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Tato prace se vénuje problematice strukturni analyzy pomoci nukledrni magnetické
rezonance tii neznamych sloucenin izolovanych z Magnolia % soulangeana. Teoretické Cast
prace je zamétena na Celed Magnoliaceae, do které Magnolia x soulangeana patii. V ivodu
experimentalni ¢4sti jsou popsany obecné metody 1D NMR (H NMR, 3C NMR) a 2D NMR
(gHSQC, gHMBC, gCOSY, NOESY) spektroskopie. Nasleduje chronologicky popis postupu

pfi uréovani struktur nezndmych latek. Posledni ¢ast prace shrnuje vysledky experimentt.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Candidate: Katetina Miklik

Supervisor: doc. PharmDr. Jiii Kunes, CSc.

Title of Thesis: NMR Analysis of the Alcaloids Isolated from Magnolia x soulangeana

Keywords: Magnolia, NMR spectroscopy, alkaloids

This diploma is devoted to structural analysis of the unknown chemical substances isolated
from Magnolia x soulangeana employing NMR spectroscopy. Theoretical part of this diploma
is focused on Magnoliaceae family, the family of Magnolia x soulangeana. General methods
of NMR spectroscopy experiments - 1D NMR (‘H NMR, *C NMR) a 2D NMR (gHSQC,
gHMBC, gCOSY, NOESY) are described at the beginning of the experimental part. Followed
by chronological interpretation of the NMR spectra. The last part summarizes the experimental

parts results.



I VO ettt 7
1.1 Celed MANOIACEAC ...........eeveeeeeeeeeeeee e 7
1.2 RO MAGNOLA. ...ttt ettt et sttt sae e 7
1.3 ODSANOVE TAKY ..oueieiiiiieiee ettt sttt et aeeneeseeneenseeeas 7
1.4 VyuZitl v MEAICINE ....coiuiiiiiiiiiieii ettt sttt 8
1.5 Magnolia % soulangeana Soul.-Bod. ...........coceeriiiiiiiiniiieeee e 9
1.6 Obsahové latky Magnolia x soulangeana Soul.-Bod. .........ccccceeevervivnrienienienie e, 10

T N 1 103 U | TSRS 10
1.6.2  INEOIZNANY ....ecviiiieiieiieiie e eieesieeste st e sveebeesbeesseeseaessbessseesseesseessaesseesssesssessseenns 11
1.6.3 LIGNANY 1..tviiiiieiieiieieeree sttt ettt ste et e s esbe s b e e beeteessaesssessseesseessaeseessnesssesssennns 12
1.6.4  DalSi LALKY .ottt st 13

N O 1 o) Tt OSSP OPTUPUPSRRRSRPI 14

3 EXPerimentalng CASt.......cccuieiieiiiitieiie ettt ettt ettt sttt et st eeate et 15
3.1 TH-NMR EXPEIIMENL ....o.vvivieierveeieieieteeeeeeteteeseetetese s eseseassesesessesesessasesesessesesesessssasesesens 15
3.2 BONMR ..ottt ettt ettt n et eaens 16
3.3 2D NMR EXPEIIMENLY ...ccvviiviiiiiieiieeiiestiesteesreeereereeseesseesseesseesssessseesseesseesseesseesssessseenns 17
3.4  Instrumentalni VYDAVENI......cceivviiiiiiriiiiieciecie ettt sre e b e sreesraeseneeene e 17

4 Vysledky s KOMENTATEIM.........ccocuieiiiiieiieiiesieste e ereeteesteesteestaessbeesbeesbeessaesssesssesssesssaesseens 18
L N ¥ -7~ € X ) OSSPSR 18
A3 IMAG-G ettt ettt ettt b et neeteeteenteneas 27
A4 MAG-H3 oottt sttt ettt e be st beeseenbenseennensens 36

S ZAVET ettt ettt ettt e b e st et e he e Rt e bt e Rt et e st enteeteestenseeseensenns 44

6 CItOVANA EETALUTA ....c..eiiitiieieiietiete ettt ettt b ettt sbe et e st et e b sbee e e 45

T PHIIORY ettt ettt sttt et s he e 47
7 S Y F: Y- € ) = RS RPRURUPSRPR 47
AV 1€ SRS 53
2 TV 1€ 8 = X TSR 59



1 Uvod

1.1 Celed’ Magnoliaceae

Magnoliaceae, $acholanovité. Celed” obsahujici kolem 220 druht opadavych
nebo stalezelenych keft a stromd. Ty jsou domadci v subtropickém a tropickém klimatu
jihovychodni Asie, ¢ast pochazi i z oblasti od jihu Severni Ameriky po Brazilii. V mirném
klimatu, véetné Ceské republiky, jsou péstovany pro okrasu. Charakteristickym znakem jsou
velké jednotlivé oboupohlavni kvéty, které maji ¢asto silnou vini. Plodem jsou méchyiky

nebo nazky, které skladaji souplodi p¥ipominajici §isku. Listy jsou jednoduché, stiidavé. )@

1.2 Rod Magnolia

Rod Magnolia L., Sacholan, ktery ma pfiblizn¢ 75 druhti, byl pojmenovan
po francouzském botanikovi Pierru Magnolovi. Kete nebo stromy maji velké pupeny, listy jsou
velké, eliptické az obvejcité, stfidavé, na vrcholcich vétvi. Okvétni listky se skladaji az z 18
lupendl, které jsou spirdlovit€é nebo pieslenaté uspotddané. Plodem jsou charakteristické
méchyiky v souplodich v podobé $istic, semena velkd a ¢ervena.!? ® Mezi popularni druhy
magnolii patii mimo jiné M. officinalis, M. grandifloria, M. obovata, M. acuminata, M. kobus,

M. salicifolia, M. virginiana, M. acuminata, M. stellata. @ ®

1.3 Obsahové latky

Byla izolovana celd fada sekundéarnich metabolit, jako jsou alkaloidy, flavonoidy,
lignany a neolignany, terpeny nebo kumariny. ® Isochinolinové alkaloidy jsou hlavni skupinou
alkaloidi rodu Magnolia. ® Biologicky jsou odvozeny od aminokyseliny tyrosinu. Mezi

nejbéznéjsi alkaloidy patfi liriodenin. Tyto alkaloidy se déli dle typu na:

e aporfinové a noraporfinové, mezi které patfi napf. anonain, anolobin, asimilobin,

obovanin, lanuginosin, nornuciferin, oxolaurelin, liriodenin, roemerin,

e Dbenzylisochinolinové, kam patii latky armepavin, koklaurin, norarmepavin,

methylarmepavin, retikulin, magnoflorin, magnokurarin,

e bisbenzylisochinolinové, které jsou dimery benzylisochinolinovych alkaloidd, napf.

magnolamin, magnolin. »



Vyskytuji se i protoalkaloidy, které maji atom dusiku mimo heterocyklicky kruh,
napt. magnosprengerin, salicifolin, taspin. Nejvétsi skupinou sekundarnich metabolith
nachazejici se v rodu Magnolia jsou neolignany, které jsou odvozeny od dvou C3-Cs jednotek.

Rozdé€leny jsou na nékolik typt:

e Dbifenyl-etherovy: magnolianin, magnolignan,

e Dbifenylovy: nejcastéji se vyskytujici neolignany honokiol a magnolol, magnaldehydy,
magnolignany, magnotriol A a B,

e terpenylovy: vznikl spojenim neolignanové a terpenické jednotky, napf.

bornylmagnolol,

e jiné neolignany, napi. denudatin A, denudatin B, aurein, cyklohexadienon, liliflon,

soulangianin.
Lignany jsou opticky aktivni latky slozené ze dvou fenylpropanovych jednotek, v rodu
Magnolia se vyskytuji lignany dvojiho typu. Tetrahydrofurofuranovy typ, do kterého patii
napf. eudesmin, sesamin, pinoresinol, fargesin a tetrahydrofuranovy typ, napf. veraguensin,

magnolon, masnostellin A, magnon A a B.

Z terpent se nejCastéji vyskytuji seskviterpeny, presnéji seskviterpenické laktony, které
jsou slozené ze tii isoprenovych jednotek, napt. soulangianolid A B, parthenolid, magnolialid,
kobusimin A a B. Dale se vyskytuji monoterpeny, napf. citral A a B, cineol, kaft, o a 8 pinen,
vzéacné pak tetraterpeny. ®
1.4 Vyuziti v mediciné

Nekteré druhy se pouzivaly a stale se pouzivaji v tradi¢ni ¢inské a japonské medicing
na lécbu nemoci od jednoduchych bolesti hlavy ptes sedativni a antikonvulzivni ucinky
az k zadvaznym nadorovym onemocnénim. M. grandifloria se pouzivala k 1é€bé nachlazeni,
bolesti hlavy a bticha, M. officinalis se uzivala k 1é€b& tzkosti, bfiSniho tyfu nebo astma
a M. obovata jako digestivum a analgetikum. M. virginiana k 1¢cbé maldrie. Nejcastéji
se pouzivala Magnoliae cortex. ® Popisovany jsou také antipyretické, antibakterialni,

antifungalni a protinadorové vlastnosti, sedativni piisobeni a zlepSeni kognitivnich funkci. ®



Do dnesni doby byla izolovdna tfada obsahovych latek, napt. nejznaméjsi honokiol
a magnolol, které maji sedativni G¢inky na centrdlni nervovou soustavu. Magnolol mimo jiné
pfedchazi zalude¢nim viediim zpisobenych stresem inhibici sekrece kyseliny chlorovodikové.
Magnokurarin vykazuje myorelaxaéni u¢inky. ® Magnoflorin ma protizanétlivou, hypotenzni

a parasympatomimetickou aktivitu. )

1.5 Magnolia x soulangeana Soul.-Bod.

Magnolia * soulangeana Soul.-Bod., magnolie Soulangeova ¢i Sacholan Soulangeiv
z ¢eledi Magnoliaceae Juss. — Sacholanovité. Vznikla kiizenim Magnolia denudata Desr.
a Magnolia liliiflora Desr., které pochazeji z Japonska. Tento hybrid vyslechtil Etienne
Soulange-Bodin ve Francii kolem roku 1820. 7 Existuje velkd fada kultivarti, napt. Alba
superba, Brozzonii, Coates, Rustica Rubra, Speciosa. ® U nas byla poprvé vysazena roku 1844

v Praze v Kralovské obofe, dnesnim parku Stromovka. ®

Jedna se o opadavy, Siroce protahly ket nebo strom, ktery je vysoky az 5 m. Kdra je
popelave Seda, letorosty a pupeny zelenavé plstnaté. Listy jsou zelené, obvejcité az eliptickeé,

kozovité, 10-20 cm dlouhé a 7-10 cm Siroké, na rubu vice nebo méné chlupaté.

Kvéty se vyvijeji uz pred vyraSenim listi v dubnu az kvétnu. Jsou velké, zvonkovité
a vzptimené, asi 10 cm dlouhé, nejcastéji bilé az rizové. Maji 69 dovniti zahnutych platkd.
Plodem jsou méchytky ve vzptimenych, $iSticovitych, dfevnatéjicich souplodich. Semena syté

¢ervena, zrala visi na stopkach z otevienych méchyiki.

Obrazek 1- Magnolia * soulangeana Soul.-Bod ©©

9.



Jednd se o neplivodni, péstovany druh, nejcastéjsi magnolie v zahradach a parcich.
Vyzaduje slunné podminky, proto je nejlepsi ji péstovat solitérné, v propustné, nezamokiené
pudé¢ s menSim obsahem véapniku. Jsou opylovany pfedevSim brouky. Rozmnozuji
se predpéstovanim, fizkovanim, hiizenim a roubovanim. Jako podnoz se pouziva Magnolia
kubus. Mladé rostliny je dobré chranit pted vymrzanim. Dobie snasi zneciSténé meéstské

ovzdusi. Miize zpiisobovat alergie. 2 ® ) (10 (1)

1.6 Obsahové latky Magnolia x soulangeana Soul.-Bod.
Nejhojnéji zastoupené sekunddrni metabolity jsou isochinolinové alkaloidy, lignany
aneolignany. Alkaloidy M. X soulangeana maji znatelny inhibi¢ni potencidl proti

acetylcholinesteraze. @ (12)

1.6.1 Alkaloidy
e kira — oxolaurelin ¥

e listy, vétve, kiira — anonain, liriodenin, remerin @ (13 (%) agimilobin !, magnoflorin ©,

lanuginosin, kaaverin !>

O
N
H
R
R;=R;=H liriodenin ‘
R, =0CH;, R,=H oxolaurelin R=H anona?n
R, =H, R,=OCH; lanuginosin R=CH; remerin

Obrdzek 2 - Alkaloidy M. x soulangeana
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magnoflorin
R, =0CH; R, =0H kaaverin
R;=0H, R, =0CH; asimilobin

Obrazek 2 - Alkaloidy M. * soulangeana (pokracovani)

1.6.2 Neolignany
kvétni poupata — aurein, cyklohexadienon, denudatin A, denudatin B, saulangianin,

°
liliflon, piperenon () @) (6) (16)

~

.ull”“,

R, =R, = -0-CH,—O- denudatin A
denudatin B

e

Rl = Rz = OCH;

..u-'.',”,

cyklohexadienon

Obrazek 3 — Neolignany M. * soulangeana
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Obrzek 3 - Neolignany M. * soulangeana (pokracovini)
1.6.3 Lignany
e kvétni poupata — eudesmin (pinoresinol dimethyl ether), veraguensin ® ® (16)
e listy — magnolin @

/0

_—0
R;=R,=R;=0CH; magnolin

veraguensin R;=H,R,=R;= OCH; eudesmin

Obrdzek 4 - Lignany M. x soulangeana
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1.6.4 Dali latky

Mimo isochinolinovych alkaloidi obsahuje i latku taspin, kterd nese na jednom

aromatickém kruhu dimethylaminoethylovou skupinou, a proto patii mezi protoalkaloidy. !?

Déle obsahuje v plodech flavonoid poenidin-3,5-diglukosid, v kvétech rutin a v listech

seskviterpeny soulangianolid A, soulangianolid B, dale chromanoly a a-tokoferol. )

N

o]

99
_° o

o}

taspin

Obrazek 5 — Struktura taspinu

13-



2 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo urcit strukturu tfi neznamych latek izolovanych
z Magnolia *x soulangeana. Tyto latky nesou kodové oznaCeni MagG3B, MAG-GI1
a MAG-H3.

-14-



3 Experimentalni ¢ast

Nuklearni magnetickd rezonance je hojné vyuzivanou analytickou metodou. Jedna
se o instrumentalni fyzikalné-chemickou metodu strukturniho vyzkumu. Zakladnim principem
této metody je zkoumdani absorpce -elektromagnetického =zafeni chemickymi latkami
v magnetickém poli. Jedna se o vyznamnou metodu, kterou lze aplikovat na nizkomolekularni
i vysokomolekularni latky. Nutnou podminkou je, aby zkoumana latka obsahovala jadra
s nenulovym magnetickym momentem (u # 0), a tim také nenulovym jadernym spinovym

kvantovym cislem (I # 0).

Atomové jadro ma vlastni moment hybnosti (spin). Tento celkovy spin je dan souctem
spinil vSech ¢astic atomového jadra. Kazdé jadro neustale rotuje kolem vlastni osy. Jestlize plati
podminka nenulového elektrického ndboje jadra, vytvaii se kolem n¢j vlastni magnetické pole.
V ptipadg, ze se toto vlastni magnetické pole jadra ocitne ve vnéj§im magnetickém poli, zaujme
pak urcitou energeticky povolenou polohu. Pro atomova jadra se spinovym kvantovym ¢islem
I=" ("H, C) plati, Ze existuji pouze dvé energeticky povolené orientace — spinovy stav o
a spinovy stav . Plati, Ze spinovy stav « je stav o niz8i energii vici stavu f. Pokud na takto
orientované jadro puisobi elektromagnetické zafeni o vhodné frekvenci (rezonancni frekvence),
pak dochazi k excitaci ze spinového stavu « do f. Pfi nésledné relaxaci a navratu do nizsi

energetické hladiny dochazi k emitaci prebyte¢né energie, ktera je poté detekovana, (17 (18)

3.1 'H-NMR experiment
Jednd se o zakladni druh experimentu pouzivaného ve strukturni analyze organickych
latek. Zakladnimi charakteristickymi prvky jednodimenzionalniho 'H-NMR (1D 'H-NMR)

jsou:

e Pocet signall charakterizujici pocet chemicky neekvivalentnich atomovych jader
vodiku v nezndmé strukture.

e Chemicky posun, ktery je ovliviiovdn chemickym okolim jadra (napf.
heteroatomy, nasobné vazby). Chemické funkéni skupiny maji typické chemickeé
posuny. Chemicky posun (0) je vyjadien bezrozmémé v tzv. ppm (parts per
milion). Jedna se o veliCinu relativné vztazenou ke standardu.

¢ Intenzita signalu se stanovuje integrané jako plocha pod kiivou. Lze takto ziskat
pomeér jednotlivych signalii spektra a urcit pocet vodikovych atomi nalezejicich

danému signalu.

-15-



e Spin-spinové interakce jsou vysledkem tzv. couplingu sousednich atomd, které se
navzajem magneticky ovliviiuji a dochazi tak ke Stépeni signal atomu v blizkém
okoli daného jadra. Ve spektru se pak projevi jako Stépeni signalu na n+1 piku,
kde n je pocet jader v sousedstvi. Signal, ktery neni Stépen, se nazyva singlet (s).
Dublet (d) vznika spin-spinovou interakci s jednim jadrem. Oba signaly jsou
ekvivalentni. Pokud jsou do spin-spinové interakce zapojena 2 jadra, vznika triplet
(t) s ekvidistantnimi intenzitami signala 1:2:1. Tti jadra pak Stépi signély jader
v chemicky blizkém okoli na kvartet (q) s pomérem intenzit 1:3:3:1. Multiplet (m)
charakterizuje nasobné Sté€peni vice jadry. Dulezitou veli¢inou charakterizujici
Stépeni je tzv. interak¢éni konstanta (J) udavand v Hertzich (Hz). Ke Stépeni
signalti dochazi u obor jader vzajemné. Interakéni konstanta je pro obé tato

vzajemna $tépeni shodnd. ®

3.2 BCNMR

V piirodé nejhojnéji zastoupeny izotop '?C mé nulovy magneticky moment. Neni tedy
detekovatelny pro NMR. Pro nukle4drni magnetickou rezonanci se tak musi uzivat magneticky
izotop 1’C, ktery je pfirozen& zastoupen pouze v 1.1% mife, coz znaéné snizuje citlivost
experimentu. Chemické posuny signalii nabyvaji vysSich hodnot. Experimenty se provadi
vétSinou s tzv. Sirokopasmovym heteronukledrnim decouplingem, ¢imz se zamezuje
spin-spinové interakci s atomy vodikl. Vysledné spektrum pak obsahuje pouze singlety.
PficemZ kazdy signal odpovidd danému chemicky ekvivalentnimu typu jader. MiZe se jednat

o vice jader (napf. symetrie u benzenového jadra). ('8

-16-



3.3 2D NMR experimenty

Nejcastéji pouzivané dvoudimenzionalni metody (2D NMR), mizeme d¢€lit do dvou

zékladnich skupin:

e Heterokorelované — korelace mezi riznymi druhy atomd ('H;'*C - gHSQC,
gHMBC)

o gHSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) zobrazuje korelace
mezi atomy 'H a k nim pfimo vazanymi *C atomy.

o gHMBC (Gradient Heteronuclear Multiple Bond Coherence) zobrazuje
korelace mezi atomy 'H a atomy '3C atomy na vzdalenost t¥i chemickych
vazeb. Slabsi interakce pak mohou odpovidat interakcim ptes dvé nebo
Ctyfi vazby. Intenzita korelace je ovliviiovéna substituenty na okolnich

atomech (hlavné heteroatomy), hybridizaci a vazebnymi tihly. !”)

e Homokorelované — korelace mezi shodnymi atomy ('H-'H — gCOSY, NOESY)

o gCOSY (COrrelated SpectroscopY) zobrazuje korelace mezi atomy 'H
pfedevsim pfes tii vazby.

o NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) zobrazuje korelace

mezi atomy 'H pies prostor na maximalni vzdalenost 5 A. (17

3.4 Instrumentalni vybaveni
MS spektra byla métena na pfistroji ESI-MS Thermo Finnigan LCQ Duo (GenTech
Scientific, Inc., New York).

NMR experimenty (‘H, °C, gHSQC, gHMBC, gCOSY a NOESY experimenty) byly
provedeny na pfistroji VNMR S500. Spektra téchto vzorkli byla métena v roztocich CD;0OD
(*H izotopicky obohaceny methanol) pii teploté 25°C. Chemické posuny byly naméieny jako
hodnoty ¢ (v bezrozmérnych jednotkach ppm) a byly nepfimo vztazeny k tetramethylsilanu
(TMS) jako standardu pomoci zbytkového signdlu rozpoustédla. Hodnoty chemického posunu

pro CD;OD jsou v 'H spektrech = 3.30 ppm, resp. 5 = 49.0 ppm ve *C.

-17-



4 Vysledky s komentarem

4.1 MagG3B

V'H NMR spektru neznamé latky MagG3B se nachazi celkem dvanact signali.
V alifatické ¢asti spektra se nachazi skupina multipletd. Multiplet & = 2.79-2.82 ppm odpovida
integraéné¢ dvéma atomim vodiku. Zbylé Ctyfi multiplety 6=2.91-2.93 ppm,
0=2.93-298 ppm, o =3.13-3.17 ppm, o =3.25-3.28 ppm v alifatické casti spektra
odpovidaji kazdy jednomu atomu vodiku. Dva vyrazné singlety 6 = 3.69 ppm a ¢ = 3.80 ppm
s vysS§imi chemickymi posuny a integralni intenzitou odpovidajici 3 atomiim vodiku nalezi
dvéma methylovym skupindm vézanym na heteroatom. Multiplet s chemickym posunem
0 =4.18-4.20 ppm odpovidajici jednomu atomu vodiku se pravdépodobné nachazi v blizkosti
heteroatomu, coz zpusobuje jeho vyS$i chemicky posun. V aromatické ¢asti spektra
se nachazeji Ctyfi signaly. Dva singlety s chemickymi posuny 6= 6.57 ppm a 6= 6.70 ppm,
oba odpovidajici jednomu atomu vodiku. Déle dva signaly (AA'BB’ systém) s chemickymi
posuny 0= 6.76—6.78 ppm a 6= 7.07-7.09 ppm odpovidajici kazdy dvéma atomim vodiku.

Tyto dva signaly odpovidaji para-disubstituovanému benzenovému jadru.

Ve 2C NMR spektru se nachazi celkem patnact signaldl. V alifatické ¢asti spektra
nasledujicich pét signali — o= 27.4 ppm, 6= 39.4 ppm, 6= 40.7 ppm, 6= 55.0 ppm,
0=56.5ppm. Varomatické cCasti spektra pak  zbyvajicich  deset  signala
0=110.2 ppm, 6=111.8 ppm, 6=115.1 ppm, 6= 126.2 ppm, 6= 128.5 ppm, 6= 128.6 ppm,
0=130.2 ppm, 6= 147.2 ppm, 6= 148.0 ppm, 6= 156.0 ppm.

Pomoci gHSQC experimentu byly, dle korelaci, pfitazeny uhlikovym atomim k nim pfimo

navazané vodikové atomy (Tabulka 1).
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C (ppm) H (ppm)
27.4 2.79-2.82 (m, 2H)
394 2.93-2.98 (m, 1H); 3.25-3.28 (m, 1H)
40.7 2.91-2.93 (m, 1H); 3.13-3.17 (m, 1H)
55.0 3.69 (s, 3H)
55.0 3.80 (s, 3H)
56.5 4.18-4.20 ppm (m, 1H)
110.2 6.57 (s, 1H)
111.8 6.70 (s, 1H)
115.1 6.76—6.78 (m, 2H)
130.2 7.07-7.09 (m, 2H)

126.2, 128.5, 128.6, 147.2,
148.0, 156.0

Ve struktufe nezndmé latky se nachazi tfi methylenové skupiny, z nichz nékteré jsou
diastereotopické, tedy na jeden atom uhliku jsou vazany dva chemicky neekvivalentni atomy
vodiku. Dvé methylové skupiny vdzané k heteroatomiim zdanlivé nélezi jednomu chemicky
ekvivalentnimu atomu uhliku. Vzhledem k chemickym posunim se zfejmé jednd o dvé
methoxyskupiny. Celkem Sest aromatickych signalti '*C nema korelace se zadnymi signaly 'H,

jsou to kvarterni aromatické uhliky. Zbylé aromatické uhliky jsou uhliky terciarnimi

Tabulka 1 — gHSQC korelace neznamé latky MagG3B

(Tabulka 2).
Pravdépodobny
C (ppm) H (ppm) strukturni motiv
27.4 2.79-2.82 Methylenova skupina
39.4 2.93-2.98; 3.25-3.28 Diastereotopicka
40.7 2.91-2.93;3.13-3.17 methylenova skupina
55.0 3.69 )
Methoxyskupina
55.0 3.80
Terciarni alifaticky
56.5 4.18-4.20 uhlikovy atom odstinény
heteroatomem
110.2 6.57
111.8 6.70 Terciarni aromatické
115.1 6.76—6.78 uhliky
130.2 7.07-7.09
126.2, 128.5, 128.6, Kvarterni aromatické
147.2, 148.0, 156.0 B uhliky

Tabulka 2 — Prehled pravdépodobnych strukturnich motivii neznamé latky MagG3B
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Pomoci gHMBC experimentu byly uréeny korelace vodikovych atomt s uhlikovymi pies

3 vazby. Slabsi interakce odpovidaji korelacim pies dvé nebo Ctyii vazby (Tabulka 3).

BC (ppm)
"H(ppm) Korelace
pres 3 vazby pres 2 vazby pres 4 vazby
2.79-2.82 111.8,128.5 39.4,126.2 -
2.91-2.93 128.5,130.2 56.5 -
2.93-2.98 56.5, 126.2 27.4 -
3.13-3.17 128.5,130.2 56.5 -
3.25-3.28 56.5, 126.2 27.4 -
3.69 147.2 - -
3.80 148.0 - 111.8
4.18-4.20 |39.4,110.2,126.2, 128.5 40.7, 128.6 —
6.57 56.5,126.2, 148.0 - 111.8
6.70 27.4,128.5,147.2 148.0 56.5
6.76—6.78 115.1, 128.6 - 156.0
7.07-7.09 40.7,130.2, 156.0 115.1 -

Tabulka 3 — gHMBC korelace nezndmé latky MagG3B

Jak jiz bylo zminéno vyse, struktura neznamé latky obsahuje dvé aromaticka, benzenova,
jadra. UrCovani struktury bylo provedeno od vice substituované¢ho kruhu. Atom vodiku
s chemickym posunem & = 6.70 ppm vazany pifimo na aromaticky atom uhliku s chemickym
posunem 0= 111.8 ppm vykazuje korelaci pies tfi vazby se dvéma aromatickymi kvarternimi
uhliky s chemickymi posuny 6= 128.5 ppm a 6 = 147.2 ppm. Stejnou interakci vykazuje druhy
vodik s chemickym posunem 6= 6.57 ppm téhoZz aromatického jadra se dvéma kvarternimi
aromatickymi uhliky s chemickymi posuny 6= 126.2 ppm a 6=148.0 ppm. Tento atom vodiku
dale vykazuje slabs$i interakci pfes Ctyii vazby s atomem uhliku s chemickym posunem
o=111.8 ppm. Je tedy zfejmé, Ze vodiky benzenového jadra jsou ve vzajemné poloze /,4.
Atomy vodikii s chemickym posunem o= 3.69 ppm, resp. 0= 3.81 ppm obou methyld
methoxyskupin vykazuji interakce pftes tfi vazby s kvarternimi uhliky s chemickym posunem
0= 147.2 ppm, resp. 6= 148.0 ppm benzenového jadra. Atom vodiku s chemickym posunem
0=3.81 ppm navic vykazuje slab$i interakci pfes Ctyfi vazby s terciarnim uhlikem

s chemickym posunem 0= 111.8 ppm. Struktura je navrzena na Obrazku 6.
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Obrizek 6 — Urcovani strukturniho motivu I pro nezndmou lithku MagG3B
Jako dalsi strukturni motiv byl uréen druhy aromaticky kruh. Experiment gCOSY ukazuje
vzajemnou korelaci vodikovych atomti schemickym posunem o= 7.07-7.09 ppm
a 0= 6.76—6.78 ppm benzenového jadra. Z '"H NMR spektra je ziejmé, Ze toto benzenové jadro
je tzv. para-disubstituované, protoze tyto vodiky jsou ve vzajemné poloze 1,2. Dale atom
vodiku s chemickym posunem & =7.07-7.09 interaguje pies tfi vazby s atomy uhliku
s chemickym posunem 6= 130.2 ppm a 6= 156.0 ppm, také vykazuje slabsi interakci pies dveé

vazby s atomem uhliku, ktery ma chemicky posun 6= 115.1 ppm.

7.07-7.09

H 6.76-6.78

7.07-7.00 | P02

6.76-6.78

Obrizek 7 — Urcovani strukturniho 1 pro neznamou latku MagG3B
Pomoci experimentu gCOSY byly urceny interakce mezi atomy vodiku alifatické ¢asti
molekuly. Nezndma sloucenina obsahuje celkem Sest diastereotopickych atomt vodiku. Tyto
atomy vodiku jsou chemicky neekvivalentni, coZ zpisobuje mnoho spin-spinovych interakci.
Ve spektru se tak piky prekryvaji a tvofi multiplety. Tento jev je zifejmé zpiisoben chiralnim
centrem na uhliku s chemickym posunem 6 = 56.5 ppm a pfitomnosti alifatického kruhu. Atom

vodiku s chemickym posunem o6=2.79-2.82 ppm interaguje navzajem s atomy vodiku
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s chemickym posunem 6= 2.93-2.98 ppm a 0= 3.25-3.28 ppm, které nalezi jednomu atomu
uhliku s chemickym posunem 6= 39.4 ppm. Dale atom vodiku s chemickym posunem
0=4.18-4.20 ppm vzijemné¢ interaguje s atomy vodiku, které maji chemicky posun
0=2.91-2.93 ppm a 6=3.13-3.17 ppm a nalezi jednomu atomu uhliku s chemickym posunem
0=40.7 ppm.

YO\

2.79-2.82 2.93-2.98 4 18-4.20 2. )1 2 93

—%) —%

329“{28 313517

Obrazek 8 — Urcovani strukturniho motivu 11l pro neznamou latku MagG3B, COSY korelace

Molekulova hmotnost neznadmé slouceniny MagG3B je 299. Znamé strukturni motivy maji
molekulovou hmotnost 267. Rozdil 32 odpovida jednomu atomu kysliku, jednomu atomu
dusiku a dvéma atomiim vodiku. Vodiky nejsou v 'H-NMR spektru pozorovany z diivodu
rychlého proton-transferu v protickém prostfedi deuterovaného methanolu. Jednd se tedy
pravdépodobné o hydroxylovou, resp. sekunddrni aminovou funkéni skupinu. Sumérni vzorec

je tedy CigH21NOs. Index nenasycenosti (U) pro tento sumarni vzorec plati:

Z'nc+nN_nH

U=1
+ 2
B 2-184+41-21
N 2
U=9

Index nenasycenosti 9 odpovida dvéma benzenovym jadrim (2x4) a jednomu alifatickému

kruhu (1). Dvojna vazba neni vzhledem ke strukturnim motiviim mozna.

Vzhledem k indexu nenasycenosti neznamé slouceniny musi byt ve struktuie jesté jeden
alifaticky cyklus. Hydroxylova skupina mize byt navdzana pouze na posledni kvarterni uhlik
aromatického jadra s chemickym posunem 6=156.0 ppm. Nasledn¢ byly spojeny jiz objasnéné

¢asti v jeden celek.

Zbyvajici dva kvarterni uhliky z prvniho aromatického kruhu jsou substituovany

alifatickymi atomy uhlikii. To dokazuji korelace mezi atomem vodiku benzenového kruhu
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s chemickym posunem o= 6.70 ppm s alifatickym uhlikem s chemickym posunem
0 =27.4 ppm. Potvrzeni této substituce je také opacna korelace vodiku s chemickym posunem
0=2.79-2.82 ppm vazan¢ho na tento alifaticky uhlik s atomy uhliku benzenového jadra
s chemickymi posuny 6= 111.8 ppm a o = 128.5 ppm. Stejn¢ tak atom vodiku aromatického
kruhu s chemickym posunem 6 = 6.57 ppm vykazuje interakci s atomem uhliku s chemickym
posunem O = 56.5 ppm. Tato substituce je také potvrzena interakci vodiku s chemickym
posunem O = 4.18—4.20 ppm vazané¢ho na tento alifaticky uhlik s aromatickymi uhliky
benzenového jadra s chemickymi posuny 6= 126.2 ppm a 6= 110.2 ppm pies tii vazby a také
slabsi interakci pres dvé vazby s uhlikem s chemickym posunem o = 128.5 ppm. Pokrok

v urcovani struktury je navrzen na Obrazku 9.

6.57 4.18-4.20

Obrizek 9 — Urcovéni strukturniho motivu IV pro nezndmou litku MagG3B

Alifaticky vodik s chemickym posunem &= 4.18—4.20 ppm vazany na uhlik s chemickym
posunem o= 56.5 ppm vykazuje interakci pfes tfi vazby s aromatickym uhlikem druhého
benzenového jadra, ten ma chemicky posun 0=128.6 ppm. Zaroven atom vodiku s chemickym
posunem & = 7.07-7.09 ppm tohoto druhého aromatického jadra vykazuje interakci pies tii
vazby s alifatickym uhlikem s chemickym posunem 6= 40.7 ppm. Benzenova jadra jsou tedy
spojena pies dva alifatické uhliky s chemickymi posuny 6= 56.5 ppm a 6= 40.7 ppm. Dva
chemicky neekvivalentni atomy vodiku schemickym posunem o= 2.91-2.93 ppm
a 0=3.13-3.17 ppm, které nalezi atomu uhliku s chemickym posunem 6 =40.7 ppm, interaguji
s uhliky obou aromatickych jader s chemickym posunem 6= 128.5 a § =130.2 ppm. Interakce
je potvrzena korelaci atomu vodiku s chemickym posunem &= 7.07-7.09 ppm pfes tii vazby

s atomem uhliku s chemickym posunem 6= 40.7 ppm. (Obrazek 10)
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6.70 2.79-2.82

H H
381 H
H \ 0 111.8 274 2.93-2.98
SN S 3.25-3.28
H—>55.0 148.0 126.2 39.4 ~
H | 4,18-4.20AM H
H \'%0 147.2 128.5 H
R .
H o] 110.2 56.5 H 7.07-7.09
3.69
6.76-6.78
657H \ H
2.91-2.9;\40-7 /H
3.13-3.17 128.6 115.1
156.0
=N
OH

6.76-6.78
Obrazek 10 — Urcovani strukturniho motivu V pro neznamou latku MagG3B

Zbyvajici sekundarni amin je posledni spojujici ¢lanek alifatického cyklu. Dle interakce
diastereotopickych vodikd s chemickym posunem 6= 2.93-2.98 ppm a 6=3.25-3.28 ppm
s aromatickym uhlikem, ktery ma chemicky posun &= 126.2 ppm, a také s uhlikem
s chemickym posunem 6= 56.6 ppm, lze urcit polohu sekundarniho aminu zcela jasné.
(Obrazek 11). Jeho polohu potvrzuje i korelace atomu vodiku s chemickym posunem

0=4.18-4.20 ppm s atomem uhliku s chemickym posunem 6= 39.4 ppm.

2.79-2.82

H

2.93-2.98
3.25-3.28

H

@) ~ 111.8 27.4 | H
H > 55.0 / 14s.u/ %IZ(-.Z/(*:!SAi
H 4.18-4.20
H
H>55_0 147.2 /u“
" / \O/ '“’-2/ 56.5/ 7.07-7.09
H 3.69 | H
6'.;|7 2,9,:'9:\40,7\ 1302 6.76-6.78
3.13.3.1;1/ ]28-6/ %115-1
130.2 156.0
7.07-7.09 -
H - \115,1/ \OH
H
6.76-6.78

Obrazek 11 — Urcovani strukturniho motivu VI pro neznamou latku MagG3B
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Slabsi korelace gHMBC a NOESY korelace (Obrdzek 12) pies prostor jen potvrzuji

6.70 2.79-2.82
H H

uréenou strukturu.

H | H 2.93-2.98
3.81 o H
111.8 27.4 3.25-3.28
55.0 148.0 126.2 39.4
H— 4.1?_-'4.20 |
H—__

55.0 147.2 128.5

H//\ N

NH
110.2 56.5
O ’ H 7.07-7.09
H 3.68 | \ |
H
657H ~ .
2.91-2.93 40.7 130.2 H 6.76-6.78

\_/( ~ ~ ~ e

/ N
128.6 115.1
<> 7
3.13-3.1

130.2 - 156.0

~ -
H o 115.1 \OH

7.07-7.09 |

H 6.76-6.78
Obrazek 12 — NOESY interakce neznamé latky MagG3B

Struktura neznamé slouceniny s ozna¢enim MagG3B se sumarnim vzorcem CigH>1NO3
byla  urena  jako  N-norarmepavin,  1-(4’-hydroxybenzyl)-6,7-dimethoxy-1,2,3,4-
tetrahydroisochinolin (Obrdzek 14). (1
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6.70 2.79-2.82

111.8 27.4
3.81 (@) 2.93-2.98
55-0/ 3.25-3.28
39.4

4.18-4.20
56.5 7.07-7.09
130.2

6.57
110.2

2.91-2.93
3.13-3.17

40.7 128.6

6.76-6.78
115.1

156.0
7.07-7.09

130.2 OH

6.76-6.78
115.1
Obrazek 13 — Chemicka struktura neznamé latky MagG3B

TH-NMR (500 MHz, CD30D, 25 °C): §=2.79-2.82 (2H, m, H4),2.91-2.93 (1H, m, CH>),
2.93-2.98 (1H, m, H3), 3.13-3.17 (1H, m, CH>), 3.25-3.28 (1H, m, H3), 3.69 (3H, s, OCH3),
3.81 (3H, s, OCHj3), 4.18—4.20 (1H, m, HI1), 6.57 (1H, s, HS), 6.70 (1H, s, H5), 6.76—6.78 (2H,
m; H3', H5), 7.07-7.09 ppm (2H, m, H2', H6").

13C-NMR (125 MHz, CD30D, 25 °C): §=27.4 (C4), 39.4 (C3), 40.7 (CHa), 55.0 (OCHs),
56.5 (CI), 110.2 (C8), 111.8 (C5), 115.1 (C3", C5), 126.2 (C4a), 128.5 (C8a), 128.6 (CI’),
130.2 (C2°, C6"), 147.2 (C7), 148.0 (C6), 156.0 ppm (C4").
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43 MAG-G1

'"H NMR spektrum neznamé slouceniny MAG-G1 obsahuje celkem dvanact signald.
Z toho celkem osm signali se nachédzi v tzv. alifatické casti spektra. Vyrazny singlet
s chemickym posunem ¢ = 2.63 ppm odpovidé integracni intenzitou tfem atomim vodiku.
Vzhledem k chybéjici spin-spinové interakci a integracni intenzité se jedna o signal methylu
vazaného pfimo na heteroatom. Multiplet s chemickym posunem 6= 2.71-2.79 ppm odpovida
dvéma atomim vodiku. Jedna se ziejm¢ o piekryté signaly odpovidajici vice chemicky
neekvivalentnim atomtim vodiku. Dalsi multiplet s chemickym posunem 6 = 2.91-2.98 ppm
odpovida dvéma atomim vodiku. U tohoto multipletu je také mozné, Zze se jedna o prekryti
signalt. Multiplet s chemickym posunem 6= 3.18-3.22 ppm odpovida jednomu atomu vodiku.
Také multiplet s chemickym posunem 6 =3.34-3.36 ppm odpovida jednomu atomu vodiku.
Dalsi dva vyrazné singlety odpovidajici kazdy tfem atomim vodiku s chemickymi posuny
0=3.44 ppm a 6= 3.79 ppm nalezi opét methylim vazanym na heteroatom. Patrn¢ se jedna
o dvé¢ methoxyskupiny. Poslednim signalem v alifatické oblasti je multiplet s chemickym
posunem o6 = 3.87-3.90 ppm odpovidajici jednomu atomu vodiku. Na zaklad¢ vysSiho posunu
1ze odvodit, Ze atom je zfejmé odstinén elektronegativnim heteroatomem. V aromatické ¢asti
spektra se nachazi celkem Ctyfi signaly. Dva singlety s chemickym posunem o = 5.87 ppm
a 0=16.70 ppm odpovidaji kazdy jednomu atomu vodiku. Déle dva multiplety (AA'BB’
systém) s chemickym posunem 6= 6.71-6.73 a 6 = 6.89—6.91 ppm odpovidaji kazdy dvéma
atomim vodiku. Jednd se o vodiky ve vzijemné sousedici poloze, jednd se tedy

o para-disubstituované benzenové jadro.

Ve *C NMR spektru se nachizi celkem sedm signal@ v alifatické ¢asti spektra. Jedna se
o signaly s chemickymi posuny 6= 24.0 ppm, 6 = 38.6 ppm, 6 =40.7 ppm, 6=45.5 ppm,
0=54.5 ppm, 6=54.9 a = 64.7 ppm. Dalsich deset signalii se pak nachazi v ¢asti aromatické
o=111.4 ppm, 6=111.6 ppm, 6= 114.8 ppm, 6= 124.4 ppm, 6= 127.1 ppm, 6= 129.1 ppm,
o = 130.7 ppm, 6 = 1463 ppm, 148.0 ppm a o = 155.8 ppm. Vzhledem k urcené

para-disubstituci benzenového jadra dva z téchto signdlli odpovidaji dvéma atomiim uhliku.

Pomoci experimentu gHSQC byly pfifazeny k uhlikovym atomiim k nim pfimo vazané
atomy vodiku dle pfislusnych korelaci (7Tabulka 4). Experiment potvrdil, ze multiplet
s chemickym posunem 6= 2.71-2.79 ppm vznikl piekryvem dvou signall. Pfekryv signala se

ukazal i u multipletu s chemickym posunem 6= 2.91-2.98 ppm.
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BC (ppm) 'H (ppm)
24.0 2.71-2.79; 2.91-2.98
38.6 2.71-2.79; 3.18-3.22
40.7 2.63
45.5 2.91-2.98; 3.34-3.36
54.5 3.44
54.9 3.79
64.7 3.87-3.90
111.4 6.70
111.6 5.87
114.8 6.71-6.73
130.7 6.89-6.91
124.4;127.1; 129.1
146.3; 148.0, 155.8

Tabulka 4 — gHSQC korelace nezndmé latky MAG-G1

Celkem tfi uhliky vykazuji korelace se dvéma chemicky neekvivalentnimi atomy vodiku,
z ¢ehoz vyplyva, ze se jednd o Sest tzv. diastereotopickych vodikii. Neznamé sloucenina
obsahuje tfi methylové skupiny, které nevykazuji v 'H-NMR spektru 7z4dné interakce s jinymi
vodikovymi atomy. Jedna se o methyly navdzané piimo na heteroatomy. Singlet s chemickym
posunem o= 2.63 ppm korelujici s atomem uhliku s chemickym posunem 6 = 40.7 ppm
odpovida methylové skupiné vazané nejpravdépodobnéji na atom dusiku. Dalsi dva methyly
vzhledem k vy$§im chemickym posuniim nélezi dvéma methoxyskupindm, tedy atom vodiku
s chemickym posunem ¢ = 3.44 ppm koreluje s uhlikem s chemickym posunem 6= 54.5 ppm
a atom vodiku s chemickym posunem &6 = 3.79 ppm koreluje s atomem uhliku s chemickym
posunem o= 54.9 ppm. Podle gHSQC experimentu bylo dile urceno Sest kvarternich
aromatickych uhlikli, které nemaji v tomto spektru Zadné korelace, a Ctyfi tercidrni uhliky.

Doposud znamé strukturni motivy jsou shrnuty v Tabulce 5.
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3C (ppm) H (ppm) Pi‘edpokladany strukturni motiv
24.0 2.74-2.79; 2.94-2.98
i Diastereotopicka { i
38.6 2.71-2.74; 3.18-3.22 iastereotopickd methylenova skupina
40.7 2.63 Methyl vazany na dusik
45.5 2.91-2.94; 3.34-3.36 Diastereotopickd methylenova skupina
54.5 3.44 ‘
549 379 Methoxyskupina
64.7 3.87-3.90 Termamlralvlfa’tlcky uhlikovy atom
odstinény heteroatomem
111.4 6.70
111.6 5.87 I R
114.8 6.71-6.73 Terciarni aromatické uhliky
130.7 6.89-6.91
124.4; 127.1; 129.1 . o
146.3: 148.0, 155.8 - Kvarterni aromatické uhliky

Tabulka 5 — Predpokladané strukturni motivy neznamé slouceniny MAG-G1

Dale byly pomoci gHMBC experimentu ureny vzajemné polohy téchto jednotlivych

strukturnich jednotek.
1C (ppm)
'H(ppm) Korelace
3 vazby 2 vazby 4 vazby
2.63 45.5; 64.7 — _
2.71-2.74 130.7 129.1 -
2.74-2.79 127.1; 111.4 124.4 64.7
2.91-2.94 124.4 24.0 _
2.94-2.98 127.1; 111.4 45.5;124.4 —
3.18-3.22 127.1; 130.7 64.7;129.1 -
3.34-3.36 124.4 24.0 -
3.44 146.3 — _
3.79 148.0 - _
3.87-3.90 45.5; 1244 127.1 —
5.87 64.7;124.4; 148.0 146.3 -
6.70 24.0; 127.1; 146.3 148.0 -
6.71-6.73 114.8; 129.1 155.8 -
6.89-6.91 38.6; 130.7; 155.8 114.8 114.8

Tabulka 6 — gHMBC korelace neznimé slouceniny MAG-GI
UrCovani struktury neznamé latky MAG-G1 bylo zahijeno od jednoho ze dvou
benzenovych jader. Atom vodiku schemickym posunem 6 = 5.87 ppm vazany pifimo
na aromaticky atom uhliku s chemickym posunem 6= 111.6 ppm vykazuje korelaci pies tii
vazby se dvéma aromatickymi kvarternimi uhliky s chemickymi posuny 6= 124.4 a 6= 148.0

ppm. Druhy vodik s chemickym posunem 6 = 6.70 ppm téhoz aromatického jadra, ktery je
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pfimo navéazan na uhlik s chemickym posunem &= 111.4 ppm, interaguje ptes tfi vazby se
dvéma kvarternimi aromatickymi uhliky s chemickymi posuny 6=127.1 ppm a 6= 146.3 ppm.
Je ztejmé, ze vodiky benzenového jadra jsou ve vzajemné poloze /,4. Atomy vodiki obou
methyltit methoxyskupin s chemickymi posuny 6 = 3.44 a 6=3.79 ppm vykazuji interakce
s kvarternimi uhliky s chemickymi posuny 6 = 146.3, resp. 148.0 ppm zminovaného
benzenového jadra. (Obrazek 14)

H
H—54.4\
H// 0

Obrazek 14 — Urcovani strukturniho motivu I pro neznamou latku MAG-G1

Atom vodiku s chemickym posunem o= 5.87 také interaguje s alifatickym atomem uhliku
s chemickym posunem 6= 64.7 ppm. Vodik s posunem d= 6.70 ppm dale koreluje s atomem
uhliku s chemickym posunem 6 = 24.0 ppm. Na tomto uhliku jsou navazany dva chemicky
neekvivalentni atomy vodiku s chemickym posunem 0= 2.74-2.79 ppm a 6= 2.94-2.98 ppm
(viz Obrazek 16). Neznama sloucenina obsahuje celkem Sest diastereotopickych atomt vodiku.
Tento jev je ziejmé zplsoben chirdlnim centrem na uhliku s chemickym posunem & = 64.7 ppm
a piipadnou ptitomnosti alifatického cyklu. Pomoci experimentu gCOSY byly urceny interakce
atomu vodiku. Atom vodiku s chemickym posunem o= 2.74-2.79 koreluje s atomy vodiku
s chemickymi posuny 6=2.91-2.94 ppm, 0=2.94-2.98 ppm a 6 = 3.34-3.36 ppm. Atom
vodiku s chemickym posunem o= 2.91-2.94 ppm interaguje dale s atomy vodiku s chemickym
posunem 0= 2.94-2.98 ppm a 6= 3.34-3.36 ppm, tyto dva vodiky taktéZ interaguji mezi sebou.
I vodik s chemickym posunem 6= 3.87-3.90 ppm koreluje v gCOSY spektru s atomy vodiku
s chemickym posunem 6= 2.71-2.74 ppm a 6= 3.18-3.22 ppm. Tyto dva vodiky také koreluji

mezi sebou navzajem. Korelace gCOSY jsou zakresleny na Obrazku 15.
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2.94-2.98 2.91-2.94 3 87-3.90 3.18-3.22

45, <—§> 647 38. 6—%)

2.74-2.79 3. 34 3.36 2.71-2.74

Obrazek 15 — Urcovani strukturniho motivu Il pro neznamou ldatku MAG-G1, COSY korelace

Postaveni methoxyskupin potvrzuje i NOESY experiment, ktery ukazuje korelace pies
prostor mezi atomy vodiku s chemickym posunem 6= 3.44 ppm a o= 5.87, stejn¢ tak 6= 3.79
ppm s 0= 6.70 ppm. Pokrok v objasnéni struktury je navrzen na Obrdzku 16.

NOESY
70 2.74-2.79
H 2.94-2.98
'\H H
2.91-2.94
3.79 \ / H
H \ o] 111.4 /14.0 / 3.34-3.36
PN H
H— 54.9 148.0 1244 \45.5 -

R &

H 54.4 146.3 127.1
// NS N TN )’»

H (0] 111.6 64.7
345 H \—/l |\3sn<gz-
N |

5.87 3.87-3.90 H 2.71-2.74
3.18-3.22

NOESY

Obrizek 16 — Urcovani strukturniho motivu Il pro nezndmou latku MAG-G1
Postaveni alifatickych uhliki potvrzuje 1 gHMBC experiment. Atomy vodiku
s chemickym posunem o6=2.74-2.79 ppm a 0=2.94-2.98 ppm navazané¢ na jeden uhlik
koreluji ptes tfi vazby s atomy uhliku s chemickym posunem 6= 127.1 ppm a 6= 111.4 ppm.
Atomy vodiku s chemickym posunem o6=2.91-2.94 ppm a 6= 3.34-3.36 ppm navazané
na jeden uhlik koreluji oba pfes tfi vazby s atomem uhliku s chemickym posunem o= 124.4
ppm. S timto atomem uhliku interaguje pies tfi vazby i atom vodiku s chemickym posunem

5= 3.87-3.90 ppm. (Obrdzek 17)
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Obrazek 17 — Urcovani strukturniho motivu IV pro neznamou latku MAG-G1
Nasledné byl ur¢en druhy aromaticky kruh. Experiment gCOSY ukazuje vzajemnou
korelaci vodikovych atomt s chemickym posunem 6= 6.89-6.91 ppm a 6=6.71-6.73 ppm
benzenového jadra. Vzhledem ke vzajemné poloze vodikii 7,2 je toto benzenové jadro
tzv. para-disubstituované. Déle atom vodiku s chemickym posunem & = 6.89—6.91 interaguje
ptes tfi vazby s atomy uhliku s chemickym posunem 6= 130.7 ppm a 6= 155.8 ppm. Obdobné

interaguje atom vodiku s chemickym posunem 6= 6.71-6.73 ppm s atomy uhliku s chemickym

-~ DN -~

6.70 2.74-2.79
- Y RX
H 2.94-2.98

2.91-2.94

111.4 24.0 3.34-3.36

124.4

~ ~
111.6 (.4.7\ /v%
| | 38.6\
H H | H
5.87 3.87-390 H 2.71-2.74
3.18-3.22

posunem 0= 114.8 ppm a o= 129.1 ppm. (Obrazek 18)

6.89-6.91

Obrdzek 18 — Urcovani strukturniho motivu V pro nezndmou latku MAG-G1
Neznama slouc¢enina ma molekulovou hmotnost 313. Molekulovd hmotnost doposud
urcenych strukturnich motivl je 267. Rozdil 46 odpovida jednomu atomu dusiku, na ktery je
navazan methyl, dale jednomu atomu kysliku a vodiku. Methylové skupiné vazané na atom
dusiku odpovidéd singlet s chemickym posunem o= 2.63 ppm korelujici s atomem uhliku
s chemickym posunem o6 = 40.7 ppm. To jen potvrdilo vySe uvedené informace. Vodik neni

z diivodu jeho rychlé vymeény v protickém rozpoustédle ve spektru pozorovatelny. Jedné se o

6.89-6.91

H 6.71-6.73

6.71-6.73
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vodik pfimo vdzany na tento kyslik, tedy hydroxyskupinu. Sumarni vzorec neznamé slou¢eniny

je C19H23NO:s.
Index nenasycenosti (U) pro tento sumarni vzorec plati:

Z'nc+nN_nH

U=1
+ 2

B 2-194+1-23
N 2
U=9

Ze spekter a indexu nenasycenosti 1ze vyvodit, Ze struktura nezndmé slouceniny obsahuje
dvé benzenova jadra, coz odpovida indexu nenasycenosti 8 (2x4). Zbyvajici stupen
nenasycenosti tak odpovida nejpravdépodobnéji alifatickému kruhu. To jen potvrzuje zatim

ur¢enou strukturu.

Atom vodiku s chemickym posunem 6= 2.63 ppm patiici methylu, ktery je navazany
na atom dusiku, interaguje pies tfi vazby s atomy uhliku s chemickym posunem &= 64.7 ppm
a 0=45.5 ppm. Terciarni amin tak uzavira alifaticky cyklus. Hydroxyskupina miZze byt
navazana pouze na posledni kvarterni uhlik aromatického jadra s vy$§im chemickym posunem
0=155.8 ppm. Posledni ¢asti je spojeni molekuly v jeden celek. Atomy vodiku s chemickym
posunem 6= 3.18-3.22 ppm a 6= 2.71-2.74 ppm navéazané na jeden alifaticky uhlik korelu;ji
s atomem uhliku prvniho benzenového jadra s chemickym posunem o= 127.1 ppm, také
koreluji s druhym benzenovym jadrem, tedy satomem uhliku s chemickym posunem
0=130.7 ppm. Naopak atom vodiku navazany na tento aromaticky uhlik s chemickym
posunem o= 6.89-6.91 ppm koreluje s atomem uhliku s chemickym posunem 6= 38.6 ppm.

Benzenov4 jadra jsou tedy spojena pies dva alifatické uhliky s posuny 0= 38.6 ppma 6= 64.7
ppm. (Obrazek 19)
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Obrazek 19 — Urcovani strukturniho motivu VI pro neznamou ldatku MAG-G1
Struktura neznamé slou€eniny s oznacenim MAG-G1 se sumarnim vzorcem Ci9oH23NO3
byla uréena jako armepavin, 1-(4-hydroxybenzyl)-2-methyl-6,7-dimethoxy-1,2,3,4-

tetrahydroisochinolin. (Obrdzek 20) 29
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2.74-2.79

6.70 2.94-2.98
‘ 111.4 24.0 2.91-2.94
3.79 3.34-3.36
54.9 / 45.5
2 N 2.63
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470

3.87-3.90

5.
{ 1?_76 64.7 6.89-6.91
2.71-2.74 130.7
3.18-3.22 6.71-6.73
38.6 114.8

6.71-6.73 O I I

114.8

Obrazek 20 — Struktura neznamé slouceniny s oznacenim MAG-G1
IH-NMR (500 MHz, MeOD, 25 °C): 2.63 (3H, s, NCH;) 2.71-2.74 (1H, m, CH)),
2.74-2.79 (1H, m, H4), 2.91-2.94 (1H, m, H3), 3.18-3.22 (1H, m, CH.), 3.34-3.36 (1H, m,
H3), 3.44 (3H, s, OCH3), 3.79 3H, s, OCHj), 3.87-3.90 (1H, m, H1), 5.87 (1H, s, H8), 6.70
(1H, s, H5), 6.71-6.73 (2H, m, H3", H5"), 6.89-6.91 ppm (2H, m, H2", H6").

13C-NMR (125 MHz, MeOD, 25°C): 24.0 (C4), 38.6 (CH>), 40.7 (NCH3), 45.5 (C3),
54.4 (OCH3), 54.9 (OCH3), 64.7 (CI), 111.4 (C5), 111.6 (C8), 114.8 (C3°, C5), 124.4 (C4a),
127.1 (C8a), 129.1 (C17), 130.7, (C2", C6"), 146.3 (C7), 148.0 (C6), 155.8 ppm (C4").
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44 MAG-H3

'"H-NMR spektrum obsahuje celkem jedenact signall, coZz znamena, Ze nezniama
molekula obsahuje jedenact chemicky neekvivalentnich atomt vodiku. Nasledujici signaly se
vyskytuji v alifatické casti spektra. Multiplet s chemickym posunem &=2.72-2.82 ppm
odpovida integracni intenzitou dvéma atomtim vodiku. V tésné blizkosti se pak vyskytuje dalsi
multiplet s chemickym posunem o= 2.82-2.88 ppm, ktery odpovida jednomu atomu vodiku.
Multiplet s chemickym posunem J6=2.92-3.10 ppm odpovidd jednomu atomu vodiku.
Multiplet s chemickym posunem 6= 3.18-3.22 ppm odpovidé integracni intenzitou jednomu
atomu vodiku. Také multiplet s chemickym posunem 6= 3.22-3.25 ppm odpovida integracné
jednomu atomu vodiku. Vyrazny singlet s chemickym posunem ¢ = 3.81 ppm s integracni
intenzitou odpovidajici tfem atomim vodiku nélezi zfejm¢é methylové skupiné navazané
na heteroatom. Multiplet s vy§§im chemickym posunem 6= 4.16—4.20 ppm odpovida jednomu
atomu vodiku, tento vodik je zfejmé elektronové odstinén heteroatomem. Ctyfi ze signalil se
vyskytuji v oblasti aromatické. Singlet s chemickym posunem o6 = 6.68 ppm odpovida
integracné jednomu atomu vodiku, stejné¢ tak jednomu atomu vodiku odpovida singlet
s chemickym posunem ¢ = 6.69 ppm. Multiplety s chemickym posunem & = 7.09-7.11 ppm
a 0=06.77-6.79 ppm vykazuji vzdjemnou spin-spinovou interakci. Oba signaly odpovidaji
integralni intenzitou kazdy dvéma atomim vodiku. Jednd se o typické signaly atomi vodikt

para-disubstituované¢ho benzenového jadra, kdy jsou vodiky ve vzajemné poloze /,2.

Ve 3C NMR spektru se nachazi celkem patnact signaltl. P&t signald se vyskytuje
v alifatické oblasti, jedna se o signaly s chemickymi posuny ¢ = 28.6 ppm, ¢ = 41.3 ppm,
0=41.7 ppm, 6 = 56.4 ppm a 6 = 57.9 ppm. Zbylych deset signalli odpovidd atomim
aromatického charakteru: 6 = 112.9 ppm, 6 = 114.1 ppm, 6 = 116.6 ppm, 6 = 126.0 ppm,
0=129.5 ppm, 6=129.6, 6= 131.5 ppm, 6= 146.0 ppm, 6= 148.3 ppm a 6= 157.5 ppm.

Pomoci gHSQC experimentu byly dle korelaci pfifazeny uhlikovym atomiim navazané

vodikové atomy (Tabulka 7).
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BC (ppm) 'H (ppm)
28.6 2.72-2.82
413 2.92-3.10; 3.22-3.25
41.7 2.82-2.88:3.18-3.21
56.4 3.81
57.9 4.16-4.20
112.9 6.69
114.1 6.68
116.6 6.77-6.79
131.5 7.09-7.11
126.0; 146.0; 129.5
129.6; 148.3; 157.5

Tabulka 7 — gHSQC korelace neznamé latky MAG-H3

Uhliku s chemickym posunem o6 = 28.6 ppm nalezi vodik s chemickym posunem
0=2.72-2.82 ppm. Dvéma atomim uhliku nalezi dle korelace gHSQC po dvou chemicky
neekvivalentnich vodicich. Tedy atomu uhliku s chemickym posunem 6=41.3 ppm nélezi
vodiky s chemickym posunem ¢ = 2.92-3.10 ppm a o=3.22-3.25 ppm, atomu uhliku
s chemickym posunem o = 41.7 ppm ndalezi dva vodiky schemickym posunem
0=2.82-2.88 ppma 6= 3.18-3.21 ppm. Z tohoto je usuzovano, zZe se jedna o diastereotopické
vodiky. Tento jev také vysvétluje znacné St€peni signall v alifatické casti spektra. Atom vodiku
s chemickym posunem 6= 3.81 ppm koreluje s uhlikem s chemickym posunem 6= 56.4 ppm.
Tento methyl vzhledem kvy$§imu chemickému posunu nalezi pravdépodobné
methoxyskupiné. Podle gHSQC experimentu byly déle uréeny tercidrni uhliky, jeden alifaticky
a Ctyfi aromatické. Sest signalti kvarternich aromatickych uhlikéi odpovida redlnému podtu

signalt. Dosud zndmé strukturni motivy jsou shrnuty v Tabulce 8.
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C (ppm) H (ppm) Struktura
28.6 2.72-2.82 . o , :
413 2.92-3.10; 3.22-3.25 Diastereotopicka methylenova skupina
41.7 2.82-2.88; 3.18-3.21
56.4 3.81 Methoxyskupina
579 4.16-4.20 Terciarni alifaticky uhlik odstinén
heteroatomem
112.9 6.69
} }2; 3 767_62 75 Terciarni aromatické uhliky
131.5 7.09-7.11
126.0; 146.0; 129.5 . e
129.6: 148.2. 157.5 - Kvarterni aromatické uhliky

Tabulka 8 — Ucené strukturni motivy neznamé latky MAG-H3

Pomoci gHMBC byly urceny korelace mezi atomy vodiku a uhliku ptes 3 vazby. Slabsi
signaly pak odpovidaji interakcim ptes 2 nebo 4 vazby (Tabulka 9).

*C (ppm)
"H(ppm) Korelace
3 vazby 2 vazby 4 vazby

2.72-2.82 112.9, 129.6 41.3,126.0 57.9, 148.3
2.82-2.88 129.6, 131.5 57.9 41.3
2.92-3.10 57.9,126.0 28.6 _
3.18-3.21 129.6, 131.5 57.9 413
3.22-3.25 57.9,126.0 28.6 _

3.81 148.3 — _
4.16-4.20 114.1, 126.0 41.7,129.6

6.68 57.9,126.0, 148.3 — 112.9

6.69 28.6, 129.6, 146.0 — 114.1
6.77-6.79 116.6, 129.5 157.5 —
7.09-7.11 41.7,131.5,157.5 116.6 _

Tabulka 9 — gHMBC korelace neznamé latky MAG-H3

Urc¢ovani struktury bylo opét zapocato od jednoho z benzenovych jader. Aromaticky atom
vodiku s chemickym posunem & = 6.68 ppm koreluje pfes tii vazby se dvéma atomy uhliku
s chemickymi posuny 6 = 126.0 ppm a 6 = 148.3 ppm. Obdobnou korelaci se dvéma atomy
uhliku s chemickymi posuny 6= 129.6 ppm a 6= 146.0 ppm vykazuje druhy aromaticky vodik
téhoZ benzenového jadra schemickym posunem O = 6.69 ppm. Signdl atomu vodiku
s chemickym posunem 6= 3.81 ppm patfici methoxyskupin¢ vykazuje korelaci pies tfi vazby
s atomem uhliku s chemickym posunem ¢ = 148.3 ppm. Struktura sestavena podle téchto

korelaci je zobrazena na Obrazku 21.
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Obrdzek 21 — Urcovani strukturniho motivu I pro neznamou latku MAG-H3

Dalsi interakce téchto aromatickych vodikii vedou k urceni substituentli aromatického
jadra atomy alifatickych uhlikd. Aromaticky vodik s chemickym posunem 6 = 6.68 ppm
interaguje pies tfi vazby s tercidrnim alifatickym uhlikem s chemickym posunem 6= 57.9 ppm.
Atom vodiku s chemickym posunem 6=4.16—4.20 ppm tohoto uhliku zpétné potvrzuje spravné
postaveni a interaguje pfes tii vazby s atomy uhliku s chemickym posunem 6 = 114.1 ppm
a 0=126.0 ppm. Stejnou interakci pak vykazuje aromaticky vodik s chemickym posunem
0= 6.69 ppm s alifatickym uhlikem s chemickym posunem 6= 28.6 ppm. Naopak atom vodiku
patfici k tomuto uhliku s chemickym posunem ¢ = 2.72-2.82 ppm interaguje pies tii vazby
s atomy uhliku s chemickym posunem 6= 129.6 ppm a 6= 112.9 ppm. (Obrazek 22)

Obrizek 22 — Urcovani strukturniho motivu I pro nezndmou latku MAG-H3
Nasledné byl uréen druhy aromaticky kruh. Experiment gCOSY ukazuje vzajemnou
korelaci vodikovych atomtl s chemickym posunem 6= 6.77-6.79 ppm a 6= 7.09-7.11 ppm
benzenového jadra. Vzhledem ke vzajemné poloze vodikii 7,2 je toto benzenové jadro
tzv. para disubstituované. Dale atom vodiku s chemickym posunem & = 6.77-6.79 interaguje

pfes tii vazby satomy uhliku s chemickym posunem o= 116.6 ppm a 6= 129.5 ppm.
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Obdobn¢ interaguje atom vodiku s chemickym posunem 6= 7.09-7.11 ppm s atomy uhliku
s chemickym posunem 6= 131.5 ppm a 6= 157.5 ppm. (Obrdzek 23)

7.09-7.11

H 6.77-6.79

6.77-6.79

Obrazek 23 — Urcovani strukturniho motivu Il pro nezndmou litku MAG-H3

Korelace atomii vodiku patfici alifatickym uhlikim byly ureny pomoci gCOSY
experimentu. Atom vodiku s chemickym posunem 6= 2.72-2.82 koreluje s atomy vodiku
s chemickymi posuny 6=2.92-3.10 ppm a 6 = 3.22-3.25 ppm. Atomy vodiku s chemickymi
posuny 0=2.92-3.10 ppm a 6 = 3.22-3.25 ppm vzajemn¢ interaguji. Vodik s chemickym
posunem o = 2.82-2.88 ppm koreluje satomy vodiku schemickym posunem
0=3.18-3.21 ppm a 0= 4.16—4.20 ppm. Tyto dva vodiky také vykazuji vzajemnou korelaci.
Tyto korelace gCOSY jsou znazornény na Obrdzku 24.

272282 2.92-3.10 416420 2.82-2.88
5—286 41.3 —%) 579 41. 7—%)
3.22-3.25 3.18-3.21

Obrazek 24 — Urcovani strukturniho motivu Il pro neznamou latku MAG-H3
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Nezndma sloucenina mé stanovenou molekulovou hmotnost 285. Molekulova hmotnost
doposud urenych strukturnich motivli je 236. Rozdil tedy odpovida 49. Této zbyvajici
molekulové hmotnosti odpovidad jeden atomu dusiku s navazanym atomem vodiku, tedy
sekundarni aminoskupina, dale dva atomy kysliku a dva atomy vodiku. Vodiky nejsou
v 'H-NMR spektru viditelné zddvodu rychlé vymény protonii v poldrnim protickém
rozpoustédle. Jedna se tedy o dvé hydroxyskupiny, které jsou navazané na dva aromatické
kvarterni uhliky s vy$$simi chemickymi posuny o = 146.0 ppm a 6= 157.5 ppm, kazdy
na jednom aromatickém jadie. Sumarni vzorec neznamé slouceniny je tedy Ci17Hi19NOs. Pro
tento sumarni vzorec plati index nenasycenosti (U):

2'n;+ny—ny
2

2-17+1-19
2

U=1+

U=9
Vzhledem k celkovému poctu aromatickych uhlikli a indexu nenasycenosti lze potvrdit
strukturni prvky neznamé molekuly, kterymi jsou dvé benzenova jadra (U = 8) a alifaticky

cyklus (U=1).

Postaveni vodikii a uhlikli z gCOSY experimentu potvrzuje i gHMBC experiment, kde
atomy vodiku s chemickym posunem 6= 2.92-3.10 ppm a 6 = 3.22-3.25 ppm interaguji pres
tf1 vazby s atomem uhliku s chemickym posunem 6= 126.0 ppm prvniho benzenového kruhu.
Tyto atomy vodiku navazané na jeden uhlik interaguji pfes tfi vazby i s atomem uhliku
s chemickym posunem 6= 57.9 ppm, ktery je, jak uz je dfive uvedeno, odstinén heteroatomem.

Timto je objasnéné postaveni sekundarni aminoskupiny.

Atom vodiku s chemickym posunem 6= 4.16—4.20 ppm interaguje v gHMBC experimentu pies
tfi vazby s atomem uhliku s chemickym posunem 6 = 129.5 ppm. Atomy vodiku, které patii
jednomu atomu uhliku, majici chemické posuny 6 = 2.82-2.88 ppm a 6 = 3.18-3.21 ppm
interaguji oba pfes tfi vazby s atomem uhliku o chemickém posunu 6 = 131.5 ppm. Naopak
atom vodiku schemickym posunem & = 7.09-7.11 ppm interaguje s atomem uhliku
s chemickym posunem 6= 41.7 ppm. Z toho vypliva, Ze benzenova jadra jsou spojena pies dva

uhliky s chemickymi posuny 6=41.7 ppm a 6= 57.9 ppm. (Obrazek 25)
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Obrazek 25 - Urcovani strukturniho motivu IV pro neznamou latku MAG-H3

Urcenou strukturu potvrdily i NOESY korelace pies prostor, které jsou vyznaceny na

Obrazku 26.
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H
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H __56.4 148.3 1260
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Obrazek 26 — NOESY interakce nezndmé slouceniny MAG-H3
Struktura neznamé slouceniny s oznacenim MAG-H3 se sumarnim vzorcem Ci7H19NO3
byla urCena jako koklaurin, 1-(4’-hydroxybenzyl)-6-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-
7-ol. (Obrdzek 27) Y
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Obrazek 27 — Struktura urcené latky MAG-H3
'H NMR (MeOD, 500 MHz, 25 °C): 2.72-2.82 (2H, m, H4), 2.82-2.88 (1H, m, CH>),
2.92-3.10 (1H, m, H3), 3.18-3.21 (1H, m, CH>), 3.22-3.25 (1H, m, H3), 3.81 (3H, s, OCH5),
4.16-4.20 (1H, m, HI), 6.68 (1H, s, HS), 6.69 (1H, s, HS5), 6.77-6.79 (2H, m, H3', H5'),
7.09-7.11 2H, m, H2", H6") ppm.

13C NMR (MeOD, 125 MHz, 25 °C): 28.6 (C4), 41.3 (C3), 41.7 (CHa), 56.4 (OCH3),
57.9 (CI), 112.9 (C5), 114.1 (C8), 116.6 (C3", C5"), 126.0 (C4a), 129.5 (C17), 129.6 (C8a),
131.5 (C2", C6"), 146.0 (C7), 148.3 (C6), 157.5 (C4") ppm.
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5 Zavér
Teoreticka ¢ast této prace je zaméiena na struény popis rodu Magnolia a latkam, které se
v té€chto rostlinach vyskytuji.

V experimentalni ¢asti byla pomoci NMR spektroskopie urcena struktura tfi neznamych

latek izolovanych z Magnolia * soulangeana patiici do celedi Magnoliaceae.

Prvni neznamou latkou se sumdrnim vzorcem CigH>1NO; kodové oznacenou jako

MagG3B byl uréen alkaloid N-norarmepavin. !¥)

Druhou latkou se sumarnim vzorcem Ci9H23NO3 koédoveé oznacenou jako MAG-G1 byl

uréen alkaloid armepavin. 0

Tteti latka se sumarnim vzorcem C17H19NO3 kddove oznacend jako MAG-H3 byla ur¢ena

jako alkaloid koklaurin. @V

NMR spektra vSech latek byla v literatufe jiz uvedena. Méfeni vSak byla provadéna
v aprotickych nepolarnich rozpoustédlech (CD2Clz, CDCI3). Spektra métend v CD30D nebyla

v zadné literatufe dostupna. Zméiena spektra tedy nelze porovnat.
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