40.3 (C9), 24.6 (C4), 24.5
(C4").
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3.1.6. (+)-chenabinol (BV12, J24)
Mr = 626, m = 24 mg, Cs7H42N20y, [OL]D25 =+57,3 (¢ 0,119; CHCI5»)

4 5

71 (+)-chenabinol OH

Na zakladé 2D NMR experimentd byla uréena Kkonstituce a byly pfifazeny
jednotlivé signaly. Prvni ethericky mustek C8 - O - C7" byl urcen na zakladé NOESY
korelaci H8" -H1aH8" - C7OCHz (Obr. 11). Kvili biogenetické podobnosti k berbaminu
byl druhy ethericky mustek ocekavan mezi atomy uhlikt 6 156.2 (C12") a 133.1 (C11)
ppm, ale ani na zdkladé NOESY korelaci nebylo moZzné jednoznacné vyloudit vazbu
na aromaticky uhlik 6 149.1 (C12) ppm. Poloha volného fenolického hydroxylu
(HO - C12) a tedy i etherického mustku byla ur¢ena pomoci deuteriem indukovaného

posunu (Obr. 11), kde Ad(c12) = -0,23 ppm a Ad(c11) = +0,05 ppm.

HaCO A £

Obr. 11

Neznama latka byla urc¢ena jako chenabinol, pro kterou se nepodafilo nalézt
publikovanou optickou otafivost. Na zadkladé publikované optické otacivosti
pro (+)-chenabinolmethylether (jedna se o methylether na volném alifatickém hydroxylu)
[a]o = +21 (c 0,11; CH30H)™ a zméfené optické otacivosti [a]o? = +57,3 (c 0,119;
CHCI3) byla stanovena absolutni konfigurace na atomu uhliku C1° jako (S)
tedy literaturou jiz znamy (+)-chenabinol 717°.
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IH NMR (500 MHz, CDCls): 7.00 (1H, d, J = 7.8 Hz, H14), 6.95 (1H, d, J = 7.8 Hz,
H13), 6.87 (1H, s, H10), 6.77 (2H, d, J = 8.4 Hz, H10"), 6.70(2H, d, J = 8.4 Hz, H11"),
6.66 (1H, s, H5"), 6.45 (1H, s, H5), 5.47 (1H, s, H8"), 4.49 (2H, s, CH,OH), 3.89 (3H, s,
C6’ - OCH3), 3.76 (3H, s, C6 - OCH3), 3.55 (1H, d, J = 15.6 Hz, H1), 3.49 (1H, dd, J =
9.2,2.5Hz, H1"),3.38 (1H, d, J = 15.6 Hz, H1), 3.34 (3H, s, C7 - OCHs3), 3.28-3.20 (1H,
m, H3"), 3.10 (1H, dd, J = 12.7, 2.5 Hz, H9"), 3.05-2.96 (1H, m, H4), 2.95-2.78 (3H, m,
H3, H3", H4"), 2.78-2.66 (2H, m, H4, H4"), 2.61-2.51 (2H, m, H3, H9"), 2.47 (3H, s, N2’
- CH3), 2.45 (3H, s, N2 - CHa).

13C NMR (125MHz, CDCls): 156.2 (C127), 152.1 (C6), 149.1 (C12), 148.3 (C6"), 146.4
(C8), 145.3 (C7'), 143.8 (C9a), 138.8 (C7), 133.1 (C11), 132.9 (C9a’), 131.0 (2C10"),
129.0 (C4a), 128.0 (C8a"), 127.1 (C4a’), 124.0 (C14), 119.7 (C10), 119.6 (C8a), 118.0
(C13), 116.5 (2C11°), 116.2 (C8"), 112.1 (C5"), 108.2 (C5), 64.6 (CH,OH), 64.5 (C1°),
60.1 (C7 - OCHs), 56.0 (C6” - OCH3), 55.9 (C6 - OCH3), 51.8 (C1), 51.7 (C3), 45.8 (C3"),
44.9 (N2 - CHs), 41.9 (N2' - CHg), 39.7 (C9), 27.4 (C4), 25.0 (C4").
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3.1.7. (-)-muraricin (BV6, HA2)
Mr = 504, m = 8 mg, C3oH3sN20s, [a]o? = 17,4 (¢ 0,115; CHCls)

72 (-)-muraricin

V aromatické ¢asti 'H NMR spektra byly naméfeny étyfi signaly, z éehoz jsou dva
singlety a dva signaly odpovidaji AA'BB’ systému. Aromaticka ¢ast uhlikového spektra
pak byla tvofena Sestnécti signdly, coZ odpovidalo tfem aromatickym kruhiim (jeden
para-substituovany). V alifatické ¢asti vodikového spektra se nachazely tii methoxy
skupiny, dva methyly vdzané na atomy dusiku a mnozstvi dalSich signali.

Vodiky methylové skupiny 62.61 ppm, jez nalezely uhliku & 45.0 ppm
(N2’ - CH3), korelovaly pies tii vazby s atomy uhlikti methylenovych skupin & 52.5 (C1")
a52.0 (C3") ppm. Dva atomy vodikt H3" vykézaly kazdy svtj signél vlivem konformace
avolného elektronového paru na dusiku. V COSY spektru byly pozorovany dobré

korelace na atomy vodiki H4’, viz Obr. 12 ¢arkované.

/\ /CH3
X\) ‘j

Obr. 12

Korelace pies tfi vazby vodikih H4" a H1" sméfovaly do aromatické oblasti
a spole¢né s dalSimi korelacemi aromatického vodiku HS5" tvofily celé aromatické jadro,

viz Obr. 13.
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Poloha dvou methoxy skupin byla jednozna¢né urcena jednak diky korelacim ptes
tii vazby na uhliky C6” a C7’, tak i NOESY korelaci jedné z nich (¢arkované Obr. 13)
na atom vodiku H5'. V misté uhlikového atomu C8" & 144.1 ppm nebyly korelace
pies vice vazeb na dalsi ¢ast molekuly. Bylo urc¢eno, Ze substituent X nenese proton.

Druhy alifaticky methyl & 2.60 ppm, jez nalezel uhliku & 41.2 ppm (N2 - CHj3),
byl vazany na atom dusiku a koreloval pfes tii vazby s atomy uhlikt 6 64.7 (C1) a 44.9
(C3) ppm, kde methylénové vodiky H3 mély COSY korelace na vodiky H4 vazané
na atomu uhliku 6 24.1 (C4) ppm. Stejn¢ jako u ptfedchoziho fragmentu mély atomy
vodiktt H1 a H4 korelace na aromatické jadro a spolecn¢ s korelacemi aromatickych
vodikt H5 a H8 tvofily tetrahydroisochinolinovy skelet Obr. 14. Na aromatickém uhliku
0 144.2 (C7) ppm byl, podle chemického posunu, navdzany atom kysliku se zatim

neznamou substituci.

Obr. 14
Od prvniho fragmentu (Obr. 13) se tato ¢ast molekuly jesté liSila substituci

na alifatickém uhliku C1, ktery v tomto ptipad€ nesl pouze jeden atom vodiku 6 3.61 ppm
s COSY korelaci na atomy vodikit H9 vazané na uhlik 6 39.3 (C9) ppm (Obr. 15).
Diastereotopické vodiky H9 mély korelace pfes tfi vazby a pfes dvé vazby na posledni
aromatické jadro tedy vySe zminény AA’, BB" systém, pro ktery bylo mnoho dalSich
Korelaci. Aromaticky uhlik & 156.2 (C12) ppm s chemickym posunem typickym

pro fenolicky hydroxyl mél opét nejasnou substituci.

Obr. 15

Z naméfené molekulové hmotnosti a nasledné spocteného molekulového vzorce
vyplyval jeden ethericky mustek mezi ziskanymi dvéma fragmenty (Obr. 13 a Obr. 15)
a jeden volny fenolicky hydroxyl. Pro pfitomnost NOESY korelaci mezi atomy vodika
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H8 - H1" a H8 - C7°OCHz3 (Obr. 16) byly ziskané dv¢ ¢asti propojeny vazbou C7 - O -
C8" a v poloze C12 byl ponechan volny fenolicky hydroxyl.

Obr. 16

Z vytesené konstituce latky 72 (Obr. 16) byla urCena piitomnost jednoho
chiralniho uhliku (C1), ale pro malé mnozstvi ziskané latky (8mg) se nepodafilo pfipravit
monokrystal (pro rentgenostrukturni analyzu), a tak byla zméfena opticka otacivost [a]p?®
= -17,4 (c 0,115; CHCIs). Hodnota byla porovnana s nejpodobnéjsimi publikovanymi
latkami (+)-chenabinol 71 [a]p?® = +57,3 (¢ 0,119; CHCIg)™¢nd (+)-chenabin 73 [o]p®
= +40 (c 0,18; CH30H)®, (+)-jhelumin 74 [o]o®® = +28 (c 0,6, CH30H)®. Nejblizsi
mensi, ve smyslu periferni substituce, alkaloid byl publikovany (+)-armepavin [a]p?® =
+117 (c 1; CHCI3)® a (-)-armepavin 75 [o]o? = -110 (c 0,5; CHCI3)®. Pro zmétenou
zapornou optickou otaéivost (—)-muraricinu 72 byla urcena absolutni konfigurace

na uhliku C1 jako (R).

OCH3

«@0@ /

O 73 (+)-chenabin R = CH; 75 (-)-armepavin
74 (+)-jhelumin R =H

IH NMR (500 Hz, CDCls): § 6.66 (1H, s, H5), 6.61 (2H, d, J = 8.2 Hz, H10), 6.54 (2H,
d, J =82 Hz HI1), 6.47 (1H, s, H5"), 4.86 (1H, s, HS), 3.89 (3H, s, C6 - OCH3), 3.80
(3H, s, C6" - OCHs), 3.78 (1H, d, J = 15.0 Hz, H1"), 3.61 (1H, dd, J = 11.4, 3.1 Hz, H1),
3.42-3.39 (1H, m, H3), 3.39 (3H, s, C7" - OCH3), 3.37-3.29 (2H, m, H4", H9), 3.30 (1H,
d, J=15.0 Hz, H1"), 3.17-3.12 (1H, m, H3"), 3.05-2.99 (2H, m, H3, H4), 2.80 (1H, ddd,
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J=14.8,5.7,0.7 Hz, H4), 2.72 (1H, ddd, J = 16.1, 3.5, 1.3 Hz, H4"), 2.61 (3H, s, N2 -
CHs), 2.60 (3H, s, N2 - CHs), 2.52 (1H, dd, J = 2.5, 11.4 Hz, H9), 2.47 (1H, ddd, J =15.3,
11.7, 4.2 Hz, H3").

13C NMR (125 MHz, CDCl3): § 156.2 (C12), 152.1 (C6"), 147.5 (C6), 144.2 (C7), 144.1
(C8"), 138.8 (C7"), 130.8 (C10), 128.9 (C9a), 128.7 (C4a’), 125.6 (C8a), 125.3 (C4a),
118.2 (C8a’), 117.9 (C11), 115.1 (C8), 111.8 (C5), 108.1 (C5"), 64.7 (C1), 60.0 (C7" -
OCHj), 56.1 (C6 - OCH3), 55.9 (C6" - OCHs), 52.5 (C17), 52.0 (C3"), 45.0 (N2’ - CHa),
44.9 (C3), 41.2 (N2 - CHa3), 39.3 (C9), 27.7 (C4"), 24.1 (C4).
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3.1.8. (-)-berkristin (BV9, HCHO3)
Mr =735, m = 23 mg, Cs3H49N3Og, [OL]D25 =-18,7 (¢ 0,235; CHCl5)

HiCO_ A £

76 (-)-berkristin

Aromaticka ¢ast 'H NMR spektra poukéazala na pfitomnost jednoho para
substituovaného, jednoho 1,2,4 trisubstituovan¢ho a dalSich dvou vice substituovanych
aromatickych kruhti. V alifatické ¢asti spektra jsou pak patrny tfi methoxy skupiny, dvé
N-CHjs skupiny a dva alifatické methyly.

Odstinéna methylova skupina & 3.04 (N2 - CHs) ppm korelovala pies tii vazby
na amidicky uhlik C1 a na methylenovou skupinu C3, jejiz atomy vodikii mély COSY
korelaci na sousedni skupinu (H4). Z dalsich korelaci znazornénych na Obr. 17
(plné sSipky HMBC, carkované COSY) bylo mozné sestavit prvni &ast
s tetrahydroisochinolinovym skeletem se substituci na uhliku C6 methoxy skupinou

a na uhliku C7 dalsi ¢asti molekuly, na kterou byly patrné NOESY korelace vodiki HS.

—~9 X
Hoe N 4 0O
2N 7
Iy 6/\
LY SocH,
Obr. 17
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Jedna ze zminénych NOESY korelaci byla 1 na methylovou skupinu 6 2.32 (N2’
- CH3) vazanou na atom dusiku s korelacemi pies tfi vazby na CH skupinu C1’
a na methylen C3’, jez opét sousedi s dalSim nethylenem C4’. Zminéné skupiny dale
korelovaly pfes vice vazeb s aromatickym jadrem, se kterym utvoiily bohaté¢

substituovany tetrahydroisochinolin (Obr. 18).

Obr. 18
Aromatické atomy uhliku C6” a C7" nesou methoxy skupiny (Obr. 18) a atom

uhliku C8” pak substituovany fenolicky hydroxyl. Pro NOESY korelace atomu vodiku
H8 z pfedchoziho fragmentu (Obr. 17) na atomy H1’, N2'- CHz a C7’- OCHj3 bylo ur¢eno

propojeni prvnich dvou ¢asti mezi atomy uhliki C7 a C8” viz Obr. 19.

Obr. 19

Alifaticky atom vodiku & 3.87 (C1°) ppm koreloval ptes tii vazby na dalsi ¢ast
molekuly, jimz bylo para substituované aromatické jadro. Mezi zminénymi byl navazan
benzylovy methylen & 40.1 (C9") ppm s dal§imi korelacemi Obr. 20. V para poloze
aromatického jadra, na atomu uhliku & 155.1 (C12") ppm pak byl identifikovan
substituovany fenolicky hydroxyl.
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Z na zacatku zminénych ¢tyf aromatickych jader jiz zbyval k pritazeni 1,2,4
trisubstituovany aromaticky kruh. Z korelaci v tomto kruhu vyplynula pfitomnost dvou
sousednich fenolickych hydroxyld, vazanych na atomech uhlika & 143.7 (C11) a 147.4
(C12) ppm viz Obr. 21, z nichZ jeden (vazany na C12) po piidani deuteria vykazal
vyrazny indukovany posun Adciz) = —0,21 ppm, svédcici 0 volném fenolickém
hydroxylu. Logické propojeni etherovym mistkem CI11 - O - C12" bylo potvrzeno
I NOESY korelaci mezi atomy vodika H11" a H10 (Obr. 21).

PN =

Obr. 21

Korelace 1,2.,4 trisubstituovaného jadra smetovaly do alifatické oblasti, konkrétné
na odstinény atom uhliku 6 55.4 (H2"") ppm, jehoz vodik 6 4.05 (H2"") ppm m¢l korelace
ve spektru gHMBC jednak na sousedni vodiky (H3""), tak i na odstinény kvarterni uhlik
053.9 (C6”") ppm a na uhlik karbonylové skupiny & 209.5 (C4"") ppm. Oba odstinéné
atomy H2"" a H6"" se nachazely v sousedstvi atomu dusiku, na ktery poukazaly jednak
jejich chemické posuny, tak i dopoc¢tena molekulova hmota. Atom vodiku H3"" vzajemné
koreloval pfes tfi vazby s atomem uhliku C5"’, ktery dale koreloval se dvéma alifatickymi

methyly vazanymi na atomu uhliku C6" viz Obr. 22.

Obr. 22

Latka 76, podle urcené konstituce, obsahuje dv¢ chiralni centra. VSechny signaly
poslednich dvou casti (Obr. 22) byly ve spektrech "stépeny" respektive zdvojeny
S polovi¢ni intenzitou, z c¢ehoz byla vyvozena pfitomnost dvou diastereomerti
na chirdlnim uhliku C2"’". Tomuto nasvédcovala i hypotéza o vzniku zakonceni na Obr.
22 az v prubéhu zpracovani rostlinného materialu, coz se ale nepotvrdilo opétovnou

izolaci jinymi rozpoustédly.
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Pro ur€eni absolutni konfigurace na chirdlnim uhliku C1” byly v literatufe
vyhledany strukturné podobné latky k nové popsanému (—)-berkristinu 76 [a]p?® = —18,7
(c0,235; CHCI3). Z nich strukturné nejbliz§i zastupce s absolutni konfiguraci (S)
byl zvolen (-)-tejedyn 77 [o]o = —40,6 (c 0,064; CHzOH)888,

H5CO
HO:O\’(

IH NMR (500 MHz, CDCls): 7.25 (1H, s, H8), 7.09 (2H, d, J = 8.6 Hz, H10"), 7.06-7.00
(1H, m, H14), 6.97-6.95 (1H, m, H13), 6.95-6.92 (1H, m, H10), 6.80 (2H, d, J = 8.6 Hz,
H11%), 6.69 (1H, s, H5), 6.52 (1H, s, H5"), 4.05 (1H, dd, J = 11.2, 3.0 Hz, H2""), 3.91
(3H, s, C6 - OCHs), 3.87 (1H, dd, J = 8.7, 4.1 Hz, H1"), 3.83 (3H, s, C6” - OCHz), 3.60
(3H, s, C7" - OCHa), 3.52-3.47 (2H, m, H3), 3.42-3.34 (1H, m, H3"), 3.04 (3H, s, N2 -
CHs3), 3.00-2.83 (6H, m, H4, H4, H3", H4", H9’, H9"), 2.54-2.48 (1H, m, H4"), 2.42-2.43
(3H, m, H3"", H3"", H5""), 2.32 (3H, s, N2" - CHa), 2.41 (1H, d, J = 13.5 Hz, H5""), 1.26
(3H, s, H7"), 1.14 3H, s, H8"").

13C NMR (125MHz, CDCl3): 209.5 (C4°"), 164.4 (C1), 155.1 (C12"), 152.2 (C6), 151.6
(C6), 147.4 (C12), 146.5 (C7), 145.7 (C8"), 143.7 (C11), 139.8 (C7"), 135.5 (C9a"), 135.1
(C9a), 132.9 (C4a), 130.6 (2C107), 129.4 (C4a"), 122.8 (C8a’), 122.6 (C14), 122.0 (C8a),
117.6 (C10), 117.1 (2C11°), 116.4 (C13), 114.2 (C8), 110.2 (C5), 109.1 (C5), 60.7 (C7"
- OCHa), 60.2 (C17), 56.1 (C6 - OCHs), 55.9 (C6” - OCHs), 55.4 (C2°), 54.0 (C5""), 53.9
(C6°"), 49.8 (C3°"), 48.2 (C3), 44.0 (C3"), 41.9 (N2" - CH3), 40.1 (C9"), 35.0 (N2 - CH3),
32.0 (C7°"), 27.6 (C4), 25.3 (C8"), 22.5 (C4").

O H,CO

OCHj3
77 (-)-tejedyn
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3.1.9. (-)-verfillin (BV10, HCHO4)
Mr =721, m =7 mg, C42H47N30Os, [OL]D25 =-31,6 (¢ 0,127; CHCl5)

HiCO_ A £

78 (-)-verfillin

Nova latka (—)-verfillin 78 se od piedchozi latky 76 lisila jen o jednu methylovou
skupinu a to jak zmétenou molekulovou hmotou, tak i zméfenymi NMR spektry, kde byla
prokazatelna absence methylu na atomu uhliku & 136.5 (C7°) ppm. Deuteriem
indukovany posun tuto pozici také potvrdil. Podobné jako u predchozi latky 76 také
opticka otacivost [a]o?® = —31,6 (¢ 0,127; CHCIs) se shodla sjiz publikovanym
(-)-tejedynem 77 [o]o = —40,6 (c 0,064; CH3OH)®8® s absolutni konfiguraci (S).

IH NMR (500 MHz, CDCls): 7.26 (1H, s, H8), 7.11 (2H, d, J = 8.4 Hz, H10"), 7.07-7.03
(1H, m, H14), 7.01-6.97 (1H, m, H13), 6.96-6.94 (1H, m, H10), 6.82 (2H, d, J = 8.4 Hz,
H11%), 6.72 (1H, s, H5), 6.51 (1H, s, H5"), 4.06 (1H, dd, J = 11.3, 3.3 Hz, H2""), 3.97
(3H, s, C6 - OCH3), 3.87 (3H, s, C6” - OCHg), 3.80 (1H, dd, J=9.6, 2.5 Hz, H1"), 3.52-
3.47 (2H, m, H3), 3.41-3.34 (1H, m, H3"), 3.04 (3H, s, N2 - CH3), 2.99-2.83 (6H, m, H4,
H4, H3', H4", HY', H9"), 2.49-2.31 (4H, m, H4", H3"", H3"", H5""), 2.29 (3H, s, N2’ -
CHs), 2.21 (1H, brd, J = 13.3 Hz, H5"), 1.26 (3H, s, H7""), 1.13 (3H, s, H8"").

13C NMR (125MHz, CDCls): 209.5 (C4°"), 164.4 (C1), 154.8 (C12°), 151.3 (C6), 147.2
(C12), 146.6 (C6"), 145.7 (C7), 143.7 (C11), 138.5 (C8"), 136.5 (C7"), 136.0 (C9a"),
135.3 (C9a), 132.9 (C4a), 130.6 (2C10"), 125.2 (C4a’), 123.5 (C8a’), 122.6 (C14), 122.1
(C8a), 117.4 (C10), 117.2 (2C117), 116.3 (C13), 113.2 (C8), 110.2 (C5), 108.1 (C5"),
60.2 (C1°), 56.1 (C6 - OCHs), 56.1 (C6” - OCHa), 55.5 (C2"), 54.1 (C5""), 53.9 (C6™"),
49.9 (C37), 48.2 (C3), 44.0 (C3"), 42.0 (N2 - CHa), 40.3 (C9"), 35.0 (N2 - CH3), 32.0
(C7°"), 27.6 (C4), 25.4 (C8""), 22.2 (C4").
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3.1.10. aromolin (BVS, 132)
Mr =594, m = 10 mg, CssH3sN20Os, [OL]D25 = +258 (¢ 0,094; CHCls)

. ; OCH; H,CO {

*"OH
79 aromolin

Na zakladé 2D NMR experimenti a jiz publikovanych dat®’88° byla urdena
konstituce bisbenzylisochinolinového skeletu typu VI. Z naméfenych NOESY
experimentt byla urcena i relativni stereochemie, tedy dva mozné enantiomery bud’
1R,1'S nebo 1S,1'R. Na zakladé zméfené optické otadivosti [a]p?® = +258 (c 0,094;
CHCIs3) a publikovanych hodnot pro tyto dva enantiomery: aromolin (1R,1°S, [a]" =
+327 (CHCl3))® & 33) a macolidin (1S,1'R, [a]?° = -320 (CHCls))® & 36) pyla latka

identifikovana jako aromolin 79.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 7.39 (1H, dd, J = 8.3, 1.4 Hz, H10"), 6.92-6.88 (2H, m,
H11’, H14%), 6.78 (1H, d, J = 8.2 Hz, H13), 6.73 (1H, dd, J = 8.1, 1.1 Hz, H14), 6.66 (LH,
s, H8), 6.41 (1H, dd, J="7.1, 1.6 Hz, H13"), 6.35 (1H, s, H5), 6.30 (1H, s, H5), 5.62 (1H,
bs, H10), 4.18 (1H, d, J = 6.2 Hz, H1"), 3.80 (3H, s, C6" - OCHs), 3.58 (3H, s, C6 -
OCHs), 3.58-3.55 (1H, m, H1), 3.28 (1H, d, J = 12.8 Hz, H9"), 3.25-3.17 (1H, m, H3"),
3.07-3.02 (1H, m, H4"), 3.02-2.96 (1H, m, H9), 2.89 (1H, dd, J = 12.5, 7.3 Hz, H3"), 2.82-
2.74 (3H, m, H4, H9, H9"), 2.67 (1H, dd, J = 16.8, 5.6 Hz, H4"), 2.53 (3H, s, N2 - CH),
2.52 (3H, s, N2’ - CHa), 2.46-2.40 (3H, m, H4, H4, H3).

13C NMR (125MHz, CDCls): 152.9 (C127), 148.5 (C6), 146.8 (C11), 146.5 (C6"), 144.0
(C7), 143.6 (C12), 141.7 (C8"), 138.4 (C9a’), 133.6 (C7"), 131.5 (C14"), 130.6 (CYa),
130.5 (C4a), 128.8 (C10°), 128.7 (C8a), 124.5 (C14), 122.9 (C4a’), 122.6 (C8a"), 121.6
(C117),120.7 (C13"), 117.4 (C8), 116.9 (C10), 114.5 (C13), 111.3 (C5), 104.7 (C5"), 64.4
(C1), 60.7 (C1°), 56.1 (C6" - OCHs), 55.3 (C6 - OCHs), 50.8 (C3), 45.0 (C3"), 43.5 (N2
- CH3), 41.7 (N2 - CH3), 39.7 (C9°), 38.4 (C9), 28.2 (C4), 24.4 (C4").
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3.1.11. obamegin (BV11, 133)
Mr =594, m = 10 mg, CssH3sN20Os, [OL]D25 =+221 (¢ 0,081; CHCls)

80 obamegin

Na z4kladé 2D NMR experimentti a jiz publikovanych dat®”% byla u této latky
urcena konstituce bisbenzylisochinolinového skeletu typu VIII. Z naméfenych NOESY
experimentt byla uréena i relativni stereochemie, jednalo se o dva mozné stereoizomery
bud’ 1R,1°S nebo 1S,1'R. Podle publikovanych hodnot optickych otacivosti pro tyto dva
enantiomery: N-Methyl-7-O-demethylpeinamine (1S,1'R, [a]%° = -259 (CHClI5))8 ¢ 43
a obamegin (1R,1°S, [a]'® = +273 (CHClIs))® ¢ 44 3 zmétené optické otacivosti, [a]p?® =

+221 (c 0,081; CHCIz) byla neznama latka uréena jako obamegin 80.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 7.32 (1H, dd, J = 8.3, 2.2 Hz, H10"), 7.07 (1H, dd, J = 8.3,
2.5 Hz, H11'), 6.79 (1H, dd, J = 8.3, 2.5 Hz, H13"), 6.78 (1H, d, J = 8.1 Hz, H13), 6.73
(1H, s, H5"), 6.67 (1H, dd, J = 8.1, 1.3 Hz, H14), 6.44 (1H, dd, J = 8.1, 2.2 Hz, H14"),
6.35 (1H, s, H5), 6.22 (1H, d, J = 1.3 Hz, H10), 6.05 (1H, s, H8"), 4.05 (1H, d, J = 10.5
Hz, H1), 3.89 (3H, s, C6" - OCHz), 3.78 (3H, s, C6 - OCHs3), 3.70 (1H, dd, J = 10.5, 4.4
Hz, H1°), 3.48-3.41 (1H, m, H3"), 3.34-3.29 (1H, m, H9"), 3.29-3.24 (1H, m, H3), 2.97-
2.92 (3H, m, H9, H4’, H4"), 2.88-2.77 (4H, m, H3, H4, H3’, H9"), 2.68 (1H, dd, J = 15.2,
10.8 Hz, H9), 2.52 (3H, s, N2 - CH3), 2.46-2.41 (1H, m, H4), 2.31 (3H, s, N2 - CHs).
13C NMR (125MHz, CDCls): 154.3 (C127), 149.4 (C6"), 148.3 (C11), 147.0 (C6), 143.8
(C8), 1435 (C7"), 143.4 (C12), 136.1 (C7), 135.3 (C9a’), 132.6 (C9a), 132.1 (C14"),
130.5 (C4a’), 130.3 (C10°), 129.7 (C8a"), 124.2 (C4a), 122.8 (C14), 122.7 (C13"), 122.5
(C117), 121.8 (C8a), 121.4 (C8"), 115.1 (C13), 114.5 (C10), 112.3 (C5"), 107.3 (C5), 65.0
(C1°), 60.7 (C1), 56.1 (C6" - OCHs), 56.0 (C6 - OCH3), 45.9 (C3"), 44.3 (C3), 42.9 (N2’
- CH3), 42.5 (N2 - CH3), 38.9 (C9), 38.3 (C9"), 25.2 (C4"), 23.0 (CA).
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3.1.12. berbamin (BV7, 11)
Mr = 608, m = 8 mg, Ca7H40N20Oes, [OL]D25 = +43,6 (c 0,101; CHCI»)

11 berbamin

Na zakladé 2D NMR experimenti a jiz publikovanych hodnot chemickych
posunii® byla uréena konstituce bisbenzylisochinolinového skeletu typu VIII. Pro uréeni
absolutni konfigurace byla jednak naméfena NOESY spektra a také zméfena opticka
otadivost [o]p® = +43,6 (¢ 0,101; CHClIs). P¥i srovnani s publikovanymi latkami o stejné
konstituci: berbamin (1R,1°S, [a]?? = +109,7)8 ©" 40 pendulin (1S,1°S, [a] = +265
(CHCls)) 8 & 44 3 pycnamin (1R,1'R, [a]?® = —283 (CHCI3)) & & %) a s jiz izolovanymi
latkami byla urena absolutni konfigurace jako 1R,1°S berbamin 11. Byla také
vyzkousSena popisovana epimerizace, kde po zahtati v methanolu se objevili signaly

pendulinu®® charakteristicka pravé pro berbamin.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 7.29 (1H, dd, J = 8.1, 2.2 Hz, H10"), 7.10 (1H, dd, J = 8.1,
2.5Hz,H11"),6.82 (1H, d, J =8.1 Hz, H13), 6.76 (1H, dd, J = 8.1, 1.3 Hz, H14), 6.61(1H,
dd, J=8.1,2.5 Hz, H13"), 6.51 (1H, s, H5"), 6.44 (1H, brd, J = 8.1 Hz, H14"), 6.40 (1H,
bs, H10), 6.27 (1H, s, H5), 5.98 (1H, bs, H8"), 3.91-3.83 (2H, m, H1, H1"), 3.75 (3H, s,
C6 - OCH3), 3.58 (3H, s, C6” - OCH3), 3.50-3.39 (1H, m, H3"), 3.30-3.24 (2H, m, H3,
H9"), 3.11 (3H, s, C7 - OCHs), 3.02 (1H, d, J = 13.8 Hz, H9), 2.96-2.88 (2H, m, H9",
H4"), 2.88-2.76 (4H, m, H3, H4, H3’, H4"), 2.63-2.58 (1H, m, H9), 2.58 (3H, s, N2’ -
CHs), 2.46-2.38 (1H, m, H4), 2.26 (3H, s, N2 - CHs).
13C NMR (125MHz, CDCl3): 153.6 (C12"), 151.8 (C6), 149.8 (C6"), 148.1 (C8), 147.4
(C11), 143.6 (C12), 143.5 (C7"), 136.9 (C7), 135.7 (C9a’), 134.0 (C9a), 132.2 (C14"),
130.3 (C10"), 129.4 (C4a), 128.8 (C4a’), 127.4 (C8a’), 123.5 (C14), 121.7 (C13"), 121.4
(C117), 120.6 (C8a), 119.8 (C8"), 115.1 (C10), 114.5 (C13), 111.2 (C5"), 105.4 (C5), 63.7
(C1°), 62.2 (C1), 60.5 (C7 - OCHs), 55.7 (C6 - OCHs), 55.5 (C6" - OCHs), 46.0 (C3"),
45.1 (C3), 42.8 (N2’ - CHa), 42.8 (N2 - CHs), 38.5 (C9), 37.8 (C9"), 25.5 (C4"), 23.8
(C4).
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3.1.13. (+)-bersavin (BV5, AB1)
Mr = 693, m = 8 mg, Ca2Hs51N30Oe, [OL]DZS =+101,2 (c 0,134; CHCl5)

Neznama latka 81 ve svych NMR spektrech jevila az pozoruhodnou podobnost
s berbaminem 11. Byl proto piedpokladan stejny strukturni typ VIII a stejna substituce.
Rozdilnd molekulova hmotnost a pfitomnost nékolika signalt navic (nejprve piipisovany
byl ptekontrolovan zakladni skelet a pozice dvou etherovych mustkid. Diky NOESY
korelaci H8" - C7OCHzs byl urcen prvni z nich mezi atomy uhlikti C8 a C7" (Obr. 23)
a diky deuteriem indukovanému efektu byla ur¢ena poloha (C12) volného fenolického
hydroxylu a tedy i druhého mistku mezi atomy uhlikit C11 a C12°. Z nasledné analyzy
zbyvajicich signdli bylo ziskdno diethylaminomethylové zakon¢eni navéazané

na aromaticky uhlik C13 viz Obr. 23.

Obr. 23

Pro uréeni absolutni konfigurace byla jednak naméfena NOESY spektra a také
zméfena optickd otagivost [o]p® = +101,2 (c 0,134; CHCIs). Pii srovnani
s publikovanymi strukturné nejpodobnéj$imi latkami: berbamin (1R,1°S, [a]? = +109,7)8
(str-49) “pendulin (1S,1°S, [a] = +265 (CHClI3)) 8 €44 3 pycnamin (1R,1'R, [a]?® = —283
(CHClg)) 8 G %9 3 sjiz izolovanymi latkami byla uréena absolutni konfigurace
jako 1R,1°S.
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IH NMR (500 MHz, CDsOD): 7.35 (1H, dd, J = 8.2, 1.9 Hz, H10"), 7.08 (1H, dd, J = 8.2,
2.2 Hz, H11"), 6.66 (1H, s, H5), 6.56 (1H, d, J = 1.3 Hz, H14), 6.51(1H, dd, J = 8.4, 2.2
Hz, H13"), 6.40-6.37 (3H, m, H14’, H10, H5), 5.98 (1H, bs, H8"), 4.00-3.92 (1H, m, H1"),
3.90 (1H, d, J = 9.2 Hz, H1), 3.83 (2H, d, J = 8.7 Hz, H15), 3.72 (3H, 5, C6 - OCH3), 3.56
(3H, s, C6" - OCHs), 3.49-3.40 (1H, m, H3"), 3.28-3.22 (2H, m, H3, H9"), 3.09 (3H, s,
C7 - OCHs), 3.01-2.84 (2H, m, H9, H4"), 2.94-2.81 (4H, m, H4, H3', H4", H9"), 2.75-
2.70 (1H, m, H3), 2.71 (4H, g, J = 7.3 Hz, H17), 2.62-2.56 (1H, m, H9), 2.55 (3H, s, N2’
- CHs), 2.54-2.45 (1H, m, H4), 2.18 (3H, s, N2 - CH3), 1.16 (6H, t, J = 7.3 Hz, H18).
13C NMR (125MHz, CDs0D): 156.3 (C12"), 153.5 (C6), 151.3 (C6"), 149.6 (C11), 149.3
(C8), 146.8 (C12), 145.0 (C7"), 138.4 (C7), 136.2 (C9a’), 134.0 (C9a), 133.4 (C14"),
131.4 (C10°), 130.5 (C4a), 129.9 (C4a’), 128.8 (C8a’), 124.5 (C14), 123.2 (C13), 122.5
(C13%), 122.3 (C11), 121.6 (C8a), 121.1 (C8"), 116.5 (C10), 112.5 (C5"), 107.0 (C5),
64.4 (C1"), 63.4 (C1), 61.0 (C7 - OCHs3), 57.2 (C15), 56.3 (C6 - OCHs3), 55.9 (C6" -
OCHs), 47.6 (2C17), 46.1 (C3"), 45.5 (C3), 42.6 (N2’ - CH3), 43.1 (N2 - CH3), 38.8 (C9),
37.3(C9"), 26.1 (C4"), 24.9 (C4), 11.5 (2C18).
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3.1.14. 8-trichloromethyldihydroberberin (BV14, B11)
Mr =454, m = 8,5 mg, C21H18CIzNO4

82 8-trichloromethyldihydroberberin

Jednou z poslednich izolovanych latek byl dlouho odekavany berberin 1°.
ZNMR spekter byl nasledné urcen protoberberinovy skelet s atypickou substituci
Vv poloze €. 8 atomem uhliku 6 105.5 ppm. Pfedpokladana molekulovd hmotnost se také
vyrazné liila od zmétené molekulové hmotnosti, a navic hmotnostni spektra vykazovala
M+2 Stépeni intenzitou a tvarem odpovidajicim tfem atomiim chloru. Porovnanim
s literaturou®® byla latka urdena jako 8-trichloromethyldihydroberberin 82, vznikly

pfi izolaci a zpracovani z berberinu 1.

IH NMR (500 MHz, CDCl3): 7.17 (1H, s, H1), 6.98 (1H, d, J = 8.4 Hz, H11), 6.87 (1H,
d,J=8.4 Hz, H12), 6.62 (1H, s, H4), 6.10 (1H, s, H13), 5.95 (1H, d, J = 0.7 Hz, OCH,0),
5.94 (1H, d, J = 0.7 Hz, OCH,0), 5.64 (1H, s, H8), 3.94 (3H, s, C9 - OCHs), 3.88 (3H, s,
C10 - OCHs), 3.87 (1H, ddd, J = 13.4, 5.7, 4.6 Hz, H6), 3.70 (1H, ddd, J = 13.4, 9.4, 3.9
Hz, H6), 3.34 (1H, ddd, J = 15.4, 9.4, 4.6 Hz, H5), 2.73 (1H, ddd, J = 15.4, 5.7, 3.9 Hz,
H5).

13C NMR (125MHz, CDCls): 149.7 (C10), 147.5 (C3), 146.7 (C2), 146.4 (C9), 137.6
(C13a), 129.3 (C12a), 128.7 (C4a), 125.0 (C13b), 118.6 (C12), 114.9 (C8a), 114.6 (C11),
108.1 (C4), 105.5 (CCls), 104.1 (C1), 101.1 (OCH,0), 97.5 (C13), 73.5 (C8), 61.0 (C9 -
OCHj), 56.3 (C10 - OCHs), 51.6 (C6), 30.5 (C5).
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,Jeste hodné naucit se musis. “
mistr Yoda

3.2. Latky izolované z rostliny Fumaria officinalis L.

Rostlina Fumaria officinalis byla v minulosti jiz mnohokrat studovana
ajiz z ni bylo izolovano a popsano velké mnozstvi alkaloidd. V této praci, z dvaceti
izolovanych alkaloidl byly ur¢eny dvé nové, dosud nepopsané latky (+)-fumaranin 84

a (—)-fumarostrejdin 87.

3.2.1. N-methylkorydaldin (FO6, 5/076)
Mr =221, m = 2,17 mg, C12H15sNO3

83 N-methylkorydaldin

Relativné mala molekulova hmotnost (Mr = 221) poukazala na strukturné
jednodussi molekulu. Jiz z *H a **C NMR spekter bylo mozné uréit vyslednou strukturu.
N-methylkorydaldin 83 je dobfe znam jako koncovy katabolicky produkt oxidace

spirobenzylisochinolinovych a i jinych isochinolinovych alkaloida®.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 7.60 (1H, s, H8), 6.62 (1H, s, H5), 3.92 (3H, s, C7 - OCH3),
3.91 (3H, s, C6 - OCHs), 3.54 (2H, t, J = 6.4 Hz, H3), 3.13 (3H, s, N2 - CH3), 2.93 (2H,
t,J = 6.4 Hz, H4).
13C NMR (125 MHz, CDCls): 164.9 (C1), 151.6 (C6), 147.9 (C7), 131.5 (C4a), 122.0
(C8a), 110.5 (C8), 109.2 (C5), 56.1 (C7 - OCH3), 56.0 (C6 - OCHs), 48.4 (C3), 35.1 (N2
- CH3), 27.5 (CA).
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3.2.2. korydamin (FO20, 179-201/5)
Mr =350, m = 2,7 mg, C20H18N204

33 korydamin °

Z naméfenych 1D 1 2D NMR spekter vyplynula pfitomnost aromatického
heterocyklu. Siln¢ odstinény signal aromatického vodiku & 9.36 (H1) ppm, jez nalezel
atomu uhliku & 144.8 (C1) ppm, spolecné s korelacemi pfes vice vazeb na dalsi atomy,
poskytly substituovany isochinolinovy skelet. Druhd ¢ast tohoto alkaloidu pak byla
tvofena aromatickym jadrem s postranni substituci methylaminoethylem. Jelikoz se latka
v prub&hu analyzy rozlozila, byly nékteré posuny atomut uhliki odeéteny z gHMBC
spektra a oznaceny hvézdic¢kou*. UrCenim struktury a porovnanim posunti

s publikovanymi hodnotami®* byla latka identifikovana jako korydamin 33.

'H NMR (500 MHz, CDCls): 9.36 (1H, s, H1), 7.70 (1H, s, H4), 7.45 (1H, d, J = 8.5 Hz,
H6), 7.42 (1H, d, J=8.5 Hz, H5), 6.94 (1H, s, H2"), 6.86 (1H, s, H5"), 6.28 (2H, s, 2xH9),
6.04 (2H, s, 2xH11"), 3.18 (2H, t, J = 6.1 Hz, H8"), 2.86 (2H, t, J = 6.1 Hz, H7"), 2.04
(3H, s, 3xH10").

13C NMR (125 MHz, CDCls): 149* (C3), 148* (C4"), 147* (C3"), 145* (C7), 144.8 (C1),
142* (C8), 133.6 (C1"), 132.3 (C4a), 130* (C6), 121.1 (C4), 120.4 (C5), 115.9 (Co),
114* (C8a), 110.6 (C27), 109.9 (C5"), 102.8 (C9), 101.5 (C117), 51.5 (C8"), 35* (C10"),
31.1 (C7’), kde * jsou odectené z gHMBC spektra.
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3.2.3. (-)-stylopin (FO1, MS-1)
Mr = 323, m = 7 mg, C17H19NOs, [OL]D25 =-120,5 (c 0,024; CHCI5)

24 (-)-stylopin 1"
(-)-tetrahydrocoptisin

Z namétenych spekter byla urcena konstituce tohoto alkaloidu jako stylopin 24.
Publikované posuny vodiku i uhliku se dobte shodly s odectenymi hodnotami. Zmétena
opticka ota¢ivost [a]p? = —120,5 (¢ 0,024; CHClIs3) se ramcové shodla s dobie popsanym
stereoizomerem (-)-stylopinu [o]o = —315 (¢ 0,5; CHCI3)®, [a]o = —229,3 (c 0,7;
CHCI3)% a v zasadé se lisila od synteticky ziskaného (+)-stylopinu [a]o? = +283 (c 0,33;
CHCI3)°"%8, V literatufe se pro tento (S) stereoizomer objevuji dva nazvy a to (—)-stylopin

a (-)-tetrahydrocoptisin 24.

IH NMR (500 MHz, CDCl3): 6.72 (1H, s, H1), 6.69 (1H, d, J = 8.5 Hz, H11), 6.64 (1H,
d,J=8.5 Hz, H12), 6.59 (1H, s, H4), 5.96-5.92 (4H, m, 2xOCH:0), 4.11 (1H, d, J = 15.1
Hz, H8), 3.61-3.56 (2H, m, H8, H14), 3.24 (1H, dd, J = 16.5, 3.6 Hz, H13), 3.19-3.09
(2H, m, H5, H6), 2.83 (1H, dd, J = 16.5, 11.0 Hz, H13), 2.70-2.62 (2H, m, H5, H6).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 146.2 (C3), 146.1 (C2), 145.0 (C10), 143.3 (C9), 130.3
(C14a), 128.3 (C12a), 127.6 (C4a), 121.0 (C12), 116.4 (C8a), 108.4 (C4), 106.9 (C11),
1055 (C1), 101.1 (C90CH.0C10), 100.8 (C20CH.0C3), 59.7 (C14), 52.8 (C8), 51.1
(C6), 36.3 (C13), 29.3 (C5).
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3.2.4. (-)-sinaktin (FO2, 5/067)
Mr =339, m = 19,1 mg, CooH21NOs, [OL]D25 =-347,7 (c 0,532; CHCl3)

25 (-)-sinaktin

Tento alkaloid byl, podle svych NMR spekter, dosti podobny pfedchozimu,
jiz ur¢enému (-)-stylopinu 24. Jediny, naopak vyrazny rozdil, spo¢ival v pfitomnosti
dvou methoxyskupin a absenci jedné OCH20 skupiny. Pro korelace pies vice vazeb
zjisténé z gHMBC spekter, byl tento rozdil ptifazen kruhu A protoberberinového skeletu.
Zmétené hodnoty chemickych posunti se shodly s jiz publikovanymi hodnotami?’.

Porovnanim zméfené optické ota¢ivosti [a]o?® = —347,7 (¢ 0,532; CHCls)
s literarnimi daty (+)-sinaktin (14R) [a]p?® = +288 (¢ 0,22; CH3OH) byla uréena
absolutni konfigurace uhliku C14 jako (S) a latka jako (—)-sinaktin 25.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 6.73 (1H, s, H1), 6.69 (1H, d, J = 8.2 Hz, H11), 6.65 (1H,
d,J = 8.2 Hz, H12), 6.62 (1H, s, H4), 5.96 (1H, d, J = 1.5 Hz, OCH:0), 5.92 (1H, d, J =
1.5 Hz, OCH,0), 4.12 (1H, d, J = 14.9 Hz, H8), 3.89 (3H, s, C2 - OCHs3), 3.87 (3H, s, C3
- OCHs), 3.63 (1H, brd, J = 10.2 Hz, H14), 3.57 (1H, d, J = 14.9 Hz, H8), 3.28 (1H, dd,
J=15.9, 3.7 Hz, H13), 3.22-3.11 (2H, m, H5, H6), 2.84 (1H, dd, J = 15.9, 10.9 Hz, H13),
2.73-2.63 (2H, m, H5, H6).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 147.5 (C3), 147.4 (C2), 145.0 (C10), 143.3 (C9), 129.3
(C14a), 128.4 (C12a), 126.6 (C4a), 121.0 (C12), 116.6 (C8a), 111.3 (C4), 108.5 (C1),
106.8 (C11), 101.0 (OCH:0), 59.4 (C14), 56.8 (C2 - OCHs), 55.8 (C3 - OCHs), 52.9
(C8), 51.3 (C6), 36.2 (C13), 28.9 (C5).
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3.2.5. (-)-cheilanthifolin (FO16, 190-250/5/1)
Mr =325, m = 4,5 mg, C19H19NOg, [OL]D25 =-107,7 (c 0,156; CHCl3)

28 (-)-cheilanthifolin

Spektra této neznamé latky se podobala ptedchazejicim, s vyjimkou substituce
prvniho aromatického kruhu. V namétenych spektrech byla pfitomna pouze jedna
methoxyskupina & 3.83 ppm vazana na atom uhliku & 148.3 (C3) ppm. Druhy vyrazny
rozdil byl v rozpustnosti, kde fesSitelnda 2D NMR spektra s dostatenym mnozstvim
korelaci bylo mozné naméiit v CD3OD. Pfesto publikované chemické posuny 'H a *C
z CDCls se dobte shodly®® se zmé&fenymi (CDCls).

Zmétena opticka otacivost [o]p® = —107,7 (c 0,156; CHCls) toleruje skupinovy
efekt a rAmcové se shoduje s publikovanymi hodnotami [a]p?® = -262 (¢ 0,60; CDCl3)%.
Rozdil mize byt zpisoben zejména rozdilnou koncentraci méfenych roztokii. Latka byla

uréena jako (—)-cheilanthifolin 28.

IH NMR (500 MHz, CDsOD): 6.76 (1H, s, H1), 6.71 (2H, s, H11, H12), 6.69 (1H, s, H4),
5.96 (1H, d, J = 1.2 Hz, OCH,0), 5.94 (1H, d, J = 1.2 Hz, OCH:0), 4.18 (1H, d, J = 15.3
Hz, H8), 3.83 (3H, s, C3 - OCHs), 3.80 (1H, dd, J = 12.1, 4.0 Hz, H14), 3.70 (1H, d, J =
15.3 Hz, H8), 3.42 (1H, dd, J = 16.4, 4.0 Hz, H13), 3.34-3.31 (1H, m, H6), 3.10 (1H, ddd,
J=16.1,11.2, 4.8 Hz, H5), 2.85-2.74 (3H, m, H5, H6, H13).

13C NMR (125 MHz, CDsOD): 148.3 (C3), 146.9 (C10), 146.4 (C2), 144.8 (C9), 129.4
(Cl4a), 128.6 (C12a), 125.6 (C4a), 122.4 (C12), 115.9 (C8a), 112.5 (C4), 113.1 (C1),
108.4 (C11), 102.7 (OCH-0), 61.0 (C14), 56.4 (C3 - OCHs), 53.3 (C8), 52.5 (C6), 36.1
(C13), 28.7 (C5).
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3.2.6. protopin (FO7, 2/002)
Mr = 353, m = 30 mg, C20H19NOs

34 protopin !

Konstituce latky byla urcena na zékladé 2D NMR spekter. Namétené hodnoty
chemickych posunii vodiki i uhlikd se shodly s jiz publikovanymi hodnotami”%!, Latka
byla identifikovana jako dobie znamy protopin 34. Pro absenci centra chirality nebyla

métena optickd otacivost.

IH NMR (500 MHz, CDCl3): 6.90 (1H, s, H1), 6.68 (1H, d, J = 8.0 Hz, H11), 6.65 (1H,
d,J =8.0 Hz, H12), 6.63 (1H, s, H4), 5.94 (2H, 5, H15), 5.91 (2H, 5, H16), 3.96-3.69 (2H,
m, H13), 3.69-3.45 (2H, m, H8), 3.23-2.84 (1H, m, H5), 2.76-2.40 (3H, m, H5, H6, H6),
1.95 (3H, s, N - CHa).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 192.4 (C14), 148.0 (C3), 146.2 (C9), 146.0 (C10), 145.9
(C2), 135.8 (C14a), 132.5 (C4a), 128.8 (C12a), 124.9 (C12), 117.6 (C8a), 110.4 (C4),
108.0 (C1), 106.7 (C11), 101.2 (C15), 100.8 (C16), 57.7 (C6), 50.9 (C8), 46.2 (C13), 41.5
(N - CHs), 31.5 (C5).
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3.2.7. kryptopin (FO8, 5/070)
Mr =369, m = 15 mg, C21H23NOs

35 kryptopin

Nameéfena NMR spektra vykazovala podobnost se spektry ptedchoziho protopinu

34. Zasadni rozdil spocival v piitomnosti dvou methoxyskupin a absenci jednoho
dioxolanového kruhu. Pozice methoxyskupin, stejné tak i celkova konstituce, byla urcena
pomoci experimentu gHMBC a latka byla uréena jako kryptopin 35. Chemické posuny
vodiki i uhlik® se shodly s jiz publikovanymi hodnotami®’. Pro absenci centra chirality

nebyla méfena opticka otacivost.

IH NMR (500 MHz, CDCl3): 7.00 (1H, s, H1), 6.70 (1H, d, J = 8.0 Hz, H11), 6.67 (1H,
d, J = 8.0 Hz, H12), 6.66 (1H, s, H4), 5.92 (2H, s, OCH,0), 3.89 (3H, s, OCHs), 3.88
(3H, s, OCHs), 3.81-3.47 (4H, m, H13, H8), 2.95-2.80 (2H, m, H5), 2.80-2.65 (2H, m,
H6), 1.97 (3H, s, N - CHa).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 194.0 (C14), 149.4 (C3), 147.2 (C2), 146.1 (C9), 146.0
(C10), 135.9 (C14a), 130.4 (C4a), 128.9 (C12a), 124.7 (C12), 116.7 (C8a), 113.2 (C4),
112.0 (C1), 106.9 (C11), 100.9 (OCH.0), 57.3 (C6), 55.9 (OCH3), 55.9 (OCH3), 50.7
(C8), 45.5 (C13), 41.6 (N - CHs), 31.6 (C5).
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3.2.8. (+)-dihydrofumarilin (FO10, 22-29/4/1)
Mr =353, m = 2,0 mg, C2o0H19NOs, [OL]D25 = +159,2 (c 0,103; CHCls)

17 (+)-dihydrofumarilin

Na zakladé NMR spekter byl u této latky identifikovany spirobenzyl-
isochinolinovy skelet se substituci dvéma dioxolanovymi kruhy. V dostupné literatuie
byly nalezeny posuny vodikil®?, které se shodly se zméfenymi hodnotami. Pro velmi
malé mnozstvi (2 mg), nebylo mozné ptipravit Mosherovy estery, pro stanoveni absolutni
konfigurace. Relativni stereochemie byla uréena na zakladé NOESY korelaci vodiku
8 6.36 (H1) ppm s 3.27 (H13A) ppm a vodiku & 3.22 (H13B) ppm s 5.39 (H8) ppm
(Obr. 24), tedy se jedna o jeden ze dvou moznych enantiomeri 14S, 8R piipadné 14R, 8S.

Obr. 24

Zmétené CD spektrum této latky vykazovalo polohy charakteristickych maxim
aminim typickych pro skupinu téchto latek. Néasledné¢ tedy byla urcena absolutni

konfigurace 14S, 8R pro latku (+)-dihydrofumarilin 17.

CD (MeOH, [Ag]x) Oso9, +10,428208, 0283, —4,722281, —1,635267, 0254, +5,056242, 0231,
—3,806223, O216.

IH NMR (500 MHz, CDs0OD): 6.77 (1H, d, J = 7.8 Hz, H11), 6.72 (1H, d, J = 7.8 Hz,
H12), 6.56 (1H, s, H4), 6.36 (1H, s, H1), 5.93 (1H, d, J = 1.2 Hz, H16), 5.90 (1H, d, J =
1.2 Hz, H16), 5.81 (1H, d, J = 1.2 Hz, H15), 5.78 (1H, d, J = 1.2 Hz, H15), 5.39 (1H, s,
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H8), 3.73-3.65 (1H, m, H6), 3.27 (1H, d, J = 15.9 Hz, H13A), 3.22 (1H, d, J = 15.9 Hz,
H13B), 3.05-2.96 (2H, m, H5, H6), 2.63-2.57 (1H, m, H5), 2.36 (3H, s, N7 - CHs).

13C NMR (125 MHz, CDsOD): 149.0 (C10), 148.0 (C3), 147.3 (C2), 145.6 (C9), 135.6
(C12a), 129.7 (C4a), 129.1 (C14a), 125.9 (C8a), 116.8 (C12), 109.6 (C11), 109.0 (C4),
108.4 (C1), 102.6 (C16), 101.9 (C15), 82.3 (C8), 75.7 (C14), 48.1 (C6), 45.0 (C13), 38.0
(N7 - CHs), 24.4 (C5).
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3.2.9. (-)-fumaricin (FO5, DK-1)
Mr = 369, m = 15 mg, C21H23NOs, [OL]D25 =-21(c 0,146; CHCl5)

H,CO

H,CO

16 (-)-fumaricin ’

Z naméfenych spekter, ktera se shodovala s publikovanymi udajil®®, byla
konstituce urcena jako fumaricin 16. Pro minimum publikovanych idaji o stereochemii
byly pfipraveny a zméfeny dva estery s Mosherovou Kkyselinou®®. Po odpateni
rozpoustédla a vysuSenim byly naméfeny NMR spektra, porovnany posuny a spocteny
rozdily A& = ds - dr Viz Obr. 25. Z rozdili chemickych posunt byla uréena absolutni
konfigurace na chiralnim uhliku & 74.5 (C8) ppm jako (R). Dale pak s vyuzitim NOESY

korelaci vodiku H8 byla urcena konfigurace na vSech chiralnich centrech.

N—CH;  Fc.

1OH ol

O pyridin, CH,Cl,

Obr. 25
Stejna chemicka konstituce byla jiz publikovana jako (—)-fumaricin 16, bez urcené

stereochemie s optickou ota¢ivosti [a]o = —31 (CHCIs)!®, ktera se shodovala

s naméfenou hodnotou [a]o?® = 21 (c 0,146; CHCls).

IH NMR (500 MHz, CDCls): 6.76 (1H, d, J = 7.8 Hz, H11), 6.71 (1H, d, J = 7.8 Hz,
H12), 6.60 (1H, s, H4), 6.40 (1H, s, H1), 5.96 (1H, d, J = 1.5 Hz, OCH.0), 5.93 (1H, d,
J = 1.5Hz, OCH20), 5.47 (1H, d, J = 10.3 Hz, H8), 3.83 (3H, s, C3 - OCHs), 3.81-3.72
(1H, m, H6), 3.50 (3H, s, C2 - OCHs), 3.35 (1H, d, J = 15.6 Hz, H13), 3.27 (1H, d, J =
15.6 Hz, H13), 3.05-2.97 (2H, m, H6, H5), 2.57 (1H, dd, J = 15.9, 5.9 Hz, H5), 2.41 (3H,
s, N7 - CHs), 1.54 (1H, d, J = 10.3 Hz, OH).
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13C NMR (125 MHz, CDCls): 148.2 (C3), 147.3 (C10), 147.2 (C2), 144.1 (C9), 134.9
(C12a), 128.5 (C4a), 125.8 (C14a), 124.9 (C8a), 115.5 (C12), 111.4 (C4), 110.0 (C1),
108.5 (C11), 101.3 (OCH-0), 82.0 (C8), 74.5 (C14), 5.7 (C3 - OCHs), 55.5 (C2 - OCHs),
47.5 (C6), 43.5 (C13), 38.1 (N7 - CHs), 23.0 (C5).
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3.2.10. (=)-fumaritin (FO17)
Mr = 355, m = 10 mg, C20H21NOs, [OL]D25 =-112,6 (c 0,089; CHCI5)

15 (-)-fumaritin

Konstituce této latky, odpovidajici publikovanému fumaritinu 15, byla ur¢ena

pomoci NMR spekter a porovnanim s publikovanymi daty%

. V dostupné literatuie vSak
nebyl nalezen zadny diikaz o stereochemii ani opticka ota¢ivost!®. Z namétenych NOESY
experimenttt vyplynula relativni stereochemie, analogicky Kk pifedchozim latkam,
a to korelaci vodiku 6 6.46 (H1) ppm s 3.25 (H13A) ppm a vodiku & 3.37 (H13B) ppm
S 5.52 (H8) ppm piipadné s 2.43 (N-CHz) ppm. Pro malé mnozstvi vzorku nebylo mozné
ani pfipravit Mosherovy estery, proto byla zvolena nedestruktivni metoda cirkuldrniho
dichroismu pro volbu ze dvou moznych enantiomerd. Porovnanim priubéhu zmétené CD

kfivky s publikovanymi hodnotami pro (—)-fumaritin®® i celou skupinu alkaloid®

spirobenzylisochinolinového typu, byla ur¢ena absolutni konfigurace této latky 15.

CD (MeOH, [Ag]x) Oso7, +10,805205, 0286, —4,951278, —1,248262, 0252, +3,247240, 0232,
—2,965226, 0218.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 6.75 (1H, d, J = 7.9 Hz, H11), 6.68 (1H, d, J = 7.9 Hz,
H12), 6.60 (1H, s, H4), 6.46 (1H, s, H1), 5.95 (1H, s, OCH0), 5.93 (1H, s, OCH,0),
5.52 (1H, s, H8), 3.84 (3H, s, C3 - OCHs), 3.82-3.72 (1H, m, H6), 3.37 (1H, d, J = 15.8
Hz, H13B), 3.25 (1H, d, J = 15.8 Hz, H13A), 3.07-3.00 (2H, m, H5, H6), 2.66-2.59 (1H,
m, H5), 2.43 (3H, s, N - CHa).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 147.4 (C10), 146.1 (C3), 144.1 (C9), 143.9 (C2), 134.2
(C12a), 127.3 (C4a), 126.5 (C14a), 124.3 (C8a), 116.0 (C12), 112.8 (C1), 110.9 (C4),
108.8 (C11), 101.4 (OCH-0), 81.8 (C8), 74.5 (C14), 55.8 (C3 - OCHs), 47.2 (C6), 43.4
(C13), 37.8 (N7 - CHs), 22.9 (C5).

66



3.2.11. (-)-O-methylfumarofycin (FO3, 5/085)
Mr =411, m = 5,19 mg, C23H25NOe, [OL]D25 =-53,6 (¢ 0,224; CHCl5)

20 (-)-O-methylfumarofycin

Z naméfenych NMR spekter byla ur¢ena spirobenzylisochinolinova konstituce
se substituci dvéma methoxyskupinami, jednim dioxolanovym kruhem a jednou acetoxy
skupinou. Relativni stereochemie byla ur¢ena na zékladé NOESY korelaci vodiku 6 6.55
(H1) ppm s 3.58 (H13A) ppm a vodiku & 3.46-3.37 (H13B) ppm s 6.60 (H8) ppm
(analogicky viz Obr. 24 ptip. Obr. 26). Ze dvou moznych enantiomerid byl publikovany
pouze jeden (14S, 8R) pojmenovany jako (—)-O-methylfumarofycin 20 s optickou
ota¢ivosti [a]p?? = —51 (¢ 27%; CHCI3)*®, [a]p? = -30 (¢ 0,158; CH30H)*® odpovidajici
zméiené hodnoté [a]p?® = —53,6 (¢ 0,224; CHCIlz). Chemické posuny se také shodly

s publikovanymi hodnotami’ ¢,

IH NMR (500 MHz, CDsOD): 6.87 (1H, d, J = 7.9 Hz, H11), 6.81 (1H, d, J = 7.9 Hz,
H12), 6.68 (1H, s, H4), 6.60 (1H, s, H8), 6.55 (1H, s, H1), 5.96 (1H, d, J = 1.5 Hz,
OCH;0), 5.93 (1H, d, J = 1.5 Hz, OCH;0), 3.80 (3H, s, C3 - OCHs3), 3.60 (3H, s, C2 -
OCHs), 3.58 (1H, d, J = 17.1 Hz, H13A), 3.46-3.37 (2H, m, H6, H13B), 3.12-3.03 (2H,
m, H5, H6), 2.68 (1H, dd, J = 15.7, 6.0 Hz, H5), 2.43 (3H, s, N - CH3), 1.72 (3H, s, H16).
13C NMR (125 MHz, CDs0OD): 171.2 (C15), 150.0 (C3), 149.1 (C10), 148.2 (C2), 145.0
(C9), 136.9 (C12a), 128.2 (C4a), 127.6 (C14a), 121.9 (C8a), 117.3 (C12), 113.1 (C1),
112.5 (C4), 110.8 (C11), 103.1 (OCH-0), 78.6 (C8), 74.7 (C14), 56.5 (C2 - OCHs), 56.3
(C3 - OCHs3), 48.8 (C6), 45.7 (C13), 38.4 (N7 - CHs), 25.8 (C5), 20.6 (C16).
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3.2.12. (-)-fumarofycin (FO13, F0397)
Mr =397, m = 17 mg, C22H23NOe, [OL]D25 =-31(c 0,129; CH30H)

17 (-)-fumarofycin

Neznama latka se od predchozi, (—)-O-methylfumarofycinu 20, lisila o jednu
methylovou skupinu na fenolickém hydroxylu. Ve spektrech této latky byla pouze jedna
methoxyskupina 6 3.85 ppm, pro tuto skupinu alkaloidi svym typickym chemickym
posunem lezici v poloze €. 3, kdeZto methoxyskupina, kterd by byla vazana v poloze €. 2,
by méla chemicky posun v rozmezi & 3.50 - 3.65 ppm. Poloha methoxyskupiny i cely
skelet molekuly byly provéteny i na zdklad€ korelaci pfes vice vazeb a porovndnim
publikovanych posunti'’. Zméfena optickd otacivost odpovidala ota¢ivosti pro jediny
publikovany stereoizomer [o]o?° = —67,5 (¢ 1%; CH3OH)*®, jemuz odpovidaly i zméfené
NOESY korelace vodiku & 6.68 (H1) ppm na 6 3.51 (H13A) ana 1.75 (H16) ppm, a dale
pak vodikt 6 2.33 (N - CH3) ppm na & 3.36 (H13B) a na 6.49 (H8) ppm viz Obr. 26.
Korelace vodiku H13B na vodik H8 byla ptekryta jinou korelaci.

H,CO

Obr. 26

IH NMR (500 MHz, CDCls): 6.80 (1H, d, J = 8.0 Hz, H11), 6.71 (1H, d, J = 8.0 Hz,
H12), 6.68 (1H, s, H1), 6.51 (1H, s, H4), 6.49 (1H, s, H8), 5.97 (1H, d, J = 1.6 Hz,
OCH,0), 5.93 (1H, d, J = 1.6 Hz, OCH:0), 3.85 (3H, s, C3 - OCHz), 3.51 (1H, d, J =
17.2 Hz, H13A), 3.36 (1H, d, J = 17.2 Hz, H13B), 3.37-3.31 (1H, m, H6), 3.06-2.98 (1H,
m, H5), 2.92 (1H, ddd, J = 6.4, 2.6, 1.7 Hz, H6), 2.54 (1H, ddd, J = 16.6, 4.8, 1.7 Hz,
H5), 2.33 (3H, s, N - CHs), 1.75 (3H, s, H16).
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13C NMR (125 MHz, CDCls): 169.7 (C15), 147.2 (C10), 145.4 (C3), 143.6 (C9), 142.8
(C2), 136.9 (C12a), 128.5 (Cl14a), 126.8 (C4a), 121.1 (C8a), 116.1 (C12), 1145 (C1),
110.1 (C4), 109.4 (C11), 101.5 (OCH-0), 77.0 (C8), 72.5 (C14), 55.7 (C3 - OCHz), 47.9
(C6), 45.0 (C13), 38.2 (N7 - CHa), 25.9 (C5), 20.8 (C16).
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3.2.13. (+)-fumaranin (FO14, 176-189/3/1)
Mr = 355, m = 4,8 mg, C20H21NOs, [a]p® = +36,6 (c 0,082; CHCls)

84 (+)-fumaranin
Neznama latka jiz podle 1D NMR spekter vykazovala velkou podobnost s latkou
(-)-fumaricin 16. Jedinym markantnim rozdilem byla absence methylové skupiny & 2.41
(N7-CHs) ppm. Naslednym feSenim 2D NMR spekter byla konstituce
spirobenzylisochinolinu potvrzena. Relativni stereochemie byla urCena na zakladé
NOESY korelaci vodiku 6 6.70 (H1) ppm s 3.53 (H13A) ppm a vodiku & 3.07 (H13B)
ppm s 5.27 (H8) ppm viz Obr. 27.

Obr. 27

Pro malé mnoZstvi izolované latky nebyly pfipravovany Mosherovy estery,
ale byly zméfeny CD spektra, ktera se shodovala se spektry ostatnich latek tohoto typu.

Nova latka byla pojmenovana (+)-fumaranin 84.

CD (MeOH, [Ag]x) 0306, +1,665204, O286, —1,189278, —0,266258, 0251, +0,143248, 0245,
—1,188232, —5,497210, 0205.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 6.78 (1H, d, J = 7.8 Hz, H11), 6.71 (1H, d, J = 7.8 Hz,
H12), 6.70 (1H, s, H1), 6.63 (1H, s, H4), 6.02 (1H, d, J = 1.4 Hz, OCH.0), 5.97 (1H, d,
J=1.4 Hz, OCH:0), 5.27 (1H, s, H8), 3.86 (3H, s, C3 - OCHs3), 3.67 (3H, s, C2 - OCHs),
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3.53 (1H, d, J = 16.2 Hz, H13A), 3.32 (1H, ddd, J = 13.0, 9.9, 4.7 Hz, H6), 3.18 (1H, ddd,
J=13.0, 5.7, 3.6 Hz, H6), 3.07 (1H, d, J = 16.2 Hz, H13B), 2.91 (1H, ddd, J = 16.3, 9.9,
5.7 Hz, H5), 2.76 (1H, ddd, J = 16.3, 4.7, 3.6 Hz, H5).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 148.3 (C3), 147.4 (C10), 147.0 (C2), 144.3 (C9), 135.8
(C12a), 128.4 (C4a), 127.4 (Cl4a), 123.6 (C8a), 116.9 (C12), 111.8 (C4), 110.0 (C1),
108.9 (C11), 101.4 (OCH20), 80.4 (C8), 68.6 (C14), 55.8 (C2 - OCHs), 55.8 (C3 - OCHa),
47.0 (C13), 40.0 (C6), 29.1 (C5).
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3.2.14. (+)-fumarilin (FO4, MS-3)
Mr =351, m = 9,6 mg, C2oH17NOs, [OL]D25 = +77 (c 0,09; CHCI»)

23 (+)-fumarilin

Konstituce fumarilinu 23 byla urCena na zakladé NMR spekter méfenych
V chloroformu a methanolu, zejména korelacemi gHMBC spektra. Nasledovalo
porovnani S ostatnimi izolovanymi latkami z této skupiny a sporymi publikovanymi 'H
NMR posuny%®. Podle zmétené [a]p?® = +77 (¢ 0,09; CHCI3) a publikované [a]p = +96
(c 1,0; CHCI3)!*®1% optické otacivosti, byla nasledné i uréena absolutni konfigurace

(S)-C14 a latka identifikovana jako (+)-fumarilin 23.

IH NMR (500 MHz, CDsOD): 7.22 (1H, d, J = 8.0 Hz, H11), 7.00 (1H, d, J = 8.0 Hz,
H12), 6.62 (1H, s, H4), 6.17 (2H, s, 2xH16), 6.09 (1H, s, H1), 5.84 (1H, d, J = 1.0 Hz,
H15), 5.83 (1H, d, J = 1.0 Hz, H15), 3.63 (1H, d, J = 18.5 Hz, H13), 3.54-3.47 (1H, m,
H6), 3.29 (1H, d, J = 18.5 Hz, H13), 2.98-2.94 (1H, m, H6), 2.94-2.90 (2H, m, 2xH5),
2.39 (3H, s, N - CHa).

13C NMR (125 MHz, CDsOD): 204.9 (C8), 149.8 (C10), 148.5 (C3), 148.2 (C2), 145.9
(C9), 145.1 (C12a), 131.0 (Cl4a), 128.5 (C4a), 120.4 (C8a), 119.7 (C12), 116.9 (C11),
109.4 (C4), 105.3 (C1), 104.9 (C16), 102.5 (C15), 72.8 (C14), 49.4 (C6), 40.9 (C13), 39.3
(N - CHa), 29.1 (C5).
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3.2.15. (+)-parfumidin (FO9, 5/075)
Mr =367, m = 10,2 mg, C21H21NOs, [OL]D25 = +28,4 (c 0,0987; CHCl5)

H3CO .,

22 (+)-parfumidin

NMR spektra (+)-parfumidinu 22 se podobaly ptedeslé latce (+)-fumarilinu 23,
s rozdilem pfitomnosti dvou methoxyskupin na misto jednoho dioxolanového kruhu.
Poloha dvou methoxyskupin byla pfifazena na zaklad¢ korelaci ptes vice vazeb atomim
uhliku C2 a C3. Popis *H NMR spekter'” byl v souladu se ziskanymi hodnotami.
Absolutni konfigurace na centru chirality (C14) byla nasledné¢ urcena porovnanim
zméfené optické otacivosti [a]p® = +28,4 (c 0,0987; CHCIs) s publikovanou [a]p?? =
+33,3 (¢ 0,5; CHCI3)**% jako (S).

IH NMR (500 MHz, CDCl): 7.11 (1H, d, J = 7.9 Hz, H11), 6.91 (1H, d, J = 7.9 Hz,
H12), 6.59 (1H, s, H4), 6.17 (1H, s, H1), 6.16 (1H, d, J = 1.2 Hz, OCH:0), 6.14 (1H, d,
J=1.2 Hz, OCH,0), 3.83 (3H, 5, C3 - OCHs3), 3.58 (3H, 5, C2 - OCHs), 3.56 (1H, d, J =
17.9 Hz, H13), 3.53-3.47 (1H, m, H6), 3.37 (1H, d, J = 17.9 Hz, H13), 2.98-2.91 (1H, m,
H5), 2.91-2.81 (2H, m, H5, H6), 2.36 (3H, s, N7 - CHa).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 207.2 (C8), 148.1 (C3), 147.9 (C10), 147.7 (C2), 144.2
(C12a), 143.8 (C9), 129.5 (Cl4a), 127.2 (C4a), 119.8 (C8a), 118.0 (C12), 115.1 (C11),
111.4 (C4), 108.3 (C1), 103.1 (OCH,0), 70.9 (C14), 56.1 (C2 - OCHs), 55.7 (C3 - OCHs),
48.3 (C6), 41.2 (C13), 39.3 (N7 - CHs), 28.5 (C5).
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3.2.16. (+)-parfumin (FO19, S2)
Mr =353, m = 21,8 mg, C20H19NOs, [a]p?® = +23,6 (¢ 1,10; CHCl5)

21 (+)-parfumin

NMR spektra této latky se do jisté miry podobaly piedchozi latce (+)-parfumidinu
22 s rozdilem jedné methoxyskupiny. Jak bylo popsano u struktury 17 (-)-fumarofycinu,
methoxyskupiny téchto latek maji charakteristické chemické posuny. Chybéjici skupina
s chemickym posunem v rozmezi & 3.50 - 3.65 ppm by byla vazana v poloze ¢. 2.
Korelacemi pies vice vazeb bylo toto tvrzeni opét potvrzeno, v soucinnosti s NOESY
korelaci methoxyskupiny 6 3.81 (C3 - OCH3) ppm s aromatickym vodikem & 6.56 (H4)
ppm. Konstituce parfuminu 21 byla ur¢ena na zakladé 2D NMR spekter, tak i porovnanim
s ostatnimi latkami z této skupiny a publikovanymi daty!’. Podle zméfené optické
otacivosti [a]p?® = +23,6 (¢ 1,10; CHClIs) a publikované optické otaéivosti [a]o? = +27,5
(CHCI3)'%8 [a]p?® = +18 (c 1,1; CHCI3)®* byla nasledné i uréena absolutni konfigurace
jednoho chiralniho centra (S)-C14 a latka jako (+)-parfumin 21.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 7.07 (1H, d, J = 8.1 Hz, H11), 6.87 (1H, d, J = 8.1 Hz,
H12), 6.56 (1H, s, H4), 6.28 (1H, s, H1), 6.14 (1H, d, J = 1.4 Hz, OCH:0), 6.13 (1H, d,
J=1.4Hz, OCH,0), 5.59 (1H, bs, OH), 3.81 (3H, s, C3 - OCHs), 3.56-3.50 (1H, m, H6),
3.51 (1H, d, J = 18.3 Hz, H13), 3.33 (1H, d, J = 18.3 Hz, H13), 2.98-2.91 (1H, m, H5),
2.87-2.77 (2H, m, H5, H6), 2.36 (3H, s, N7 - CHa).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 205.2 (C8), 147.8 (C10), 145.5 (C3), 144.3 (C12a), 144.0
(C2), 143.8 (C9), 130.5 (Cl4a), 126.2 (C4a), 119.9 (C8a), 118.1 (C12), 114.9 (C11),
110.7 (C4), 110.6 (C1), 103.0 (OCH,0), 70.7 (C14), 55.7 (C3 - OCHs), 48.3 (C6), 41.2
(C13), 39.2 (N7 - CHs), 28.7 (C5).
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3.2.17. (+)-bikukullin (FO11, 5/072)
Mr = 367, m = 8,4 mg, CaoH17NOg, [0]o? = +89 (c 0,034; CHCls)

85 (+)-bikukullin O

Konstituce neznamé latky 85 ziskana interpretaci NMR spekter odpovidala
ftalidisochinolinovému typu alkaloidt. Latky tohoto typu obsahuji ve své molekule dva
chiralni atomy uhliku. Ctyfi mozné stereoizomery této latky byly publikovany?
s optickymi ota¢ivostmi, hodnotami cirkularniho dichroizmu a chemickymi posuny:

(-)-bikukullin (1R, 9S), [a]o® = -128 (c 0,27; CHCly)
(+)-bikukullin (1S, 9R), [a]o® = +132,7 (c 0,049; CHCls)
(-)-capnoidin (1R, 9R), [a]p®? = -113,2 (c 0,8; CHCl5)
(+)-adlumidin (1S, 9S), [a]o?® = +116,2 (c 2; CHCly)

Podle zméfené optické otacivosti [a]p?®> = +89 (c 0,034; CHCIs) nebylo mozné
jednozna¢né rozhodnout mezi (+)-bikukullinem a (+)-adlumidinem. Jelikoz se jedna
o dva diastereomery zikonité se li§i ve svych chemickych posunech?®!%®. Z interakéni
konstanty 3Ju1, o) @ z chemickych posunii zejména riizné stinénych atomt vodika H2’

a H8 jednoznacné vyplynulo, Ze se jedna o (+)-bikukulin 85 viz Tabulka 1.

Tabulka 1: porovnani (+)-bikukulinu, (+)-adlumidinu a neznamé latky FO11

(+)-bikukullin®  (+)-adlumidin®  FOL11 (neznimé latka)?

3J(H1, Ho) 3.8Hz 3.3Hz 4.1 Hz
H2’ 6.19 ppm 7.13 ppm 6.18 ppm
H8 6.48 ppm 6.67 ppm 6.48 ppm

3 200MHz, CDCls, lit.?%; ® 500 MHz, CDCls
'H NMR (500 MHz, CDCls): 6.91 (1H, d, J = 8.1 Hz, H3"), 6.58 (1H, s, H5), 6.48 (1H,

s, H8), 6.18 (1H, d, J = 8.1 Hz, H2"), 6.17 (1H, d, J = 1.3 Hz, H8"), 6.16 (1H, d, J = 1.3
Hz, H8"), 5.93 (1H, d, J = 1.4 Hz, H10), 5.92 (1H, d, J = 1.4 Hz, H10), 5.55 (1H, d, J =
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4.1 Hz, H9), 4.03 (1H, d, J = 4.1 Hz, H1), 2.88-2.81 (1H, m, H3), 2.60-2.50 (2H, m, H3,
H4), 2.55 (3H, s, N2 - CH3), 2.27-2.19 (1H, m, H4).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 167.3 (C7"), 149.0 (C4"), 146.8 (C6), 145.9 (C7), 144.4
(C5°), 140.4 (C17), 130.6 (C4a), 124.7 (C8a), 115.5 (C2"), 113.0 (C3"), 110.3 (C6"), 108.5
(C5), 107.7 (C8), 103.2 (C8"), 100.9 (C10), 85.0 (C9), 66.0 (C1), 49.4 (C3), 45.2 (N2 -
CHa), 27.0 (C4).
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3.2.18. (+)-korlumin (FO15, 190-250/3)
Mr =383, m = 4,7 mg, C21H2:NOeg, [OL]D25 = +35,2 (¢ 0,193; CHCI»)

37 (+)-korlumin

Konstituce neznamé latky, ziskana z NMR spekter, se shodovala s piredchozim
(+)-bikukullinem 85. Rozdil spocival v pfitomnosti dvou methoxyskupin, navazanych
Vv polohach ¢. 7 a 8. Pro dva chiralni atomy uhliku byla feSena stereochemie v souvislosti
se zméfenou optickou ota¢ivosti [o]p®® = +35,2 (¢ 0,193; CHCIs). Dva stereoizomery
s kladnou optickou otadivosti byly publikovany?® s hodnotami cirkularniho dichroizmu
a chemickymi posuny:

(+)-korlumin (1S, 9R), [a]o?® = +77 (c 1,0; CHCls)
(+)-adlumin (1S, 9S), [a]o = +42 (CHCl5)

Podle zmétené optické otacivosti vSak nebylo mozné jednoznaén€ rozhodnout
mezi (+)-korluminem a (+)-adluminem. Jelikoz se jednalo o dva diastereomery, lisily
se drobné ve svych NMR spektrech?1%, 7 interakéni konstanty 3J(u1, Hoy a z chemickych
posunti zejména rizn€ stinénych atoml vodiki H2" a H8 jednoznacné vyplynulo,
ze se jedna o (+)-korlumin 37 viz Tabulka 2. Stejnému zavéru odpovidaly i NOESY

korelace zminiovanych atomu vodiki.

Tabulka 2: porovnani (+)-korluminu, (+)-adluminu a neznamé latky FO15

(+)-korlumin? (+)-adlumin? FO15 (neznama latka)®
3J(H1, Ho) 3.4 Hz 3.0Hz 3.9Hz
H2’ 6.35 ppm 7.15 ppm 6.32 ppm
H8 6.26 ppm 6.68 ppm 6.34 ppm

3 CDCls, lit.}"?; ® 500 MHz, CDCl3

IH NMR (500 MHz, CDsOD): 7.12 (1H, d, J = 8.0 Hz, H3"), 6.69 (1H, s, H5), 6.58 (1H,
dd, J = 8.0, 0.8 Hz, H2"), 6.17 (1H, s, H8), 6.14 (2H, s, OCH.0), 5.87 (1H, dd, J = 2.5,
0.8 Hz, H9), 4.18 (1H, d, J = 2.5 Hz, H1), 3.78 (3H, s, C6 - OCHs), 3.52 (3H, s, C7 -
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OCHs), 3.04 (1H, ddd, J = 11.7, 7.7, 4.9 Hz, H3), 2.73 (1H, ddd, J = 15.8, 7.7, 5.3 Hz,
H4), 2.65 (1H, ddd, J = 11.7, 5.4, 5.3 Hz, H3), 2.61 (3H, s, N2 - CH3), 2.47 (1H, ddd, J =
15.8, 5.4, 4.9 Hz, H4).

13C NMR (125 MHz, CD30D): 169.1 (C7°), 150.7 (C4"), 149.8 (C6), 148.2 (C7), 146.1
(C5%), 142.4 (C1°), 130.6 (C4a), 123.8 (C8a), 116.8 (C2"), 114.7 (C3"), 112.8 (C5), 112.3
(C8), 110.8 (C6"), 104.9 (OCH,0), 85.4 (C9), 67.1 (C1), 56.3 (OCHs), 56.3 (OCHs3), 49.9
(C3), 44.5 (N2 - CHa), 27.1 (C4).
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3.2.19. (%)-O-methylfumarofin (FO18, 138-178/4)
Mr = 383, m = 10 mg, C21H21NOe, [OL]D25 =0 (c 0,066; CHCI5)

O\/ O
86 ()-O-methylfumarofin

'H NMR spektrum této latky bylo tvofeno analogickymi skupinami jako ostatni
latky spirobenzylisochinolinovych alkaloidl, pfesto zde byly patrné rozdily zejména
v chemickych posunech. Oba signaly methoxy skupin byly v rozmezi & 3.80 - 3.95 ppm,
pfi¢emZ obvykle jeden z nich se vyskytuje pifi nizSich hodnotach 6 3.50 - 3.65 ppm.
Naopak methyl vazany na atomu dusiku byl tentokrat vice odstinén (misto hodnoty 6 2.25
- 2.40 ppm az na hodnotu & 2.54 ppm). Obdobné atom vodiku & 7.29 (H1) ppm
byl vyrazné odstinén z obvyklého rozmezi 6 6.00 - 6.50 ppm.

Dalsi naméfena data vedla k wurCeni struktury O-methylfumarofinu,
coz odpovidalo i publikovanym?! hodnotdm chemickych posuni *H i *C. Ve snaze uréit
absolutni konfiguraci byly ptipraveny estery Mosherovych kyselin. Ze ziskanych spekter
vSak nebylo mozZné urcit absolutni konfiguraci. Zvlastnosti vSak bylo Casté Stépeni
signald, které se viak nasledné vysvétlilo. Zméfena opticka otacivost [a]n?® = 0 (c 0,066;
CHCIz) poukazovala na racemickou smés. Tento zavér byl také potvrzen pifidanim
chirdlniho lanthanidového posunového ¢inidla a naméfenim dvou sad signald,
jak ve vodikovém, tak i v uhlikovém spektru. Latka byla uréena jako (+)-O-
methylfumarofin 86 s piiznaénou podobou s diive izolovanym a popsanym®® (+)-

fumarofinem 42.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 7.29 (1H, s, H1), 7.21 (1H, bs, H9), 7.15 (1H, d, J = 8.0 Hz,
H10), 6.62 (1H, s, H4), 6.18 (2H, s, OCH20), 4.49 (1H, s, H8), 3.92 (3H, s, C2 - OCHa),
3.86 (3H, s, C3 - OCHs), 3.18 (1H, bs, OH), 2.80 (1H, bs, H6), 2.66 (1H, bs, H6), 2.54
(3H, s, N7 - CHa), 2.50 (1H, bs, H5), 2.39-2.34 (1H, m, H5).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 200.9 (C13), 148.9 (C11), 148.6 (C3), 147.7 (C2), 144.7
(C12), 141.6 (C8a), 130.3 (C14a), 128.1 (C4a), 120.2 (C9), 118.7 (C12a), 115.2 (C10),
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113.0 (C4), 109.8 (C1), 103.3 (OCH,0), 83.9 (C14), 71.5 (C8), 56.0 (2xOCHs), 50.0
(C6), 45.3 (N7 - CHs), 32.5 (C5).
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3.2.20. (-)-fumarostrejdin (FO12, 94-101/2/2/2)
Mr = 369, m = 2 mg, C21H23NOs, [OL]D25 =-35,4 (c 0,32; CHCI5»)

87 (-)-fumarostrejdin

Vodikové spektrum této neznamé latky bylo tvofeno signaly ¢ty aromatickych
vodiku, dioxolanovym uskupenim, dvéma methoxy skupinami, methylovou skupinou
odstinénou atomem dusiku a dal§imi Sesti alifatickymi atomy vodiki. Dva aromatické
singlety 6 7.15 (H1) a 6.66 (H4) ppm, jez byly pfifazeny po fad¢ na atomy uhlikti 6 110.6
a 113.1 ppm, poskytly korelace na aromatické uhliky prvniho aromatického jadra,
viz Obr. 28, které neslo zminované dvé methoxyskupiny.

HaCOL, A o X
N

S 2 l4a
Hsco~ N ~x

Obr. 28
Dalsi korelace dvou aromatickych singletd pak smérovaly do alifatické oblasti

na kvarterni uhlik 6 87.5 (C14) ppm odstinény atomem kysliku a alifatickou methylovou
skupinu & 32.8 (C5) ppm, ktera sousedila s methylenovou skupinou & 54.3 (C6) ppm
(Obr. 29). Atomy vodiku & 2.89-2.84 (H6) ppm pak mély korelace na odstinény methyl
(N - CH3) a na atom uhliku & 74.8 (C8) ppm, jehoz atom vodiku 6 4.49 (H8) ppm slabou

korelaci pfes dvé vazby na kvarterni atom uhliku C14 uzaviel sedmiclenny kruh
(Obr. 29).
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Dva aromatické dublety 3J = 7.9 Hz, tedy sousedni atomy vodikii, byly nutné
soucasti druhého aromatického jadra. Korelace pfes tii vazby a slabsi pies dvé vazby

(Obr. 30) vedly k pfifazeni jednotlivych atomi uhlikti a nasledné i k urceni polohy

X 0]
ga=

11
e

dioxolanového kruhu.

Obr. 30
Dalsi postup spocival v napojeni jiz ziskanych fragmentt (Obr. 29, Obr. 30).
Navazani alifatického methylenu & 47.6 (C13) ppm na uhlik C12a prokazaly intenzivni
korelace na aromatické uhliky C12 a C8a. Celkem zasadni pro spravnou orientaci téchto
dvou fragmentu je absence interakce vodikt H8 (singlet) a H13 (dva dublety J = 16.7 Hz)
a zaroven piitomnost silné NOESY korelace vodikt H13 na aromaticky vodik H1 (Obr.
31 nepteskrtnuty konstituéni izomer - vyznaCeno carkovan¢). VSe dokladaji i dalsi

gHMBC korelace znazornéné na Obr. 31.

Obr. 31

Strukturni analyzou byla ziskdna nova latka (—)-fumarostrejdin 87
indenobenzazepinového typu, s optickou ota¢ivosti [a]p® = —35,4 (¢ 0,32; CHCls).
Od (+)-fumaritrinu 43 se tato latka lisila jen o methoxyskupinu, ale ota¢ivost naznacila
zcela jinou konfiguraci chirdlnich center. Pro nemoZnost vyuZzit Mosherovych estert
(nebyla zde sekundarni hydroxylova skupina), a velmi malé mnoZzstvi latky, se nepodatilo

dofesit absolutni konfiguraci.

CD (MeOH, [Ag]x) —0,220306, —2,524285, —0,538256, —5,933237, —0,607223, —20,324208, 0203.

IH NMR (500 MHz, CDCl3): 7.15 (1H, s, H1), 6.80 (1H, d, J = 7.9 Hz, H11), 6.75 (1H,
d,J = 7.9 Hz, H12), 6.66 (1H, s, H4), 6.03 (LH, d, J = 1.5 Hz, OCH:0), 5.94 (1H, d, J =
1.5 Hz, OCH:0), 4.49 (1H, s, H8), 3.92 (3H, s, C2 - OCHs), 3.88 (3H, s, C3 - OCHa),
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3.54 (1H, d, J = 16.7 Hz, H13), 3.32 (1H, d, J = 16.7 Hz, H13), 6.00 (1H, dt, J = 14.6, 7.6
Hz, H5), 2.89-2.84 (2H, m, H6), 2.60 (1H, dt, J = 14.6, 5.7 Hz, H5), 2.39 (3H, s, N7 -
CHa).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 148.1 (C3), 147.6 (C2), 146.5 (C10), 144.9 (C9), 136.3
(C12a), 135.7 (Cl4a), 128.8 (C4a), 122.0 (C8a), 117.3 (C12), 113.1 (C4), 110.6 (C1),
108.7 (C11), 100.9 (OCH-0), 87.5 (C14), 74.8 (C8), 56.1 (C2 - OCHs), 56.0 (C3 - OCHs),
54.3 (C6), 47.6 (C13), 42.9 (N7 - CHs), 32.8 (C5).
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,,Dej sam, co zadas, pak zddej, co chces. *
Augustinus Aurelius

3.3. Latky izolované z rostliny Nerine bowdenii W. Watson

Z rostliny Nerine bowdenii bylo izolovano jedenact alkaloidt. Z 2D NMR spekter

byla nejprve urcena konstituce a nasledné byla u chiralnich latek feSena stereochemie.

3.3.1. belladin (NB-1)
Mr = 315, m = 5 mg, C19H25NO3

O A .
HC™ s cle3
HsCo & NG A,
o) & :
¢ _CH
e 3
47 belladin o

Prvni izolovana latka 47 byl v rostling nejvice zastoupeny belladin. Publikované®*

chemické posuny byly v dobré shodé s naméfenymi hodnotami.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 7.10 (2H, AA'BB’, H4), 6.85 (1H, bs, H3"), 6.82 (2H,
AA'BB’, H5), 6.81-6.77 (2H, m, H6’, H7"), 3.87 (3H, s, C5" - OCHs), 3.86 (3H, s, C4 -
OCHs), 3.78 (3H, s, C6 - OCHs), 3.49 (2H, s, H1), 2.77 (2H, t, J = 7.1 Hz, H2), 2.60
(2H, t, J = 7.1 Hz, H1), 2.28 (3H, s, N - CHa).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 157.9 (C6), 148.9 (C4), 148.2 (C5°), 132.5 (C3), 131.6
(C2), 129.6 (2xC4), 121.2 (C7"), 113.7 (2xC5), 112.0 (C6"), 110.6 (C3"), 61.8 (C1"),
58.9 (C1), 55.9 (C5" - OCHs), 55.9 (C4” - OCHs), 55.2 (C6 - OCHs), 41.9 (N - CHs), 32.6
(C2).
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3.3.2. krinin (NB-10)
Mr =271, m = 10,4 mg, C16H17NOs3, [OL]D25 =-70,2 (c 0,057; CHCl5)

52 krinin

Nameétena NMR spektra vedla k urceni konstituce alkaloidu krininového typu.
Relativni stereochemie byla urCena zejména pomoci NOESY korelaci, tak i diky
interak¢énim konstantam. Signal 6 1.74 ppm piifazeny vodiku H4p lezel v axialni poloze
pro interakéni konstantu s axialnim H4a 3J4anap) = 13.6 Hz (Obr. 32 tu¢ng). NOESY
korelaci vodiku H4P byla dale uréena relativni poloha ethylenového mistku a diky
interakéni konstanté 3Jnaprs) = 6.0 Hz mezi axialnim vodikem & 1.74 (H4B) ppm
a ekvatorialnim & 4.34 (H3) ppm i poloha hydroxylu. Ziskané chemické posuny byly

0 zméfena opticka otadivost [o]p?® = —70,2

v dobré shodé s publikovanymi hodnotami'?
(c 0,057; CHCls) se vsak liila od publikované [o]o?? = -9 (¢ 0,6) pravdépodobné vlivem
velmi nizké koncentrace méfeného roztoku. Léatka byla urcena véetné stereochemie

jako krinin 52.

H\ ” Hao H
: H. - OH

Obr. 32

'HNMR (500 MHz, CDClIs): 6.84 (1H, s, H10), 6.55 (1H, d, J = 10.2 Hz, H1), 6.45 (1H,
s, H7), 5.96 (1H, dd, J = 10.2, 5.2 Hz, H2), 5.89 (1H, d, J = 1.4 Hz, OCH-0), 5.88 (1H,
d, J=1.4 Hz, OCH20), 4.38 (1H, d, J = 16.6 Hz, H6), 4.34 (1H, ddd, J = 6.0, 5.2, 1.7 Hz,
H3), 3.76 (1H, d, J = 16.6 Hz, H6), 3.43-3.36 (2H, m, H4a, H12), 2.90 (1H, ddd, J = 13.0,
9.0, 6.0 Hz, H12), 2.18 (1H, ddd, J = 12.2, 9.0, 4.3, H11), 2.05 (1H, ddd, J = 13.9, 4.3,
1.8 Hz, H4a), 1.93 (1H, ddd, J = 12.2,10.7, 6.0 Hz, H11),1.74 (1H, ddd, J = 13.9, 13.6,
6.0 Hz, H4p).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 146.3 (C9), 145.8 (C8), 138.0 (C10a), 131.7 (C1), 127.7
(C2), 125.6 (C6a), 106.9 (C7), 102.9 (C10), 100.8 (OCH,0), 63.8 (C3), 62.9 (C4a), 62.0
(C6), 53.4 (C12), 44.3 (C10b), 43.9 (C11), 32.5 (C4).
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3.3.3. epibuphanisin (5/084)
Mr = 285, m = 10 mg, C17H19NOs, [OL]D25 = 486,37 (c 0,039; CHCl3)

88 epibuphanisin

Na zékladé NMR spekter byla nejprve urCena konstituce neznamé latky lisici
se 0 methylovou skupinu na alifatickém hydroxylu (C3) od pifedchoziho krininu 52.
Stereochemickym fesenim byly nédsledné urceny i dva mozné enantiomery, odpovidajici
struktufe epibuphanisinu, kde kli¢ové byly NOESY korelace vodiku & 2.32-2.72 (H4p)
ppm na axialni H3, H4a (Obr. 33 Sipky carkované). Podle interakéni konstanty
3)(H3,Ha0) =~ 11 Hz byla uréena pozice methoxyskupiny v ekvatorialni poloze (Obr. 33
tuéné). V posledni fadé korelace vodiku & 1.57 (H4a) ppm na vodiky ethylenového
mustku vedly k ureni haemanthaminového typu. Toto pfesné urceni tohoto jednoho
stereoizomeru bylo az v soudinnosti se zméfenou optickou otacivosti [o]o® = +86,37
(c 0,039; CHCIs) a porovnanim s publikovanou hodnotou [o]p?? = +129 (¢ 0,224;
EtOH)*! pro strukturu epibuphanisinu 88.

Obr. 33

IH NMR (500 MHz, CDCls): 6.81 (1H, s, H10), 6.49 (1H, s, H7), 6.41 (1H, dd, J = 10.4,
2.2 Hz, H1), 5.91 (1H, d, J = 1.4 Hz, OCH,0), 5.87 (1H, d, J = 1.4 Hz, OCH,0), 5.82
(1H, dd, J = 10.4, 1.5 Hz, H2), 4.45 (1H, d, J = 17.0 Hz, H6), 4.01-3.96 (LH, m, H3), 3.82
(1H, d, J = 17.0 Hz, H6), 3.53-3.46 (1H, m, H12), 3.41 (3H, s, C3 - OCHs) 3.26 (1H, dd,
J = 13.6, 3.4 Hz, H4a), 2.95 (1H, ddd, J = 13.2, 9.1, 6.0 Hz, H12), 2.72-2.32 (1H, m,
H4p), 2.22-2.16 (1H, m, H11), 2.14-2.07 (1H, m, H11), 1.57 (1H, ddd, J = 13.6, 12.1,
10.5 Hz, H4o).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 146.3 (C9), 145.9 (C8), 138.2 (C10a), 129.0 (C2), 128.8
(C1), 125.2 (C6a), 106.9 (C7), 102.8 (C10), 100.8 (OCH:0), 76.1 (C3), 66.7 (C4a), 61.9
(C6), 56.0 (C3 - OCHs), 53.2 (C12), 44.7 (C10b), 44.6 (C11), 30.7 (C4).
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3.3.4. ambellin (1/003)
Mr =331, m = 15 mg, C1sH21NOs, [a]p? = +53,3 (¢ 1,014; CHCls)

OCHs
56 ambellin
Konstituce ambellinu byla uréena na zakladé¢ feSeni 2D NMR spekter.
Od piedeslych se lisila pfitomnosti dal$i methoxyskupiny na aromatickém jadie
a hydroxylu v poloze ¢. 11. K ur€eni absolutni konfigurace, pro ptitomnost sekundarniho
hydroxylu, byly p¥ipraveny estery Mosherovych kyselin®® Nasledné byla naméfena NMR
spektra a porovnany posuny Viz Obr. 34. Na zakladé rozdili Ad = ds - or byla uréena
absolutni konfigurace chiralniho uhliku C11 jako (R). Dale pak s vyuzitim NOESY
korelaci vodiku H11 byla ur¢ena konfigurace na vSech chiralnich centrech a latka urcena

jako ambellin 56.

Cl

pyridin, CH,Cl,

Obr. 34
Druhou metodou zvolenou pro kontrolu spravnosti byl zvolen cirkularni
dichroizmus. Namétené hodnoty maxim a minim odpovidaji uspotadani B/C trans-1 coz

souhlasi i s publikovanymi daty®°112,

CD (MeOH, [Ag]») 0296, —0,264286, 0269, +0,695252, 024s.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 6.60 (1H, s, H10), 6.51 (1H, d, J = 10.1 Hz, H1), 6.05 (1H,
dd, J = 10.1, 5.3 Hz, H2), 5.91 (1H, d, J = 1.4 Hz, OCH.0), 5.90 (1H, d, J = 1.4 Hz,
OCH,0), 4.40 (1H, bs, H11), 4.36 (1H, d, J = 17.3 Hz, H6), 4.00 (3H, s, C7 - OCHs),
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3.93 (1H, d, J = 17.3 Hz, H6), 3.87-3.80 (2H, m, H3, H12), 3.50 (1H, dd, J = 13.6, 3.9
Hz, H4a), 3.35 (3H, s, C3 - OCHs) 2.56 (1H, dd, J = 13.6, 3.9 Hz, H12), 2.29 (1H, brd, J
=12.2 Hz, H4), 1.69 (1H, td, J = 13.7, 4.0 Hz, H4).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 148.6 (C9), 141.0 (C7), 134.5 (C8), 131.3 (C10a), 130.8
(C1), 126.5 (C2), 116.0 (C6a), 100.9 (OCH,0), 100.3 (C10), 85.1 (C11), 71.9 (C3), 63.1
(C4a), 61.8 (C12), 59.2 (C7 - OCHs), 58.7 (C6), 56.7 (C3 - OCHs), 48.2 (C10b), 28.0
(C4).
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3.3.5. 1,2B-epoxyambellin (Fr.109-112/8)
Mr = 347, m = 4,28 mg, C1sH21NOg, [a]p? = 236 (¢ 0,022; CHCl5)

OCHs

89 1,2B-epoxyambellin

Konstituce neznamé latky byla urcena na zdkladé 2D NMR spekter. Ve spektrech
podobnych ambellinu 56 vSak chybély signdly dvojné vazby, ale objevily
se charakteristické posuny atomtl vodiku a uhliku pro epoxid v polohéch ¢. 1 a 2.
Chemické posuny byly ve shodé s publikovanymi daty''® pro 1,2p-epoxyambellin 89.
Vyraznéji se chemické posuny liSily pouze v blizkosti atomu dusiku a to v disledku
pfitomnosti amoniové soli. Opticka otacivost [a]p?® = —236 (¢ 0,022; CHCIs) se vyrazné
lisila od publikované hodnoty [a]p?® = 14,6 (c 1,15; CH3OH)*3 pravdépodobné vlivem
pfitomné soli. Pro malé mnozstvi latky se bohuzel nepodatilo pfipravit istou latku
ani zmefit relevantni NOESY spektra. Chiralita je pfevzata z publikovanych dat

pro 1,2B-epoxyambellin 89113,

IH NMR (500 MHz, CDCls): 6.71 (1H, s, H10), 5.97-5.95 (2H, m, OCH:0), 5.03 (1H,
bs, H11), 4.55 (1H, d, J = 16.3 Hz, H6), 4.11 (1H, d, J = 16.3 Hz, H6), 4.04 (3H, s, C7 -
OCHs), 4.02-4.00 (2H, m, H3, H12), 3.69 (1H, d, J = 3.7 Hz, H1), 3.57-3.49 (1H, m,
H4a), 3.43 (3H, s, C3 - OCHs), 3.37-3.34 (1H, m, H2), 2.78-2.70 (1H, m, H12), 2.58-2.41
(1H, m, H4), 1.55 (1H, ddd, J = 13.8, 11.5, 2.4 Hz, H4).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 149.4 (C9), 141.0 (C7), 134.7 (C8), 129.8 (C10a), 113.0
(C6a), 101.4 (OCH-0), 100.0 (C10), 77.2 (C11), 73.5 (C3), 62.1 (C4a), 59.4 (C7 - OCHs),
58.4 (C12), 58.1 (C3 - OCHs), 57.7 (C6), 54.1 (C2), 51.8 (C1), 46.1 (C10b), 22.9 (C4).
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3.3.6. undulatin (Fr. 37 5/074)
Mr =331, m =5,7 mg, C1sH2:NOs, [OL]D25 =-111,11 (c 0,09; CHCl3)

OCH;
49 undulatin

Z naméefenych NMR spekter byla urcena konstituce, ktera se od predchozi latky
lisila o hydroxylovou skupinu v poloze ¢. 11. Podle NOESY spekter a interak¢nich
konstant byla vyfeSena i relativni konfigurace na jednotlivych chirdlnich centrech.
Ziskané chemické posuny byly ve shodé s publikovanymi daty*'?. Pouze optick4 otagivost
[a]o?? = —46,0 (¢ 0,5; CHCI3) se vice lisila od zméfené [a]p®® = —111,11 (c 0,09;
CHCI3), coz mohlo byt zkresleno velmi nizkou koncentraci méfeného roztoku. Byly proto
zméteny CD spektra a ur¢eno napojeni kruhti B/C trans-1. Vsechny ziskané vysledky

odpovidaji publikovanym udajim pro undulatin 49.

CD (MeOH, [Ag]5.) Os15, —0,341288, O262, +1,714249, 0220.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 6.62 (1H, s, H10), 5.89 (1H, d, J = 1.5 Hz, OCH,0), 5.88
(1H, d, J = 1.5 Hz, OCH,0), 4.27 (1H, d, J = 17.6 Hz, H6), 4.00-3.97 (1H, m, H3), 3.98
(3H, s, C7 - OCHs), 3.79 (1H, d, J = 17.6 Hz, H6), 3.75 (1H, d, J = 3.4 Hz, H1), 3.43 (3H,
s, C3 - OCH3), 3.33 (1H, dd, J = 3.4, 2.4 Hz, H2), 3.28 (1H, ddd, J = 12.8, 10.9, 4.7 Hz,
H12), 3.14 (1H, dd, J = 13.6, 3.3 Hz, H4a), 2.85 (1H, ddd, J = 12.8, 9.1, 5.8 Hz, H12),
2.43 (1H, ddd, J = 12.5, 10.9, 5.8 Hz, H11), 2.04 (1H, ddd, J = 12.5, 9.1, 4.7 Hz, H11),
1.91 (1H, brd, J = 13.8 Hz, H4), 1.42 (1H, ddd, J = 13.8, 13.6, 3.0 Hz, H4).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 148.4 (C9), 141.0 (C7), 138.2 (C10a), 133.5 (C8), 116.9
(C6a), 100.7 (OCH,0), 96.4 (C10), 74.6 (C3), 61.4 (C44), 59.1 (C7 - OCHs), 58.3 (C6),
57.7 (C3 - OCHs), 55.0 (C2), 53.5 (C1), 52.4 (C12), 41.7 (C10b), 38.7 (C11), 24.7 (C4).
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3.3.7. 1-O-deacetylbowdensin (NB-5)
Mr =361, m = 13,3 mg, C19H23NOe, [OL]D25 =-234 (c 0,033; CHCl3)

OCH;,
90 1-O-deacetylbowdensin

Pro neznamou latku 90 byla nejprve namétena 2D NMR spektra a nasledné byla
ur¢ena konstituce, ktera odpovidala publikované latce 2-O-acetylbulbisinu (synonymem
1-epideacetylbowdensinu) 91°°, kde se vsak vyrazngji lisily interakéni konstanty
v sekvenci H1-H2-H3. Zméfena opticka otacivost [a]o? = —234 (¢ 0,033; CHClIs) se také
z4sadné ligila od publikované pro latku 91°° [a]p?® = +11,1 (c 0,36; CH3OH), coz vedlo
k pfehodnoceni stereochemie substituentii v polohach ¢. 1, 2 se zavérem, ze se jedna

0 jiny stereoizomer, nez publikovana latka 91.

OCHg4
91 2-O-acetylbulbisin

Pro ptitomnost sekundarni hydroxylové skupiny byla snaha ptipravit Mosherovy
estery. Bylo vyzkouSeno mnozstvi podminek a riznych bazi (viz experimentalni ¢ast),
pfesto se nepodafilo pfipravit estery v ¢istém stavu, pievazné se jednalo o smési produktti
a jejich soli, tedy nebylo mozné odecist pfesné chemické posuny.

Pro $tépeni signalt vodiku & 5.13 (g, J = 2.8 Hz, H2) ppm bylo uréeno, Ze tento
vodik musi lezet v ekvatorialni poloze (absence velké interakéni konstanty na H3 axialni
vodik). Intenzivni NOESY korelace vodiku 6 4.51 (H1) ppm na vodiky methylenu H11

pak poukazaly na postaveni stejnym smérem jako ethylenovy mistek, tedy ekvatorialni
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polohu. Tomu také odpovidala interakéni konstanta 3Jgimz) = 2.8 Hz. Tyto dvé
skute¢nosti byly ve shodé s ostatnimi NOESY korelacemi.

Absolutni konfigurace ziistala prozatim nedofeSena, muze se jednat o jeden
ze dvou moznych enantiomert, kde jeden z nich odpovida strukture 90. Mozné feSeni
spociva naptiklad ve zméteni CD spekter a v ur€eni postaveni kruhi trans-1 pfipadné

trans-2, nebo rentgenkrystalové struktury.

IH NMR (500 MHz, CDCl3): 6.45 (1H, s, H10), 5.87 (2H, s, OCH,0), 5.13 (1H, g, J =
2.8 Hz, H2), 451 (1H, d, J = 2.8 Hz, H1), 4.17 (1H, d, J = 17.2 Hz, H6), 3.97 (3H, s, C7
- OCHs3), 3.81 (1H, d, J = 17.2 Hz, H6), 3.46-3.39 (1H, m, H12), 3.27 (1H, dd, J = 12.2,
5.1 Hz, H4a), 2.77 (1H, ddd, J = 12.8, 8.8, 6.4 Hz, H12), 2.65 (1H, ddd, J = 11.8, 10.7,
6.4 Hz, H11), 2.08 (3H, s, CO - CHs), 2.07-1.99 (1H, m, H3), 1.84-1.75 (3H, m, H3, H4,
H11), 1.64-1.54 (1H, m, H4).

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 169.9 (CO), 149.0 (C9), 141.0 (C7), 137.6 (C10a), 133.6
(C8), 117.1 (C6a), 100.8 (OCH.0), 97.1 (C10), 71.9 (C2), 66.7 (C1), 63.4 (C4a), 59.2
(C7 - OCHs), 57.3 (C6), 51.1 (C12), 48.6 (C10h), 36.5 (C11), 23.3 (C3), 21.6 (C4), 21.4
(CO - CHa).
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3.3.8. 1-O-deacetylbowdensin-HCI (Fr.85-92/2)
Mr =361, m = 2,04 mg, C19H23NOs, [OL]D25 =-212 (c 0,028; CHCl3)

OCH3
90a 1-O-deacetylbowdensin. HCI

Spektra této latky byla napadné podobna predchozimu uréenému
1-O-deacetylbowdensinu 90. Rozdily v chemickych posunech v okoli atomu dusiku
signalizovaly pfitomnost soli 90a. Zmétené hodnoty interak¢énich konstant v sekvenci
H1-H2-H3 a NOESY korelace také odpovidaly tomuto stereoizomeru. Optické otacivost
[a]o?® = 212 (c 0,028; CHClI3) se mirné liila od pfedchozi zméfené pro latku 90 [a]p?®
=-234 (c 0,033; CHCIg), coz bylo pficteno piitomné soli.

IH NMR (500 MHz, CDCl3): 6.48 (1H, s, H10), 5.94 (2H, s, OCH,0), 5.15 (1H, g, J =
2.6 Hz, H2), 4.51 (1H, d, J = 16.2 Hz, H6), 4.48 (1H, d, J = 2.7 Hz, H1), 4.17 (1H,d, J =
16.2 Hz, H6), 4.03 (3H, s, C7 - OCHs), 4.02-4.00 (1H, m, H12), 3.77-3.71 (1H, m, H4a),
3.12-3.03 (1H, m, H12), 3.00-2.92 (1H, m, H11), 2.58-2.48 (1H, m, H4), 2.10 (3H, s, CO
- CHs3), 2.06-1.95 (2H, m, H3, H11), 1.95-1.86 (1H, m, H3), 1.84-1.72 (1H, m, H4).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 169.5 (CO), 150.6 (C9), 140.9 (C7), 134.7 (C10a), 134.2
(C8), 110.7 (C6a), 101.5 (OCH,0), 97.1 (C10), 70.8 (C2), 66.0 (C1), 64.8 (C4a), 59.4
(C7 - OCHs), 55.7 (C6), 50.9 (C12), 49.5 (C10b), 34.1 (C11), 22.1 (C3), 21.3 (CO - CHa),
19.5 (C4).
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3.3.9. buphanamin (NB-6 5/094)
Mr =301, m = 21,6 mg, C17H19NO4, [a]o?® = -326 (c 0,049; CHCls)

OCHj;
92 buphanamin

Namétena NMR data vedla k ur¢eni konstituce. Interakéni konstanty v sekvenci
vodiktt H1-H2-H3-H4 a NOESY korelace vodiku & 4.72 (H1) ppm na atomy vodikt
6 2.00-1.91 a 1.87-1.81 (H11) ppm vedly k urceni polohy hydroxylové skupiny vuci
ethylenovému mistku. RozliSeni mezi dvéma enantiomery bylo provedeno na zaklad¢
porovnani zméfené [a]p® = —326 (¢ 0,049; CHCIs) a publikované optické otacivosti
pro buphanamin [o]p?* = —195 (c 0,97)'** a enantiomer phaedranamin [a]p®® = +172
(c 0,82; MeOH)™®, u kterého publikovana CD spektra jednoznaéné identifikovala trans-2

uskupeni. Struktura byla urcena jako buphanamin 92.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 6.58 (1H, s, H10), 6.01-5.96 (1H, m, H2), 5.88 (1H, d, J =
1.5 Hz, OCH;0), 5.87 (1H, d, J = 1.5 Hz, OCH,0), 5.84 (1H, ddd, J = 10.5, 4.4, 2.9 Hz,
H3), 4.72 (1H, d, J = 5.4, H1), 4.16 (1H, d, J = 17.2 Hz, H6), 3.97 (3H, s, C7 - OCHs),
3.81 (1H, d, J = 17.2 Hz, H6), 3.44 (1H, t, J = 8.2 Hz, H4a), 3.39 (1H, ddd, J = 12.6, 10.2,
2.6 Hz, H12), 2.75 (1H, ddd, J = 12.6, 8.3, 7.6 Hz, H12), 2.58 (1H, dddd, J = 19.7, 8.0,
4.5, 1.7 Hz, H4), 2.00-1.91 (2H, m, H4, H11), 1.87-1.81 (1H, m, H11).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 148.6 (C9), 140.7 (C7), 137.0 (C10a), 133.6 (C8), 128.6
(C3), 125.6 (C2), 117.6 (C6a), 100.7 (OCH,0), 98.2 (C10), 64.4 (C1), 59.3 (C4a), 59.1
(C7 - OCHs3), 56.9 (C6), 51.5 (C12), 48.3 (C10b), 38.6 (C11), 28.2 (C4).
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3.3.10. 1-acetyllykorin (NB-9)
Mr =329, m = 8,0 mg, C1sH19NOs, [0]p?® = —82 (¢ 0,574; CHCls)

HsC_ _O

2
O,

63 1-acetyllykorin
Z naméfenych NMR spekter byla uréena konstituce 1-acetyllykorinu 63,
kde poloha acetylu jednozna¢né vyplyva z korelace ptes tfi vazby atomu vodiku 6 5.59

(H1) ppm na atom uhliku & 170.8 (CO) ppm. Ziskané¢ chemické posuny a interak¢ni

116,117 25 —

konstanty byly ve shod¢ s publikovanymi daty , vcetné optické otacdivosti [a]p

—64,8 (c 0.9, CHC|3)116, [(X]DZO =-118,9 (c 0,09; MEOH)117_

IH NMR (500 MHz, CDCls): 6.64 (1H, s, H10), 6.56 (1H, s, H7), 5.91 (2H, s, OCH,0),
5.59 (1H, s, H1), 5.55-5.52 (1H, m, H3), 4.18-4.16 (1H, m, H2), 4.14 (1H, d, J = 14.0 Hz,
H6), 3.52 (1H, d, J = 14.0 Hz, H6), 3.35 (1H, ddd, J = 9.3, 4.9, 4.5 Hz, H12), 2.86 (1H,
d, J =10.4 Hz, H10b), 2.77 (1H, d, J = 10.4 Hz, H4a), 2.65-2.60 (2H, m, H11), 2.40 (1H,
ddd, J = 9.3, 8.3, 7.9 Hz, H12), 1.93 (3H, s, CO - CHa).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 170.8 (CO), 146.5 (C9), 146.2 (C8), 143.8 (C4), 129.2
(C6a), 127.0 (C10a), 117.3 (C3), 107.3 (C7), 104.8 (C10), 100.9 (OCH:0), 72.6 (C1),
69.5 (C2), 61.5 (C44), 56.7 (C6), 53.7 (C12), 39.2 (C10b), 28.6 (C11), 21.0 (CO - CHs).
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3.3.11. acetylkaranin (NB-8)
Mr =313, m = 8,0 mg, C1sH19NO4, [0]p?® = -82 (c 0,574; CHCls)

(0]

H3C\(

93 acetylkaranin

Zmétend spektra vedla k wurCeni struktury acetylkaraninu 93, u kterého
v literatuie!®1® byla stereochemie fesena pouze analogii se strukturné podobnymi
alkaloidy. Literarni zdroje uvadéji jak polosynteticky produkt, tak i ptirodni izolovanou
latku.

Interakéni konstanta 3J4aHion) = 11.3 Hz odpovida trans diaxialnimu uspotadani
atomu vodiku 6 3.39 (H4a), 2.89 (H10b) ppm. Konfigurace na atomu uhliku 6 67.3 (C1)
ppm byla odvozena opét z interakéni konstanty 2Jg1,n10n) < 1 Hz, tentokrat mezi atomy
vodiku ¢ 5.95-5.94 (H1), 2.89 (H10b) ppm, jez odpovida axialni poloze hydroxylové
skupiny a ekvatorialni poloze atomu vodiku. Struktura acetylkaraninu 93
se od piedchoziho 1-acetyllykorinu 63 1isi o hydroxylovou skupinu v poloze ¢. 2.

Zmétena opticka otacivost [a]p?® = —82 (¢ 0,574; CHCIls) byla v dobré shodé
s publikovanou hodnotou [o]p? = —80,5 (CHClI3)*,

IH NMR (500 MHz, CDsOD): 6.75 (1H, s, H10), 6.73 (1H, s, H7), 5.95-5.94 (1H, m,
H1), 5.94 (1H, d, J = 1.2 Hz, OCH,0), 5.93 (1H, d, J = 1.2 Hz, OCH:0), 5.59 (1H, d, J
= 2.3 Hz, H3), 4.20 (1H, d, J = 14.0 Hz, H6), 3.99 (1H, d, J = 14.0 Hz, H6), 3.43 (1H,
ddd, J = 10.2, 7.3, 4.9 Hz, H12), 3.39 (1H, d, J = 11.3 Hz, H4a), 3.06-3.00 (1H, m, H12),
2.89 (1H, d, J = 11.3 Hz, H10b), 2.78-2.71 (2H, m, 2xH11), 2.70 (1H, bd, J = 19.9 Hz,
H2), 2.41 (1H, bd, J = 19.9 Hz, H2), 1.92 (3H, s, CO - CHs).

13C NMR (125 MHz, CDsOD): 172.1 (CO), 149.0 (C9), 148.3 (C8), 136.9 (C4), 129.0
(C10a), 127.9 (C6a), 118.3 (C3), 108.5 (C7), 105.9 (C10), 102.7 (OCH:0), 67.3 (C1),
62.7 (C4a), 56.0 (C6), 54.9 (C12), 42.7 (C10b), 33.9 (C2), 29.6 (C11), 20.9 (CO - CHs).
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,, Papir snese vSechno.
Marcus Tullius Cicero

4. ZAVER

Z rostliny Berberis vulgaris L. bylo strukturné analyzovano 14 alkaloidu.
Ve vétsiné pripadi se jedna o minoritni latky, pravdépodobné atypické metabolity,

se zajimavou biologickou aktivitou'?

. Mezi ziskanymi latkami byly dvé z B. vulgaris
jiz izolované (8-oxoberberin 6 a berbamin 11), pét latek popsanych, ale dosud z této
rostliny neizolovanych (berbidin 67, (+)-chenabinol 71, aromolin 79, obamegin 80
a racemicka smés oznacend BV2, C33 69) a jeden izola¢ni artefakt 82 berberinu. Dale
Sest zcelanovych latek (berbanin 68, (+)-berbostrejdin 70, (-)-muraricin 72, (-)-
berkristin 76, (-)-verfillin 78 a (+)-bersavin 81). Pti ur€ovani konstituce téchto latek byla
pouzita metoda izotopického indukovaného posunu u péti z nich. Metoda byla
vyzkouSena a optimalizovana pro tento typ latek. Izolované latky byly uréeny vcetné
absolutni konfigurace, ¢asto za pomoci jiz publikovanych struktur, s vyjimkou latek 69

kde se jednalo o racemickou smés a nové latky 70 pro casty prekryv signalii a Zadnou

dosud publikovanou podobnou piedlohovou strukturu.

Rostlina Fumaria officinalis L. poskytla velké mnozstvi alkaloidii, z nichz vétSina,
pro mnozstvi jiz publikovanych praci, byla dfive popsana. Strukturni analyzou dvaceti
latek bylo urCeno patnact jiz dfive z Fumaria off. izolovanych alkaloidi. Pfesto
unékterych z nich chybéla kvalitni data, zejména o stereochemii. Tii alkaloidy
N-methylkorydaldin 83, (+)-bikukulin 85 a (%)-O-methylfumarofin 86 byly z této
rostliny izolovany poprvé. Nejzajimavéjsi jsou vSak dveé nové latky (—)-fumarostrejdin 87
a (+)-fumaranin 84. U vsech struktur obsahujicich chiralni centrum byla pomoci NOESY
fesena relativni stereochemie. Mosherovy estery byly pfipraveny u latky (—)-fumaricin
16, kde doslo také k urceni absolutni konfigurace. U vhodnych latek pro tuto metodu
(+)-dihydrofumarilinu 17, (-)-fumaritinu 15 a (+)-fumaranin 84 nebylo mozné, pro malé
mnozstvi latek, estery pfipravit. Pomoci posunového ¢inidla Eu(HFC)s byla potvrzena

dvojice enantiomeru latky (£)-O-methylfumarofinu 86.
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Izolaci alkaloidti =z rostliny Nerine bowdenii W. Watson bylo ziskano
pro strukturni analyzu jedenact alkaloidd, z nich byly ctyfi (epibuphanisin 88,
1,23-epoxyambellin 89, buphanamin 92 a acetylkaranin 93) z této rostliny izolovany
poprvé. Dale byl izolovan dosud nepopsany alkaloid 1-O-deacetylbowdensin 90,
Cl epimer znamého 2-O-acetylbulbisinu 91. Urceni absolutni konfigurace pomoci
Mosherovych esterd se podafilo u ambellinu 56, pfes mnohé snahy, pravdépodobné
ze sterickych davodd, se nepovedly pfipravit estery u 1-O-deacetylbowdensinu 90
a buphanaminu 92. U latek s nevyjasnénou strukturou byly zméfeny CD spektra
pro urceni absolutni konfigurace uhlikti napojeni kruhti a dale byla uréena konfigurace

ostatnich chiralnich center pomoci NOESY spekter ptipadné uzitim Karplusovy rovnice.
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,, Pokud A znamena uspéch, potom plati rovnice, Ze A =X + Y + Z,
kde X znamend praci, Y hru a Z drzet jazyk za zuby.
Albert Einstein

5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Pristrojové vybaveni

NMR spektra byla méfena v roztocich chloroformu-di, methanolu-ds a DMSO-de
pfi teploté 25°C na spektrometru VNMR S500, od firmy Varian, pracujicim pii 499,87
MHz pro jadra *H a 125,70 MHz pro jadra °C. K ozafovani a detekci signalu byla pouzita
sonda OneNMR, Sirokopasmova dvoukanalova gradientni sonda s regulaci teploty.
Chemické posuny byly zméteny jako hodnoty & pars per milion (ppm) a byly neptimo
vztazeny k tetramethylsilanu (TMS) jako standardu pomoci zbytkového signalu
rozpoustédla. Hodnoty chemického posunu byly pouzity pro CDCls u atom@ *H & = 7.26
ppm a u atomd *C & = 77.0 ppm, pro CDsOD u atomt 'H § = 3.30 ppm a u atomi
13C & = 49.0 ppm, a pro DMSO-ds u atomii *H & = 2.49 ppm a u atomti 1*C § = 39.7 ppm.
Me¢fenimi ziskand data jsou prezentovana v ndsledujicim potadi: chemicky posun (),
integrovand intenzita *H NMR spekter, multiplicita (s: singlet, d: dublet, t: triplet, q:
kvartet, dd: dublet dubletd, m: multiplet, b: Siroky signal), interakéni konstanta (Hz)
a prifazeni.

Parametry jednotlivych experimentd byly nastavovany zejména podle mnoZstvi
vzorku, ¢istoty, molekulové hmotnosti a potiebnych informaci takto: *H NMR spektra:
Sitka spektra 4 - 6 kHz, velikost 16 k datovych bodt, 16 prichodt, doba akvizice 2 s,
doba pied skeny (d1) 1 s, /4 puls 4,55 ps. *C NMR spektra: sitka spektra 30 kHz,
velikost 64 k datovych bodi, doba akvizice 1 s, doba pted skeny (d1) 3 s, /4 puls 5,65
us, 'H dekaplink sekvenci waltz-16. gCOSY spektra: sekvence gCOSY s dobou akvizice
150 ms, doba pted skeny (d1) 1 s, 8 nebo 16 skenii v inkrementu, 256 nebo 512
inkrementti. gHSQC spektra: sekvence gHSQC s dobou akvizice 250 - 350 ms, doba
pred skeny (d1) 1 s, sméSovaci ¢as optimalizovan na *Jcy = 146 Hz, 16 nebo 32 skenti
Vv inkrementu, 256 nebo 512 inkrementti. gHMBC spektra: sekvence gHMBC s dobou
akvizice 250 - 300 ms, doba pted skeny (d1) 1 s, sm&Sovaci ¢as optimalizovan na 3Jcn =
8 nebo 5 Hz, 32 nebo 64 skent v inkrementu, 256 nebo 512 inkrementi. NOESY
spektra: sekvence NOESY s dobou akvizice 150 ms, doba pied skeny (d1) 1 s, NOE

smeéSovaci ¢as 400 - 600 ms, 32 nebo 64 skent v inkrementu, 256 nebo 512 inkrementu.

99



Hmotnostni spektra latek byla méfena na hmotnostnim spektrometru ESI-MS
Thermo Finnigan LCQDuo (GenTech Scientific, Inc., New York, USA)
a na spektrometru s vysokym rozliSenim ESI-HRMS, Waters Synapt G2Si s hybridnim
analyzatorem quadrupole-time-of-flight (Q-TOF) pfipojeny na Waters Acquity I-Class
UHPLC System. U vybranych latek byl také pouzit spektrometr EI-MS Agilent 7890A
GC 5975 inert MSD pracujici v EI modu pii 70 eV (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) a EI-HRMS Waters GCT Premier, Agilent 7890A GC System.

Opticka otacivost byla méfena na automatickém rychlobézném polarimetru P3000
od firmy A. Kriiss Optronic, pracujicim pfi vinové délce sodikové svétla D = 589 nm
S monitorovanim teploty méfeného vzorku.

CD spektra byla zméfena pii pokojové teploté na ptistroji Jasco J-810.
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,, Nezapominej, Ze tva véta je cin.
Antoine de Saint-Exupéry

5.2. Obecné experimentalni postupy

5.2.1. Izotopicky indukovany efekt
Pro Setrné zachazeni se vzorky a minimum manipulace (pfenaseni, odpafovani,

susent,...) byla tato metoda*®-#’

upravena pro jednoduché méteni piimo v NMR kyvetach.
Latky byly rozpustény v 600 ul CDCls a deuteriovy posun byl pozorovan jako rozdil dvou
méfeni 13C NMR spekter. Pro prvni méfeni bylo ptidano malé mnozstvi H20 a pro druhé
meéfeni dal§i podil D20. Metoda byla optimalizovana, viz Tabulka 3, kde u prvniho
piipadu se celkova ptidand voda postupné oddélila a vytvotila druhou fazi, u druhého
postupu byl problém obdobny, navic vétsi rozdil mezi piidavky (2 a 6 ul) znamenal
drobné vykyvy v chemickych posunech nezavisle na pfitomnosti vyménitelnych protonti.

Tteti zpisob pak pfinesl stabilni vysledky a slusnou stdlost vzorkli. Pfes problémy

u prvnich dvou metod se také podaftilo jednozna¢né urcit polohu volné fenolické skupiny.

Tabulka 3: optimalizace mnozstvi H20 a D20 u deuteriem indukovaného efektu

latka H20 D20 celkem
(+)-berbostrejdin 70 5ul 5ul 10 ul
(+)-chenabinol 71 2 ul 6 ul 8ul
ostatni latky 3ul 3ul 6 ul

5.2.2. Chiralni posunové ¢inidlo
Metoda®® "2 byla zavedena na latce (+)-O-methylfumarofin 86 a nasledné
U ostatnich latek provedena analogicky. K 3,2 mg O-methylfumarofinu (Mr=383)
v 600 pl CDClIs byl pfidan jeden ekvivalent tj. 10 mg Eu(HFC)s (Mr=1194). Zméteno 'H
NMR spektrum na 64 prichodii a *C NMR spektrum na 16 000 priichodd s vyse

uvedenymi parametry.

5.2.3. Derivatizacni reakce
Pro piipravu esteri Mosherovych kyselin je dokumentovano mnoho postupt,
vétSinou zaloZenych na pouziti pfisluSnych chloridii kyselin, bazi a dichlormethanu
jako rozpoustedlabl:62636465 Negkteré postupy jsou navrzeny i na p¥ipravu v pyridinu-ds
piipadné v NMR kyvetach®6:67:68,
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R1+R2 " H3030 © CH,ClI R1+R2
H cl 272 H

Obr. 35 Reakéni schema p¥ipravy Mosherovych esteri

Zvoleny obecny postup spocival v reakci (viz Obr. 35) vychozi latky (Tabulka 4)
rozpu$téné v 0,5 ml DCM za pritomnosti 1 pl pyridinu a pfidanim nadbytku chloridu
Mosherovy kyseliny. Reakce byly provadény za pfisn¢ bezvodych podminek (pies noc
vyzihané banky, Cerstvé predestilovany suchy dichlormethan, pod atmosférou argonu, ...)
a monitorovany pomoci TLC. Reakéni doba byla stanovena podle prubéhu reakce,

viz Tabulka 4.

Tabulka 4: navaZky reaktanti p¥ipravenych Mosher esteri

Vychozi latka MTPA-CI reak¢ni doba
16 2 mg (R)7 ul 50 h
16 2 mg (S) 7 ul 10 h
56 3 mg (S) 17 pl 50 h
56 3 mg (R) 17 nl 10 h
86 3 mg (R) 10 pl 10 h
86 9 mg (S) 25 ul 10 h

MTPA-CI chlorid Mosherovy kyseliny

Pro derivatizaci latek, u kterych se nepodafilo estery ptipravit (90 a 92), byly
zkouseny ruzné podminky reakce. Jako baze byly voleny pyridin, triethylamin,
diethylamin a 4-dimethylaminopyridin (1 - 3 ekvivalenty). Bezvodé rozpoustédlo bylo
voleno bud’ dichlormethan 0,5 ml nebo pyridin-ds 0,5 ml a nadbytek Mosherova chloridu
5 - 10 ekvivalenti. Netspé&Snost téchto reakci je pfipisovana stericky obtizné piistupné
hydroxylové skuping.

Vychozi latky byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich a pouzity bez &isténi.
DCM byl destilovan z CaH» v ¢as potieby. Prubéh reakce a ¢istota vyslednych produktii
byly kontrolovany pomoci tenkovrstvé chromatografie na aluminiovych TLC deskach
Silika gel 60 F254 (Merck) s detekci pod UV lampou nebo s pomoci detekéniho ¢inidla
Ce(S04)2:4H20 (2g), H3[P(M030O10)4] (4g), konc. H2SOs (10 ml), H2O (200 ml)

a nasledného zahrati.
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., Mit ve v§em pravdu je spolehlivy znak hlouposti.
Michel de Montaigne

5.3. lzolace jednotlivych alkaloidi

Chemikalie a rozpoustédla pouzité pro izolaci: amoniak vodny roztok 25 — 29%
p. a. (Penta, Ing. Svec, CZ), diethylamin p. a. (Penta, Ing. Svec, Praha, CZ), hydroxid
sodny €. (Penta, Ing. Svec, Praha, CZ), kyselina chlorovodikova 35% p. a. (Penta, Ing.
Svec, Praha, CZ), kyselina sirovd 96% p. a. (Penta, Ing. Svec, Praha, CZ), siran sodny
bezvody p. a. (Penta, Ing. Svec, Praha, CZ), triethylamin p. a. (Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Germany), uhli¢itan sodny bezvody ¢. (Penta, Ing. Svec, Praha, CZ),
aceton p. a. (Penta, Ing. Svec, Praha, CZ), acetonitril HPLC gradient (Lach-Ner,
Neratovice, CZ), benzin lékatsky RN vyhovujici CL 2009 a CSN 65 6544 (Penta, Ing.
Svec, Praha, CZ), cyklohexan ¢. (Penta, Ing. Svec, Praha, CZ2), diethylether p. a. (Penta,
Ing. Svec, Praha, CZ), ethanol 95% (Lihovar Chrudim, Chrudim, CZ), ethylester kyseliny
octové (ethyl-acetat) isty (Penta, Ing. Svec, Praha, CZ), chloroform ¢&. (Penta, Ing. Svec,
Praha, CZ), methanol p. a. (Penta, Ing. Svec, Praha, CZ), methanol HPLC gradient (J. T.
Baker, Deventer, Netherlands), toluen p. a. (Penta, Ing. Svec, Praha, CZ), voda supercista
(Millipore, Milford, Massachusetts, USA).

Adsorbenty pro chromatografii: oxid hlinity, pro chromatografii, neutralni,
Brockmann 1, 50-200 um; Across—366680010 (Lach-Ner, Neratovice, CZ) (Al.Oz),
analytické TLC desky Silica gel 60 GF 254 for TLC (Merck Millipore, Praha, CZ),
silikagel pro piipravu litych vrstev pro TLC: Silica gel 60 GF 254, 1.07730.5000 (Merck
Millipore, Praha, CZ).

Knihovna spekter NIST Virtual Library (NIST, Gaithersburg, Maryland, USA).

5.3.1. Izolace alkaloidi z rostliny Berberis vulgaris L.

Na prasek nadrcend ususena kura kofent rostliny B. vulgaris (10 kg) byla
extrahovéna perkolaci za pokojové teploty roztokem 95% ethanolu (1:9). Po odpateni
rozpoustédla byl ziskan viskozni hnédy odparek (2 kg), ktery byl nasledné zpracovan 2%
HCI (6 I, pH ~ 2) a zfiltrovan. Filtrat byl nasledné natedén na dvojnasobny objem
a zneutralizovan 10% Na>COs (pH ~ 9) a vytiepan do chloroformu (4 x 4,5 1). Odpafenim
organické vrstvy byl ziskan odparek (128 g), ktery byl pro nasledné ¢isténi rozpustén
Vv chloroformu (2,5 1) a chromatografovan na koloné s Al,O3 (2 kg); tak byly ziskany ¢tyfi
frakce Al-A4. Frakce Al (49 g) byla nasledné separovana sloupcovou chromatografii

zapouziti gradientni eluce smési lékarského benzinu s chloroformem a nasledné
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ethanolem. Frakce byly jimany po 500 ml a monitorovany na TLC deskach a na GC/MS.
Bylo ziskano jedenact hlavnich frakci (A-J)

Z frakce C (1,591 g) byla opakovanymi krystalizacemi ze smési ethanol-
chloroform ziskana latka BV1 (415 mg). Z mate¢ného louhu této frakce (1,080 g) byla
pomoci preparativni TLC (toluen:chloroform:diethylamin 45:45:10) ziskana latka BV2
(9,7 mg).

Frakce E (0,208 g) byla chromatografovana preparativni TLC (toluen:diethylamin
90:10), ¢imz byly ziskany dvé zony. Z prvni zony byla opakovanou preparativni TLC
(toluen:diethylamin 95:5) ziskana latka BV3 (4 mg) a z druh¢ zony byla preparativni TLC
(toluen:aceton:ethanol:vodny amoniak 40:40:6:2) ziskana latka BV4 (12 mg).

Frakce H (25,7 g) byla podrobena dalsi sloupcové chromatografii (Al203),
stupniovitou eluci fadou smési benzinu s chloroformem a dale chloroformu s ethanolem.
Frakce byly jimany po 250 ml a monitorovany pomoci TLC a MS (ESI). Ziskany byly tfi
podfrakce (H1-3). Podfrakce H1 (1,028 g) byla podrobena opakované preparativni TLC
(toluen:chloroform:diethylamin 45:45:10), ¢imz byly ziskany 2 zoény, opakovana
preparativni TLC prvni zony vedla k izolaci BVS a druhé zony k BV6. Ob¢ latky byly
ptevedeny na chloridy bazi (BV5 470 mg; BV6 24 mg). Z podfrakce H2 (12,6 g) bylo
zpracovano pouze mnozstvi 1 g a to preparativni TLC (cyklohexan:ethylacetat:
diethylamin 50:40:10), odkud byla izolovana latka BV7 z hlavni zony. Tato latka byla
opakované rekrystalizovana ze smési ethanol-chloroform (230 mg). Podfrakce H3 (6,8 g)
obsahovala pfevdzné jiz izolovany alkaloid BV7. Minoritni alkaloid BVS8, ktery byl
separovan chromatografii 3 g podfrakce H3 pouzitim preparativni TLC
(cyklohexan:ethylacetat:diethylamin 50:40:10). Alkaloid BVS8 byl dale opakované
krystalizovan ze smé&si ethanol-chloroform (139 mg).

Frakce CH (11,3 g) byla pro ziskani minoritné€ zastoupenych alkaloidi podrobena
dal$i sloupcové chromatografii (Al203) stupniovitou eluci fadou smési benzinu
s chloroformem a dale chloroformu sethanolem. Frakce byly jimany po 100 ml
a monitorovany pomoci TLC a MS (ESI). Ziskany byly tii podfrakce (CH1-3). Podfrakce
CH3 (1,3 g) byla podrobena preparativni TLC (cyklohexan:aceton:vodny amoniak
30:60:2) a ze tteti zOny byla ziskana latka BV9 (27 mg) a ze ¢tvrté zony BV10 (53 mg).

Z frakce 1 (1,0 g) byla pomoci preparativni TLC (cyklohexan:ethylacetat:
diethylamin 50:40:10) ze tieti zony separovana latka BV11, ktera byla opakované

krystalizovana z ethanolu (25 mg).
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Frakce J (8,5 g) byla zahtata a bylo ptidano 50 ml 2% HCI (pH ~ 1,5), suspenze
filtrovana. Roztok byl doplnén vodou na objem 300 ml, alkalizovan 10% Na>COgz (pH ~
9,5) a suspenze vytiepana celkem 12 x 100 ml diethyletherem. Diethyletherovy vytiepek
byl vysusen bezvodym Na>SO4 a odpafen. Minoritni alkaloidy (pfecisténa frakce J (4,5
g)) byly separovany preparativni TLC (cyklohexan:aceton:vodny amoniak 30:60:2
a toluen:chloroform:diethylamin 45:45:10), pti¢emz byla separovana ¢tvrta zona, ze které
byl izolovan alkaloid BV12 (8 mg). Z paté zony byl izolovan alkaloid BV13 (13 mg).

Trichloroberberin (BV14) byl izolovan z frakce A-2 (7,78 g). 1 g této frakce byl
délen preparativni TLC na litych deskdch pomoci vyvijeci smési toluen:chloroform:
kyselina octova 45:45:10, 1x. Prvni zona (0,402 g) byla nasledné délena preparativni TLC
na litych deskach soustavou cyklohexan:diethylamin 95:5, 2x. Alkaloidni koncentrat byl
opakované krystalizovan ze smési chloroform-ethanol a byly ziskany zluté drobné

krystaly BV14 (15 mg).

5.3.2. I1zolace alkaloidu z rostliny Fumaria officinalis L.

Rostlinny material pro extrakci byl ziskan od firmy Megafyt z Vrané nad VlItavou,
verifikaci provedl prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.

25,15 kg suché nati F. officinalis bylo perkolovano ethanolem v poméru 1:8,15.
Ethanolovy extrakt byl zahustén na cca 7 1 objemu, po zahtati na 70 °C byly k extraktu
pfidany 3 1 vody a 2 1 2% HCI (pH ~ 1,5). Po pfidani 5 1 vody a zchladnuti na cca 30 °C
byl extrakt zfiltrovan ptes vlizelin. Zbytek po filtraci byl promyt 310,1% HCI a poté 2 1
vody. Objem filtratu byl doplnén vodou na 20 1. Nasledn¢ byl filtrat upraven alkalizaci
10% NaCOs (cca 3 I, pH ~ 9). Ziskanad suspenze byla postupné vytiepana
do diethyletheru 5 x 5 |. Diethyletherové vytfepky byly zbaveny vody a odpafeny,
celkove bylo ziskano 99 g viskozniho, tmaveé hnédého odparku. Vytiepek byl precistén
rozpusténim v 800 ml 2% HCI, doplnén vodou na 2 1, zfiltrovan pies kiemelinu a filtrat
alkalizovan 10% Na2COs na pH ~ 9-10 a vytfepan postupné 6 x 400 ml do chloroformu.
Celkové bylo ziskano 87,5 g alkaloidniho sumarniho extraktu, ktery byl separovan
na neutralnim AloOz (m = 2625 g, fa ACROSS, zrnitost 40-200 um, desaktivovany
ptidavkem 6 % vody — stupen deaktivace Brockmann 11, kolona 34 X 9,5 cm, pritok 1500
ml/hod.) sloupcovou chromatografii stupnovitou eluci benzin:chloroform (9:1, 17:3, 4:1,
7:3 3:2, 1:1, 2:3, 1:4), pokracovala chloroform a chloroform:ethanol (3:1, 1:1). Eluaty
byly jimany po 500 ml, celkem bylo ziskano 201 frakci, které byly kontrolnimi TLC
spojeny do 9 spojenych frakci A1-A9.
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Frakce Al (12,2 g; spojené frakce ¢&. 50-67) byla podrobena sloupcové
chromatografii na Al,O3 (m = 1130 g, 40-200 um, deaktivace piidavkem 6 % vody —
stupen deaktivace Brockmann III, kolona: 26 X 7,4 cm, pritok 1000 ml/hod.) stupiiovitou
gradientovou eluci (benzin:chloroform:diethylamin 18:2:1, 17:3:1, 16:4:1, 14:6:1, 12:8:1
a 8:12:1), frakce byly jimany po 100 ml, celkové bylo ziskano 6 spojenych frakci. A2/1
az A2/6. Krystalizaci frakce A1/1 (258 mg, spojena frakce ¢. 7-12) ze smési ethanol-
chloroform byla izolovana latka FO1 (66 mg, nazloutlé praskovité krystaly). Krystalizaci
podfrakce A2/2 (905 mg; spojena frakce ¢. 13-32) z ethanol-chloroform byla ziskana
latka FO2 (424 mg, nazloutlé krystaly). Frakce A2/3 (147 mg; spojena frakce ¢. 33-35)
nebyla zpracovavana, obsahovala latky FO1 a FO2. Z podfrakce A2/4 (4,0 g, spojené
frakce ¢. 36-49) byla ziskana opakovanou krystalizaci z ethanol-chloroform latka FO3
(148 mg, bilé krystaly). A2/5 (2,8 g, spojené frakce ¢. 50-56) obsahovala latky FO4
a FO5, podfrakce A2/6 (1,16 g) obsahovala jen latku FOS5(-)-fumaricin.

Frakce A3 (6,3 g; spojena frakce ¢. 68-76) byla rozdélena prep. TLC na 122 litych
deskach 12x15 cm (SiO2 60 GF254 Merck, délka drahy 10 cm, cyklohexan:diethylamin
9:1, pocet vyvijeni 2x) do tii podfrakci A3/1 (Rf 0,62; 83 mg), A3/2 (Rf 0,5; 0,653 g)
a A3/3 (Rf0,4; 2,98 g). Z podfrakce A3/1 byla ziskana krystalizaci ze smési chloroform-
ethanol latka FO6 (12 mg, nasedla praskovita latka), podfrakce A3/2 byla precisténa
sloupcovou chromatografii (SiO2 0,04-0,08 mm) eluci chloroform:toluen (9:1) a bylo
ziskano 145 mg latky FO4 (zluta amorfni latka). Krystalizaci A3/3 ze smési ethanol-
chloroform byla izolovana latka FO7 (2,0 g; bila krystalicka latka).

Frakce A4 (9,6 g, spojena frakce ¢ 77-87) byla podrobena opakované krystalizaci
ze smési ethanol-chloroform. Nasledné byla ziskana latka FO7 (5, 7 g). Zbyvajici Cast
frakce (4 g) byla rozdélena prep. TLC na 90 litych deskach (SiO2 GF254 Merck, 15x15
cm, draha 13 cm, pocet vyvijeni 4x, cyklohexan:toluen:diethylamin 65:30:5) do 4
podfrakci A4/1 - Ad/4. Frakce A4/1 (Rf 0,76; 1,7 g) obsahovala opét FO7 a nebyla dale
zpracovavana. Frakce A4/2 (Rf0,66; 425 mg;) byla prep. TLC na 28 komercnich deskach
20x10 cm (SiO2 F254 Merck, cyklohexan:toluen:diethylamin 8:1:1, pocet vyvijeni 3x,
draha 8,5 cm) rozdélena do 3 frakci A4/2/1 (Rf 0,65, 180 mg) a A4/2/2 (Rf 0,5; 120 mg)
a A4/2/3 (Rf 0,38; 103 mg). A4/2/1 nebyla dale zpracovavana, obsahovala latku FO7,
stejné tak A4/2/2, ktera obsahovala latku FO4. Krystalizaci A4/2/3 ze smési ethanol-
chloroform byla izolovana latka FO8 (62,5 mg, nasedlé krystaly). Podfrakce A4/3 (Rf
0,5; 1,01 g) byla podrobena krystalizaci ze smési ethanol-chloroform a bylo ziskano 670

mg FO7, zbyvajici ¢ast této frakce (340 mg) byla separovana prep. TLC na 10 litych
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deskach 15x15 cm (SiO2 GF254, cyklohexan:toluen:diethylamin 9:10:1, pocet vyvijeni
2x, draha 12 cm) do dvou podfrakci A4/3/1 (Rf 0,7; 94 mg), kterd obsahovala latku FO7
anebyla dale zpracovavana, a A4/3/2 (Rf 0,46, 183 mg). Opakovanou krystalizaci frakce
A4/3/2 ze smési ethanol-chloroform byl ziskan FO9 (76,5 mg, bilé krystaly). Frakce A4/4
(Rf 0,15; 311 mg) obsahovala latku FOS5 a nebyla izola¢né zpracovavana.

Precisténa frakce A5 (9,66 g, spojené frakce ¢. 88-93) pies vrstvu AloO3 (40-200
um ACROSS, deaktivovaného 6 % H20, eluce smési chloroform:benzin 1:1) byla
separovana sloupcovou chromatografii na Al2O3 (m = 600 g, kolona 50x3,8 cm, priutok
600 ml/hod.) stupnovitou eluci chloroform:benzin (3:7; 2:3; 1:1; 3:4 a 100% chloroform),
frakce byly jimany po 100 ml, celkem bylo ziskdno 75 frakci, které¢ byly podle TLC
spojeny do 6 frakci AS5/1 az AS5/6. Opakovanou krystalizaci A5/1 (1,05 g, spojena frakce
¢. 12-21) ze smési ethanol-chloroform byla izolovana latka FO8 (242 mg, naSedlé
krystaly). Frakce A5/2 (1,53 g; spojené frakce ¢. 22-29) byla podrobena krystalizaci
ze smési ethanol-chloroform, byla ziskéana latka FO5 (0,95 g). Zbylych 530 mg této frakce
bylo prep. TLC na 12 litych deskach 15x15 c¢cm (SiO2, cyklohexan:toluen:diethylamin
6:3:1, pocet vyvijeni 1x, draha 12,5 cm) rozdéleno do 3 podfrakci A5/2/1 (Rf0,78; 33 mg
obsahujici FO7), A5/2/2 (Rf 0,44; 96 mg FO5) a A5/2/3 (Rf 0,48; 150 mg). A5/2/3 byla
prep. TLC na 10 komerénich deskach 20 x 10 cm (SiO2 60 F254 Merck, draha 8,5 cm,
toluen:cyklohexan:diethylamin 10:9:1) rozdélena do dvou frakci A5/2/3/1 (88 mg)
a A5/2/3/2 (42 mg, obsahuje FO5). Podfrakce A5b2/3/1 byla ptecisténa prep. TLC na 10
komer¢nich deskach 20x10 cm (SiO2, F254 Merck, drdha 8,5 cm,
cyklohexan:diethylamin 9:1, pocet vyvijeni 5x) a bylo ziskano 15,2 mg latky FO10
(Zloutld amorfni 1.) Frakce A5/3 (1,91 g; spojena frakce ¢. 30-59) poskytla krystalizaci ze
smési ethanol-chloroform latku FO5 (1,36 g, narGzovélé krystaly). Frakce A5/4 (1,12 g,
spojen¢ frakce ¢. 60-74) byla separovana dohromady na 24 litych TLC deskéach 15x15
cm (SiO2 GF 254, draha 12,5 cm, toluen:cyklohexan:diethylamin 45:45:10, pocet
vyvijeni 2x.). Tato spojena frakce byla rozdélena do 4 podfrakci A5/4/1-4. Z podfrakce
A5/4/2 (Rf 0,6; 93 mg) byla ziskana latka FO11 (37,6 mg; zluta krystal. 1.). Ostatni
podfrakce (A5/4/1, A5/4/3, A5/4/4) obsahovaly jiz diive izolované alkaloidy z frakce A5.

Frakce A6 (3,2 g, spojené frakce ¢. 94-101) byla prep. TLC na 64 litych deskach
15x15 cm (SiO2 GF 254, cyklohexan:toluen:diethylamin 8:1:1, pocet vyvijeni 5x, draha
12,5 cm) separovana do 2 frakci A6/1 (Rf 0,5; 102 mg) a A6/2 (Rf 0,4; 1,18 g). Frakce
A6/1 byla prep. TLC na 10 komerénich deskach 20x10 cm (SiO2 60 F254 Merck, draha

8,5 cm, toluen:diethylamin 39:1, pocet vyvijeni: 5x) na deskach rozdélena do 2 podfrakci
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A6/1/1 (Rf 0,7; 32 mg, obsahuje FO11, dale nezpracovavano) a A6/1/2 (Rf 0,45; 51 mg),
kterd byla podrobena prep. TLC na 5 komer¢nich deskdch 20x10 cm (SiO2 60 F254
Merck, draha 8,5 cm, pocet vyvijeni 3x, cyklohexan:toluen:diethylamin 8:1:1) a byla
ziskana latka FO12 (10 mg). Prep. TLC z frakce A6/2 na 24 litych deskach 15x15 cm
(Si02 GF 254, toluen:diethylamin 39:1, draha 12,5 cm, pocet vyvijeni 5x) byly ziskany
2 podfrakce A6/2/1 (Rf 0,6; 490 mg) a A6/2/2 (Rf 0,4; 355 mg). Opakovanou prep. TLC
frakce A6/2/1 na 10 litych deskach 15x15 cm (SiO2 GF 254, toluen:diethylamin 39:1,
draha 12,5 cm, pocet vyvijeni 5x) byl ziskan FO13 (180 mg, narazovéla amortni 1.).
A6/2/2 nebyla zpracovavana, obsahuje FO5).

Frakce A7 (2,46 g; spojené frakce €. 102-120) byla ziskana sloupcovou
stupfiovitou chromatografii na neutralnim Al>O3 (m = 450 g, 40-200 um ACROSS,
deaktivace pfidavkem 6 % vody, kolona 22x5,5 cm, benzin:chloroform:diethylamin
85:15:3; 80:20:3; 75:25:3; 70:30:3; 60:40:3, chloroform:diethylamin 100:3,
chloroform:ethanol 1:1; 75:25, pratok 150 ml/h). Frakce byly jimany po 100 ml. Celkové
bylo ziskano 63 frakci, které byly spojeny do 5 podfrakci A7/1 (164 mg, spojené frakce
¢. 1-15), A7/2 (93 mg, spojené frakce ¢. 16- 32), A7/3 (241 mg, spojené frakce 33-44),
A7/4 (164 mg, spojené frakce ¢. 45-47) A7/5 (1,29 g, spojené frakce ¢.48-63). Frakce
A7/1 nebyla dale zpracovavana (obsahuje majoritné FO7, minoritné FO4). Frakce A7/2
a A7/3 obsahovaly majoritn¢ FO5, dalsi alkaloid ve stopovém mnoZstvi, ktery
se nepodafilo izolovat v dostatecném mnozZzstvi €isté formé. Frakce A7/4 (164 mg) byla
separovana prep. TLC na 10 komer¢nich deskach 20x10 cm (SiO2 60 F254 Merck, draha
8,5 cm, benzin:chloroform:diethylamin 75:25:3, pocet vyvijeni 8x) do 2 frakci A7/4/1 (Rf
0,6; 28 mg, obsahoval FO11, dale nezpracovavana) a A7/4/2 (Rf 0,2; 74 mg). Prep. TLC
na 5 komer¢nich deskdch 20x10 cm (SiO2 60 F254 Merck, draha 8,5 cm,
toluen:diethylamin 9:1, pocet vyvijeni 1x) byl ziskan FO14 (7,1 mg). Prep. TLC A7/5
na 20 litych vrstvach 15x15 (SiO2 GF254, draha 12,5 cm, benzin:chloroform:diethylamin
75:25:3, pocet vyvijeni 5x) byla rozdélena do 8 frakci A7/5/1 (Rf 0,84; 39 mg), A7/5/2
(0,74; 146 mq), A7/5/3 (Rf 0,62; 104 mg), A7/5/4 (Rf 0,55; 39 mqg), A7/5/5 (Rf 0,44; 105
mg), A7/5/6 (Rf 0,33; 85 mg), A7/5/7 (Rf 0,22; 86 mg) a A7/5/8 (Rf 0,1; 1,2 g).
Krystalizaci A7/5/2 ze smési chloroform-ethanol byla izolovana latka FO11 (50,2 mg,
zluté krystaly). Opakovanou prep. TLC A7/5/3 na 10 komer¢nich deskéach (SiO2 60 F254,
draha 8,5 cm, cyklohexan:toluen:diethylamin 10:9:1, pocet vyvijeni 2x) byl ziskan FO15
(6 mg). Opak. prep. TLC A7/5/5 na 6 komer¢nich deskach 20x10 cm (SiO2, draha 8,5

cm, toluen:diethylamin 92,5:7,5, pocet vyvijeni 1x) byl izolovan FO16 (5,6 mg). Frakce
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ATI5/1, A7/5/4, A7/5/6 a A7/5/8 obsahovaly minoritni mnozstvi alkaloidl, které
se nepodafilo izolovat pro strukturni analyzu v dostatecném mnozstvi a v ¢istém stavu.
Frakce A7/5/7 obsahovala minoritni mnozstvi latky FO17 a dale nebyla zpracovavana.

Frakce A8 (5,2 g; spojené frakce ¢. 121-178) byly prep. TLC na 104 litych deskach
15x15 cm (SiO2 GF254, draha 12,5 cm, toluen:diethylamin 19:1, pocet vyvijeni 2x)
rozdelena do 2 podfrakei A9/1 (Rf0,8; 410 mg), A9/2 (Rf0,3; 1,69 g). Krystalizaci A9/1
ze sm¢ési chloroform-ethanol byla ziskana latka FO18 (240 mg, nazloutlé krystaly).
Krystalizaci A9/2 ze smési chloroform-ethanol byla izolovana latka FO19 (822 mg, bilé
krystaly). Matecny louh A9/2 (860 mg) byl separovan na 18 litych deskach 15x15 cm
prep. TLC (SiO2, GF254, cyklohexan:toluen:diethylamin 6:3:1, pocet vyvijeni 6x, draha
12,5 cm) do 2 frakci A9/2/1 (Rf 0,41; 157 mg) a A9/2/2 (Rf 0,35; 390 mg; obsahujici
FO19, dale nezpracovavana). Krystalizaci A9/2/1 z bezvodého Et20 byl izolovan FO17
(75 mg, bil¢ krystaly).

Frakce A9 (10,9 g; spojené frakce €. 179-201) byla ptecisténa rozpusténim v 250
ml 1% H>SOs, piefiltrovanim pies kiemelinu (CELITE) a vytfepanim 5x 200 ml
diethyletherem, po odpaieni vytiepkt bylo ziskano 5,5 g frakce A9. Frakce A9 (5,5 g)
byla separovana sloupcovou stupniovitou chromatografii na neutralnim Al>O3z (m = 300
g, 40-250 um, kolona 30x3,5 cm, benzin:chloroform:diethylamin 5:5:1,
chloroform:diethylamin 9:1, chloroform:ethanol:diethylamin 5:5:1 a ethanol, jimani
frakei po 100 ml) do 43 frakci, které poskytly celkové 6 spojenych frakci A9/1 az A9/6.
Frakce A9/1 (116 mg; spojené frakce ¢. 2-4, obsahovala FO7, nezpracovavano).
Opakovanou prep. TLC na 10 komer¢nich deskach 20x10 cm frakce (SiO2 60 F254, draha
8,5 cm, toluen:diethylamin 9:1, pocet vyvijeni 3x) A9/2 (51 mg, frakce ¢. 5) byl izolovan
FO20 (5,3 mg, nasedla amorfni latka). Frakce A9/3 (24 mg; frakce ¢. 6) a A9/4 (19 mg;
frakce ¢. 7-10) obsahovaly smés zcela minoritné kvantitativné zastoupenych alkaloidi
a nebyly nezpracovavany. Frakce A9/5 (1,1 g, spojené frakce ¢.11-34) byla prep. TLC
na22 litych deskdch 15x15 com (SiO2 60 GF254, draha 12,5 cm,
cyklohexan:toluen:diethylamin 5:4:1, pocet vyvijeni 4x) separovana do dvou podfrakci
A9/5/1 (Rf 0,47; 461 mg, z které byl izolovan FO17 (73 mg ) a A9/5/2 (Rf 0,32; 17 mg,
obsahujici FO19, nezpracovavana). Frakce A9/6 (242 mg; spojené frakce ¢. 35-43)
obsahovaly jen zcela minoritni kvantitativni zastoupeni alkaloidl. Tato frakce byla dale

zpracovavana.
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5.3.3. Izolace alkaloidi z rostliny Nerine bowdenii W. Watson

Cerstvé cibule rostliny Nerine bowdenii byly zakoupeny v mnozstvi 10 kg
od firmy Lukon Glads (Sadska, CR). Verifikace drogy byla provedena prof. RNDr.
Lubomirem Opletalem, CSc., a dokladovy vzorek byl ulozen v herbati Farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové.

Ptiprava ethanolického alkaloidniho extraktu probéhla pomoci acidobazickych
vlastnosti jednotlivych obsahovych latek. Cerstvé cibule byly pomlety a extrahovany
povatenim v ethanolu (3 x 35 1). Rozpoustédlo bylo poté odpafeno za snizeného tlaku
a odparek (cca 400g) rozpustén asi v2,5 | 2 % HCI a zfiltrovan. Vytfepavanim
s diethyletherem byly odstranény neutralni slou¢eniny (3 x 3,5 1), extrakt byl zalkalizovan
25 % roztokem amoniaku (na pH ~ 10). Alkaloidy byly extrahovany pomoci ethylacetatu
(3x3,51). Poté co bylo organické rozpoustédlo odpaieno, bylo ziskano 50 g alkaloidniho
extraktu, ktery byl podroben sloupcové chromatografii na desaktivovaném
(6 % destilované vody) AlO3 (pouzito 2,5 kg), vychozi dé¢lici smési byl
benzin:chloroform 80:20. Stupniovitym zvySovanim polarity zvySovanim podilu
chloroformu (70:30, 65:35, 60:40, 55:45, 50:50, 45:55, 35:65, 30:70, 25:75, 20:80, 15:85,
10:90), az k promyvani kolony smési chloroform:ethanol 99:1 az 1:1, bylo ziskano 157
frakci, které byly diky TLC spojeny do 35 podfrakci (Tabulka 5), z nichz kazda byla
podrobena GC/MS analyze.

Jednotlivé podfrakce byly déleny pomoci analytické (na komerénich deskéach)
nebo preparativni (na nalivanych deskach) TLC.

Frakce 8-12 byla chromatografovana preparativni TLC (To:EtoNH 9:1; vyvijeno
2x) a byl z ni izolovan belladin. Frakce 33-34 byla podrobena preparativni TLC
(cHx:Et2NH 95:5; vyvijeno 3x) separovany 3 zony a z prvni zony izolovan homolykorin
a z tfeti zony acetylkaranin. Frakce 37 byla podrobena preparativni TLC (cHx:To:EtoNH
5:5:1; vyvijeno 2x). Separovany byly 4 zény. Z druhé zdény byl izolovan undulatin.
Ze tieti zony byl izolovan opét acetylkaranin. Frakce 42 byla podrobena opakované
preparativni TLC (cHx:EtaNH 9:1; vyvijeno 3x). Ze druhé zény byl izolovan bufanisin
aopakovanou TLC (To:EteNH 9:1; wvyvijeno 2x) precistén. Frakce 85-92
chromatografovana preparativni TLC (cHx:To:EtOH:EtoNH 50:40:5:5; vyvijeno 3x),
ze druhé zony izolovan acetylbulbisin a ze tfeti zony izolovan bufanamin. Frakce 93-96
byla krystalizovana v EtOH a ziskan ambellin 207 mg. Frakce 109-112 byla
chromatografovana preparativni TLC (cHx:To:EtzNH 45:45:10; vyvijeno 3x),
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separovano 9 zon a zosmé zony izolovan epoxyambellin. Frakce 145-147 byla
chromatografovana preparativni TLC (To:EtOAc:Et2NH  55:40:5; vyvijeno 2x)
a separovano 5 zon. Ze tireti zony byl izolovan vittatin, ze ¢tvrté nerbowdin a z paté zony

O-acetyllykorin. Frakce 148-150 byla krystalizovana v EtOH a ziskan krinin.

Tabulka 5: pFehled ziskanych podfrakei

spojené frakce sloZeni elu¢ni smési hmotnost (g)

1-7 benzin:CHClI; (80:20) -
8-12 benzin:CHCI; (80:20) 0,125
13-25 benzin:CHCI; (80:20) -
26-28 benzin:CHClI; (80:20) 17967
29-32 benzin:CHClI; (70:30) ’
33-34 benzin:CHCI; (70:30) 0,9382

35 benzin:CHCI; (70:30)

36 benzin:CHClI; (65:35) 1,3368

37 benzin:CHClI; (65:35) 0,6105

38 benzin:CHCI; (65:35) 0,476
39-41 benzin:CHClI; (65:35) 1,3309

42 benzin:CHClI; (65:35) 0,4694
43-52 benzin:CHClI; (60:40) 5,207
53-56 benzin:CHClI; (60:40) 0,0988
57-58 benzin:CHClI; (55:45) 0,0043
59-65 benzin:CHClI; (55:45) -

66 benzin:CHCI; (50:50) 0,0097
67-71 benzin:CHClI; (50:50) -
72-76 benzin:CHCI; (50:50) 0,0654
77-80 benzin:CHCI; (45:55) 0,0968
81-84 benzin:CHClI; (45:55) 0,446
85-92 benzin:CHClI; (35:65) 3,1118
93-96 benzin:CHCI; (30:70) 0,7163

97-100 benzin:CHClI; (30:70) 0,4979
101-104 benzin:CHClI; (25:75) 0,188
105-108 benzin:CHCI; (25:75) 0,1028
109-112 benzin:CHClI; (25:75) 0,1223
113-116 benzin:CHCI; (20:80) 0,1665
117-120 benzin:CHCI; (15:85) 0,5083
121-124 benzin:CHClI; (15:85) 0,655
125-128 benzin:CHClI; (15:85) 0,8013
129-132 benzin:CHCI; (10:90) 1,3403
133-136 benzin:CHCI; (10:90) 1,054
137-140 benzin:CHCI; (10:90) 1,0928
141-144 benzin:CHCI; (10:90) 1,2146
145-147 CHCI3:EtOH (99:1) 1,1563
148-150 CHCI3:EtOH (99:1) 1,1146

151 CHCI3:EtOH (99:1) 6,2905

152 CHCI3:EtOH (50:50) 6,3797

153 CHCl3:EtOH (50:50) 7,7306

154-157 CHCI3:EtOH (50:50) 1,4782
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,, Kdyby tak moudri tusili, co vSechno dokdzou vymyslet pitomci. *
Jifi Zacek

6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CD cirkularni dichroizmus

di doba pred skeny

DCM dichlormethan

DMSO dimethylsulfoxid

Hz Hertz

IR infracervena spektroskopie

MS hmotnostni spektrometrie
MTPA a-methoxy-a-(trifluoromethyl)fenyloctova kyselina
NMR nuklearni magnetickd rezonance
NOE nuklearni Overhauserav efekt
ORD opticka rotacni disperze

str. strana

TLC tenkovrstva chromatografie
TMS tetramethylsilan

uv ultrafialova spektroskopie
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., Na svété je dnes uz tolik knih, ze pri pristi potopé Biih pravdépodobné nepouzije vodu, ale papir.

Erich Maria Remarque

., Bojte se cloveka, ktery precetl jen jednu knihu.
Denis Diderot
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