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1. UvoDp

1.1. ELIPTICIN

Elipticin patfi zchemického hlediska mezi pyridokarbazoly, jeho
systematicky nazev je 5,11-dimethyl-6 H-pyrido[4,3-b]karbazol.

elipticin (1)

Elipticiny (elipticin a n&které jeho derivaty) jsou alkaloidy s vyraznou
protinadorovou aktivitou izolované z riznych rostlin ¢eledi Apocyanaceae (Ochrosia
borbonica, Excavatia coccinea)'”. Farmakologicky jsou jiz od 70. let vyuZivany
(zvlaste ve Francii) polarné;si derivaty 9-methoxyelipticin a
2-methyl-9-hydroxyelipticin ve formé& acetatu (NMHE)', a to k16&b& zejména
pokrocilého karcinomu prsu skostnimi metastazami,  akutni myeloblastické
leukemie, sarkomi ledvin a karcinomu 3titné Zlazy . Protinadorové téinky derivati
elipticinu jsou i nadale ptedmétem intenzivniho vyzkumu®'*, zkoumano je i pouziti
elipticinii pHi inhibici retrovirové integrazy pti 1é¢bé AIDS .

Vyhodou elipticini je jak vysoka uéinnost, tak i nizké vedlejsi toxické
ucinky, béZné se projevujici asi u tietiny pacientd jen jako nevolnost €i zvraceni,

', Hematologicka toxicita patrné

: : r o : : v 8 r vr o+ r17.18
imunoalergického plvodu se projevuje aZz pfi po dlouhodobém uZivani ",

pfipadn€ xerostomie (u méné nez 20% pacienti)

.. . . , X oy - ry . 7,10
nefrotoxicita, mechanismem vzniku podobna cis-plating, je spiSe vzacna™ .
Kontraindikaci pro uzivani elipticinti je vedle rendlni insuficience také t€¢hotenstvi,

nebot’ u mysi a kralikii byly popsany jejich teratogenni ucinky.

1.1.1. FARMAKOKINETIKA ELIPTICINU

e D f (o . 2
Elipticin je pacientim podavan intravendzné v davce 80 mg/m” na den po
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dobu 3 dni. Jeho polocas v organismu se pohybuje v rozmezi 8 az 51 hodin, existuje
tedy vyrazna inter-individualni variabilita. Eliminovan ztéla je ze 16 % renalni
cestou, majoritne cestou fekalni.

Osud elipticinu v modelovych organismech byl ramcoveé studovan u mysi,
potkand, psti a opic po intraven6znim podani [1-"*C]elipticinu v ddvce 6 mg na 1 kg
hmotnosti experimentalniho zvitete (3 mg/kg u opic)™.

Bylo zji§téno, Ze elipticin je velmi rychle distribuovan nerovhomémé do
riznych organti véetné mozku, patrn€ tedy mize piekonat bariéru mezi krvi a
mozkem - bud diky své rozpustnosti v tucich pasivni difizi’’, ptipadng diky
né&jakému aktivnimu transportnimu procesu’'. Rychlost eliminace z krve, organova
distribuce i exkrece jsou druhové zavislé.

Hlavnim mistem biotransformace elipticinu jsou jatra, kde je elipticin
majoritné pfemeénovan na 9-hydroxyelipticin, ktery je dale konjugovéan na glukuronat
nebo sulfat a vylouéen Zlu&i*. Vedle 9-hydroxyelipticinu byly nalezeny dalsi &tyfi
metabolity elipticinu vznikajici po inkubaci tohoto 1é¢iva s Zivo€iSnymi mikrozomy,

172324 elipticin-N-oxid”® a dale pravdépodobng 12-

a sice 7-hydroxyelipticin
hydroxyelipticin a 13-hydroxyelipticin®. Struktura poslednich dvou metabolitd
dosud neni zcela prokazana. Posledni uvedeny metabolit (na zékladé 'H NMR
pravdépodobné 13-hydroxyelipticin) je zodpovédny za tvorbu majoritniho
kovalentniho aduktu na DNA”.

Elipticin je slaba baze (pK,=7,4°"), v kyselém pH gastrointestinalniho traktu
je tedy ionizovan a nemiZe byt resorbovan ze stieva. Takto je vylouceno pfiblizné
15 % celkové davky elipticinu. Po 24 hodinach dochazi u vSech sledovanych
biologickych druhld k prakticky uplnému vylouéeni elipticinu z organismu, ve

tkanich se vyskytuji jen metabolity ve velice nizké koncentraci.

1.1.2. MECHANISMY CYTOSTATICKEHO PUSOBENI ELIPTICINU

Cytotoxicita elipticinu byva piisuzovana bud’ parentdlni molekule
(metabolismus elipticinu tedy neni povaZovan za proces aktivacni, ale
detoxifikaéni)®, ptipadng 9-hydroxyderivatu (hydroxylace v poloze9 zvysuje a

172428 Elipticin patii do

naopak v poloze 7 sniZuje cytostatickou uc¢innost elipticinu)
skupiny protinadorovych 1éCiv, jejichz mechanismus u¢inku neni jeSté presné

objasnén. Pfedpoklada se, Ze ptrevladajicimi mechanismy protinddorového uc€inku
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jsou:

- Interkalace do dvouiroubovicové molekuly DNA™* zpisobena slabymi
reverzibilnimi hydrofobnimi interakcemi s bazemi DNA'".

- Inhibice topoizomerazy II'" Plisobenim elipticinGi vznika doposud ne zcela
objasnénym mechanismem katalyticky inaktivni komplex topoizomerazy II
kovalentné navazané na roztépenou DNA™™*.

- Selektivni inhibice fosforylace proteinu p53°®"’ Protein p53 je produktem
tumor-supresorového genu. Jeho fyziologickou funkci je indukce apoptozy, k niz
dochazi po  nahromadéni  defosforylované  formy p53. Mutace
tumor-supresorového genu p53 vede ke ztraté jeho funkce, ustava inhibice
proliferace a vznikd agresivni forma nadorového onemocnéni’. Elipticiny,
pravdépodobné mechanismem inhibice specifické cyklin-dependentni kinazy®
nebo aktivaci transkripce mutantniho p53 jsou schopny obnovit jeho
fyziologickou funkci'*"’.

- Inhibice oxidatni fosforylace’™’ Na zakladé dat ziskanych mikrospektro-
fluorometrickymi metodami bylo zjisténo, Ze elipticin je akumulovan kromé
bunéného jadra také v mitochondriich?’, kde inhibici oxida¢ni fosforylace
zpusobuje letalni snizeni obsahu ATP v burice.

- Inhibice telomerazy"'

- Tvorba kovalentnich adukti s DNA Na katedie biochemie PfF UK bylo pfi
studii in vitro i in vivo pomoci dvou nezavislych metod (pouzitim [*H]elipticinu a

metody ,,**P-postlabeling®) zjisténo, Ze se elipticin kovalentné vaZe na DNA***.

1.1.3. SYNTEZA ELIPTICINU A JEHO DERIVATU

Od objeveni biologickych uéinkid elipticinu bylo vypracovano nékolik
strategii jeho syntézy (viz kapitola 3.1.). Jednotlivé zpisoby pfipravy elipticinu byly
shrnuty v nékolika prehlednych &lancich®™ ™", Celkové izolované vytézky elipticinu
jsou vétsinou v jednotkach procent. Problémem vétsiny syntéz je Cistota vysledného
produktu. Elipticin je velmi malo rozpustny jak v polarnich tak nepolarnich

V poslednich pfiblizné 15 letech je ve vétsin€ publikovanych cestach
k elipticinu a jeho derivatim vyuzZito strategie, kdy se z vhodné€ substituovaného

indolu pfipravi substituovany karbazol a dale je dobudovan kruh D elipticinu. Ani pfi
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této syntetické cesté ale vétSinou neni ziskan Cisty produkt. Elipticin je 1 komer¢né

dostupny, jeho pofizovaci cena je ale velmi vysoka.
CH3 CH3
R . R N
| | + — > | | -,
N 0 -
| )
H CH; H CHs

Syntéza derivatl elipticinu se substituenty v benzylovych polohach (uhliky

¢islo 12 a 13) se v literatufe objevuje poméme ziidka a dosud nebyla prostudovana
moZnost pfipravit tyto derivaty pfimo benzylovou oxidaci elipticinu. Pfitom derivaty
elipticinu s hydroxylovymi skupinami v benzylovych polohach jsou pravdépodobné
metabolity elipticinu zodpovédné za tvorbu kovalentnich adukti s DNA®.

Dosud bylo pfipraveno piiblizné¢ 300 derivatd zakladniho skeletu elipticinu
(jejich ptehled je v piiloze 8.1.), u vétSiny z nich byla testovana jejich biologicka
aktivita, ale pouze né€kolik derivati meélo vys$Si cytostatické ucinky neZ elipticin

samotny.

1.2. INTERKALATORY

Interkalatory tvoii didlezitou skupinu latek, které jsou jiZz n€kolik desetileti
pouzivany ke studiu struktury a funkce DNA a k 1é¢bé rtiznych onemocnéni v¢etné

**_ Interkalace znamena vsunuti planarniho polycyklického aromatického

nadorovych
chromoforu mezi pary bazi dvousroubovicové DNA. Klasické interkalatory jako
ethidium bromid a proflavin byly mezi prvnimi latkami, u nichZz byla zjiSténa
schopnost interagovat s DNA. Pionyrské studie Lermana’' odhalily, Ze piidavek
akridinu nebo proflavinu k DNA zpidsobuje znacné zmeény ve viskozit€é a
sedimentaénich koeficientech. Tato pozorovani vedla Lermana k pfedpovédi, Ze se
planarni akridinovy chromofor vmezefil mezi pary bazi DNA a to zptisobilo zmény
struktury helixu DNA. Vroce 1965 byla poprvé publikovana biofyzikélni
charakterizace komplexu DNA s ethidiem pomoci nékolika spektroskopickych
metod™. V dalsich letech byla zkoumana celd fada interkalatori véetné mnoha
biologicky aktivnich latek a lé¢iv. Elipticin a jeho derivaty patfi mezi typické

interkalatory.



Martin Dracinsky Syntéza derivath clipticinu a studium jejich interakci s DNA

X
Y
N NH;

ethidium bromid proflavin

H>N

1.3. METODY STUDIA INTERAKCi MEZI DNA A LECIVY

Metod, jak studovat interakce mezi DNA a 1éCivy je cela fada, obecné je 1ze

rozdélit do tii zakladnich skupin:

1) Biologické a enzymologické metody

2) Chemické molekuldrné biologické metody
3) Biofyzikalni metody

Do prvni skupiny lze zafadit napiiklad méfeni telomerazové aktivity
(elipticin inhibuje telomerazovou aktivitu''), méfeni relaxace a §tépeni DNA pii
studiu inhibitort topoizomerazy I"> nebo in vitro analyza HIV-1 integrazy .

Do druhé skupiny lze zafadit naptiklad zjistovani kovalentnich adukth 1é¢iv
na DNA, nebo tzv. ,footprinting* studie. ,,Footprinting” je metoda vyvinuta pro
zjiStovani sekvenéni specifity vazby ligandi k DNA’’ a je zaloZena na schopnosti
ligandii chranit DNA pifed enzymatickym nebo chemickym S$tépenim v jejich
vazebném misté.

Do skupiny biofyzikalnich metod patti mnoho technik, znichZ jsou
v nasledujicim pfehledu vybrany ty nejdilezitéjsi a ty, které se pouzivaji ke studiu
interkalace:

Fluorescenéni metody - vazba chromoforu na nukleovou kyselinu mtzZe
vyvolat zmény v absorpénim a emisnim spektru dané latky. Napiiklad fluorescence
ethidium bromidu je vy33i po navazani na DNA®®,

Cirkularni dichroismus - Cirkularni dichroismus je bé&Zné uZivanou
technikou pro studium nukleovych kyselin a jejich komplext s ligandy. Mohou byt

sledovany zmény v CD spektrech nukleové kyseliny i vazaného ligandu.
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Viskozimetrické  titrace -  Viskozimetrick¢  titrace  cirkularni
dvousroubovicové DNA sc bézné pouzivaji k zjisténi interkalace. Interkalujici latky
zpusobuji rozvinuti svinutych plasmidu, coz zptisobuje zvySenou viskozitu vzorku™.

Kompetitivni dialyza - Vzorky DNA s riznymi strukturnimi motivy jsou
dialyzovany proti roztoku studovancho ligandu, po dialyze je mnozstvi vazaného
ligandu v danych vzorcich DNA méfeno spektrofotometricky. Timto zplsobem se
zjistuje sckvenéni specifita ligand'™".

Izotermalni titra¢ni kalorimetrie - jediny zplsob, jak ptfimo zjistit
vazebnou entalpii, ktera mize byt vyuzita kuréeni rovnovazné Kkonstanty
bimolekularni interakce DNA-ligand"'.

Rentgenostrukturni analyza - Dosud byla popsana pouze jedina krystalova
struktura elipticinu interkalovaného do dinukleotidu®-.

Molekularni modelovani — Molekularni modelovani je Siroky termin, ktery
zahrnuje ab initio kvantové mechanické vypocty, semiempirické vypocty a vypocty
pomoci empirickych potencial (silovych poli). Tyto techniky mohou byt vyuzity pro
studium tfidimenzionalni struktury a dynamickych a dalSich vlastnosti dané
molekuly nebo soubort molekul. V posledni dobé je molekulové modelovani mezi
chemiky velmi popularmni a nékteré programy, které v sobé maji implementovany
metody vypocetni chemie najdeme prakticky vkazdé chemické laboratofi.
Molekulami modelovani je pouzivano 1 pro studium interakci mezi interkalatory a
DNA.

Pfi pouzZivani vypocetnich metod je ale tfeba znat vhodnost pouZiti a omezeni
jednotlivych metod. Interakce mezi DNA a interkalatory je pouze slaba nevazebna
interakce a je otazka, zda jsou bézné pouzivané empirické potencidly schopny tyto
interakce spravné popsat.

Nuklearni magneticka rezonance — Velkou vyhodou NMR spektroskopie
je, Ze poskytuje strukturni 1 dynamické (na rozdil od rentgenostrukturni analyzy)
informace o zkoumanych latkach v roztoku. NMR je stale ¢astéji hlavnim zdrojem
expcrimentalnich dat o struktufe a vlastnostech komplexi malych molekul
s biomolckulami a byla vyuzita i pi1 studiu interkalace do DNA. Rozbor NMR
spekter mize poskytnout informace o prostorovém uspofadani molekul, o jejich
kinetickych vlastnostech (napfiklad doba Zivota jednotlivych komplext) a nékdy i

termodynamick¢ charakteristiky zkoumanych komplexi.

10
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Intcrakce clipticinu s DNA byly jiz diive studovany pomoci 'H NMR
technik” . V této studii ale nebyla pouzita DNA s definovanym slozenim ale smés
fragmentic DNA izolovanych z kufecich erythrocytii. Bylo zjisténo, ze elipticin je
interkalator a Ze neni sekvenéné specificky. V jiné praci™ byly uéinény podobné
zavéry sledovanim 'H NMR  spekter komplexii 9-hydroxy-2-methylelipticinia

s dvéma oligonukleotidy.

11
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2. CILE DISERTACNI PRACE

Svnteticka cast

Vypracovat jednoduchou metodu syntézy elipticinu a jeho derivatl (zejména
metabolitl clipticinu), kterd by byla pouzitelna i pro pfipravu vétsSich mnozZstvi téchto
latck pokud mozno bez chromatografického ¢isténi. Prostudovat benzylové oxidace
derivatil clipticinu a piipadné je vyuzit pro syntézu 12-hydroxyelipticinu a 13-

hydroxyelipticinu.

Vypocetni ¢ast

Pomoci teoretickych vypoctii (porovnanim s ab initio daty) zjistit, zda je
mozné vyuzit jednoduché empirické potencialy pro molekularni modelovani
interakci mezi interkaldtory a bazemi DNA. Ovéfit spolehlivost vypoctu interakénich
energii a dalSich vlastnosti (jako je geometrické usporadani komplexi DNA

s interkalatory) téchto systémi pomoci empirickych potenciala.

NMR c¢ast

Pomoci 'H NMR technik zjistit, jakym zplsobem se elipticin vaZe na
oligonukleotidy. Zvolit dva jednoduché oligonukleotidy (jeden bohaty na pary bazi
guanin — cytosin a druhy na adenin — thymin) a studovat jejich vlastnosti pomoci
NMR technik. Studovat vzajemné interakce (sckvencni selektivita, zplisob vazby na
oligonukleotidy, kinetické vlastnosti komplexi) derivatii elipticinu s oligonukleotidy

sledovanim zmén '"H NMR spekter oligonukleotidi po pridavku derivatu elipticinu.
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3. SYNTETICKA CAST

3.1. LITERARNI PREHLED

Prvni Uspésna syntéza clipticinu byla publikovana vroce 1959". Tento
pristup vychazel 7z kondenzace mezi indolem (2) a 3-acetylpyridinem (3). Ze vzniklé
slou¢eniny 4 byl redukei zinkem, reakci s acetanhydridem a naslednou pyrolyzou

meziproduktu 5 ziskan clipticin v 2% vytézku.

Zn/Ac>,O

pyrolyza
E—

elipticin (1)

Od objeveni protinadorové aktivity tohoto alkaloidu a jeho derivatii bylo
popséno mnoho syntetickych postupit vedoucich k pyrido[4,3-b]karbazolovému
uspofadani. V roce 1977 byl publikovan™ rozsahly ¢lanek o syntetickych cestach
k clipticinu, ve kterém bylo popsano patnact rliznych zptlisobt ptiprav. Syntézy byly
rozdéleny do tii skupin: B, C a D, podle toho, ktery kruh je dobudovan jako posledni.
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CH;

V pozdgji publikovaném ¢&lanku™ bylo povazovano za piehledngjsi rozdélit

syntctické postupy podle toho, ktera z klicovych vazeb se tvofi jako posledni.

V sou¢asné dob¢ vSechny znamé syntetické cesty k pyrido[4,3-b]karbazolovém

usporadani mohou byt roztfidény do osmi hlavnich strategii (I-VIII). Ve schématu

Jsou oznaceny tvorby klicovych vazeb.

strategie |

anilin + 1sochinolin

|
H

strategie 111

karbazol + dobudovani kruhu D

strategie V
3-methylindol + 4-mcthylpyridin

14

strategie 11

aminoisochinolin + benzen

strategie IV
2-methylindol + 3-methylpyridin

strategie VI
indol + 3,4-dimethylpyridin
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= \I|\J = N
I

!
H

strategie VII strategie VIII
2,3-dimethylindol + pyridin karbazol + dobudovani kruhu D

3.1.1. SYNTEZA ELIPTICINU PODLE STRATEGIE II1

V posledni dob¢ je v literatufe nejrozsifeng)$i zplsob piipravy elipticinu
podle strategic . Tato strategie je zaloZena na kondenzaci indolu (2) s hexan-2,5-
dionem (6) za vzniku 1,4-dimethylkarbazolu (7). Karbazol 7 je pak formylovan za
vzniku  3-formyl-1,4-dimethylkarbazolu  (8). Naslednou reakci s 2,2-
diethoxyethylaminem se ziska imin 9 a ten je bud’ pfimo zahfivanim v kyseling
fosforeéné picveden na elipticin® (tato reakce je ale zavisla na kvalité pouZité
kyseliny fosforeéné a vytézky jsou obecné malé) nebo se imin 9 redukuje na amin
10, ten je tosylovan za vzniku sulfonamidu 11 a ten varem v dioxanu s kyselinou
chlorovodikovou cyklizuje za vzniku elipticinu’’. Meziproduktem této reakce je
sulfonamid 12, ktery byl také izolovan z reak¢ni smési. Touto strategii se daji snadno
pripravit derivaty elipticinu se substituenty na kruhu A, podle toho ktery

substituovany indol se pouzije jako vychozi latka.

CHj3
@ i O N—methylformam'li(i
N O POCI;
H CH;
2 6 .

NH>CH>CH(OE)>
_—
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HCl

dioxan

no @2 o
dioxan . elipticin (1)
N

Obecnym problémem pfipravy elipticinu je jeho velmi mala rozpustnost jak
v polarnich tak nepoldmich rozpoustédlech. Z tohoto divodu je velmi obtizné

chromatografické¢ déleni surového produktu.

3.1.2. SYNTEZA DERIVATU ELIPTICINU

V fadé laboratofi byla pfipravena Siroka Skala derivati zakladniho skeletu
elipticinu. U&elem takovych tprav molekuly elipticinu bylo piedevsim:
1) zvySeni protinadorového tuc¢inku
2) modulace hydrofobicity molekuly ve smyslu zvySené rozpustnosti ve vode,
ale 1 u¢inng¢jsi absorpce léc¢iva nadorovymi buiikami
3) zvysSeni sclektivity 1é¢iva pro nadorové bunky (pfiprava cilené smérovaného
l¢civa)

V piiloze 8.1. v tabulkach P1 — P7 je uveden ptehled dosud pfipravenych
derivati clipticinu. V tomto piehledu jsou uvedeny pouze ty derivaty, které byly
v literatuie charakterizovany. V tabulkach P1 a P2 jsou uvedeny derivaty elipticinu u
nichz byl néktery z aromatickych vodiki nahrazen alkylem, hydroxylem, halogenem
ncbo jinou bé¢Znou organickou skupinou a v tabulce P3 jsou derivaty s béznymi
organickymi substituenty na methylovych skupinach v polohach 5 a 11. V tabulce
P4 jsou uvedeny derivaty clipticinu substituované takovym zplisobem, zZe se
v molekule objevuje dalsi kruh. U vétSiny téchto derivati elipticinu byly zkoumany

cytostatick¢ aktivity. ZvySeny protinadorovy acinek vykazuji nékteré derivaty

16
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clipticinu substituovan¢ v poloze 9, a to 9-hydroxyclipticin, ktery je rovnéz
majoritnim mctabolitem clipticinu v lidském organismu, dale pak 9-methoxyelipticin
a 9-chlorchipticin. Dalsi misto dulezité pro derivatizact molekuly elipticinu je atom
dusiku v poloze 2. 9-Hydroxy-2-methylelipticinium (ve form¢ acetatu) je
ncjucinngj$im derivatem clipticinu proti nadortiim prsu s kostnimi metastazami 1 jako
protileukemické 1é¢ivo. Dalsi derivat, 9-methoxy-2-methylelipticinium-acetat, je
cytotoxicky vG&i bunéénym liniim nadord mozku, experimenty in vivo” vsak
neprokazaly jcho uG¢innost vi¢i pevnym nadorim. Naproti tomu 9-chlor-2-
methylelipticinium-acetat je vic¢i pevnym nadorim mozku vysoce efektivni. Vyse
uvedené dcerivatizace molekuly elipticinu vedou nejen ke zmeéné protinadorove
t¢innosti, ale derivatizaci je silné pozménén 1 hydrofobni charakter 1é¢iva.
Derivatizace dusiku v poloze 2 vytvari z molekuly elektricky nabitou ¢astici, proto
Jsou derivaty clipticinu pouzivany ve formé soli, nejcastéji ve formé acetatu.
Zminénou derivatizaci dochézi sice k lepsi distribuci 1é¢iva v organismu, naopak
vSak k vyraznému zhorSeni transportnich vlastnosti 1é¢iva pies bunéénou membranu.

Pro zlepSeni transportnich vlastnosti elipticinu pies bunéénou membranu byly
pfipravovany konjugaty elipticinu se sacharidy, steroidy, aminokyselinami,
oligonukleotidy nebo  porfyriny. Optimalnim feSenim upravy molekuly
protirakovinn¢ho 1é¢iva ve smyslu zmény jeho vlastnosti nejen fyzikalné-
chemickych, ale 1 biologickych je pfiprava cilené smérovanych derivat 1éCiv. Do
soucasnosti byla popsana pfiprava n€kolika konjugati elipticinu, které byly
testovany jako potencialni cilen¢ smérovana protirakovinna Ié¢iva. Jedna se
napfiklad o konjugaty elipticinu s enkefaliny, estradiolem, antiestrogeny a sacharidy.
Pichled téchto konjugati je v tabulkach PS5 a Po6.

Jinou modifikaci, od které¢ se ocekaval zvySeny protinadorovy ucinek byla
pfiprava bisclipticinli. Spojenim dvou molekul elipticinu se zvySuje afinita k DNA,
protoZze vyslednd molckula mize interkalovat na dvou mistech DNA zaroven.
Pichled dosud piipravenych biselipticinii je v tabulce P7.

Kromé¢ derivata clipticinu byla piipravena 1 cela fada analog této molekuly.
Casto sc v literatue objevuji aza analoga elipticinu napfiklad 3-aza-elipticin®’, 9-aza-
clipticin ', dale 2-dcaza-clipticin ', 13-thia”” a 6-thia™ derivaty a nékolik dalsich
latek bez methylovych skupin v polohach 5 a 11, pfipadné s methylovymi skupinami

v jinych polohach.
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3.2. TEORETICKA CAST

Jako zdklad pro syntézu elipticinu a jcho derivatli byla pouzita modifikace
diive  publikovaného  sledu  reakci”  (viz  vySe). Varem 3-formyl-1,4-
dimethylkarbazolu (I) pfipravené¢ho podle literatury' s 2 2-diethoxyethylaminem
vznikl 3-(2,2-diethoxyethyliminomethyl)-1,4-dimethylkarbazol (II), ktery byl bez
izolace pouzit do dalsi reakce, kde byl tetrahydridoboritanem sodnym redukovan na

3-(2,2-dicthoxyethylaminomethyl)-1,4-dimethylkarbazol (I1I).

CHO
NH,CH,CH(OED), -

N'dBH4
E——

EtO OEt

Latka III byla v driv¢sich pracich (viz literarni piehled) tosylovana a vznikly
tosylderivat byl Sestihodinovym varem v dioxanu s Kkyselinou chlorovodikovou
preveden na clipticin. Tato kone¢na cyklizace je sice u¢inna (vytézky az 87%), ale v
reakéni smési se objevuji necistoty, které 1ze tézko oddélit. V této praci byl amin I11
reakci s chloridem kyseliny benzensulfonové preveden na sulfonamid IV, ktery
snadno krystaluje z cthanolu. Pouze 20 minutovym varem sulfonamidu IV pod
dusikovou atmosférou byl ziskan elipticin (V), ktery vykrystaloval z reakéni smési,
v 97% vytézku.

Je zajimavé, Ze pouhd zaména tosylové skupiny za benzensulfonovou vede
k podstatn¢ zméné reaktivity latky IV. Presny mechanismus solvolyzy tosylove

respektive benzensulfonylové  skupiny neni znam, je ale pravdépodobné, zZe
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mcthylova skupina tosylatu svym kladnym indukénim efektem zvySuje stabilitu

sulfonamidovcho usporadani.

0)
( H} \\S
| N
chlorid kys. CH;—N O HCI
m benzensulfonové ‘ ‘ N j\ m elipticin (V)

=

N EI0” TOEt

H CHj

v

Ukazalo sc tedy velmi vyhodné v sekvenci reakci zameénit tosylovou skupinu
za benzensulfonylovou skupinu. Bylo tim dosazeno vy$Sich vytézki, zkraceni
reakcni doby a byl ziskan ¢isty produkt, ktery nebylo nutné dale ¢istit.

Bylo zajimavé ovéfit  vyhody zamény tosylové  skupiny za
benzensulfonylovou i pfi pripravé 9-methoxyelipticinu. Reakci 3-formyl-6-methoxy-
1,4-dimethylkarbazolu  (VI)  pfipraveného  podle literatury' s 2,2-
diethoxyethylaminem a naslednou redukcei tetrahydridoboritanem sodnym vznikl 3-
(2,2-diethoxyethylaminomethyl)-6-methoxy-1,4-dimethylkarbazol (VII) a ten reakci
s chloridem kyseliny benzensulfonové poskytl sulfonamid VIII, ktery dale varem
v dioxanu s kyselinou chlorovodikovou cyklizoval za vzniku 9-methoxyelipticinu
(IX). Produkt IX vykrystaloval z reakéni smési s 94% vytézkem a jeho 'H NMR
spektrum souhlasilo s literarnimi  udaji'.  V diivéjsich pracich' byl 9-
methoxyelipticin (IX) pfipraven pouze v 55 % vytézku, opét se tedy ukazalo jako

vyhodné zam¢énit tosylovou skupinu za benzensulfonylovou.

1) NH.CH,CH(OEt),
B

2) NaBH, OEt
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O
CH; \\g
7N\
McO., CH>—N O
chlord kys.
benzensulfonove I }
VII —_— NN
Tf O~ TOEt
H CH;
VIII

HCl
VIl

dioxan

9-Methoxyelipticin byl dale reakci s bromidem boritym v dichlormethanu pfi
~50 °C demethylovan za vzniku 9-hydroxyelipticinu (X). 'H NMR spektrum

produktu se shodovalo s literarnimi udaji'.

BBU
-50 °C

Reakci eclipticinu (V) s 3-chlorperoxybenzoovou kyselinou byl ziskan
elipticin-N-oxid (XI) s vytéZzkem 98 %. Syntéza byla provadéna modifikaci diive

publikované metody .

MCPBA
—_—
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Dalsim pripravenym derivatem byl 9-nitroelipticin, ktery byl jiz v dfive
piipraven 7 5-nitroindolu. V této praci byl 9-nitroelipticin (XII) ziskan nitraci
clipticinu (V). Pii ochlazeni reakéni smési na 0 °C dochazi k substituci nitroskupinou
pouze vpoloze 9. Latka XIH byla dale zredukovana zinkem v kyseliné

chlorovodikové na 9-aminoelipticin (XIII).

H>N

Dale jsem se pokousel pfipraveny 9-aminoelipticin (XIII) vyuzit
k alternativni pripravé 9-hydroxyelipticinu (IX) pomoci diazotace a nasledného
rozkladu diazoniové¢ soli, ale nepodafilo se mi nalézt vhodné reakéni podminky.
Podle '"H NMR spcktra obsahoval vysledny produkt vzdy sloZitou smés, popiipadé
elipticin (V).

3.2.1. BENZYLOVE OXIDACE

Jednim zcilli této prace bylo piipravit derivat elipticinu s hydroxylovou
skupinou v poloze 13. Diivodem zajmu o tuto latku je, Ze je pravdépodobné jednim
z metabolita elipticinu (na zakladé hmotového a '"H NMR spektra). Tento metabolit
je zodpovédny za tvorbu majoritniho kovalentniho aduktu na DNA®, 13-
hydroxyelipticin mlze tedy byt spoluodpovédny za protinadorové ucinky elipticinu.

V literatufe jsou popsany dva zplsoby piipravy 13-hydroxyelipticinu ",
v obou pfipadech jsou ale vytézky velmi malé a byl ziskan zneciStény produkt.
Vlit. ¥ je popsano nékolik neuspésnych pokusii o pripravu 13-substituovanych
derivatt clipticinu.

V této praci byly studovany benzylové oxidace 1,4-dimethylkarbazolu (XIV)
a jcho derivatii (véetn¢ elipticinu), jakoZto jedna ze syntetickych moznosti, jak

ptipravit 13-hydroxyelipticin.
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I.4-Dimcthylkarbazol (XIV) byl oxidovan nckolika oxida¢nimi cinidly.
V piipad¢ rcakce s peroxosiranem draselnym za pfitomnosti médnatych ionti
v kysclin¢ octove (tato rcakce byla diive pouzita pro oxidaci toluenu ') doslo ke
zpolymerovani rcakéni smési. Pii reakci s bromem nedoslo k oxidaci benzylovych
poloh ale k aromatické substituci, vznikl 3,6,8-tribrom-1,4-dimethylkarbazol (XV).
Struktura latky XV byla potvrzena hmotovym spektrem a NMR spektry. Latka XV
byla nasledné podrobena rcakci s peroxosiranem draselnym a vtomto piipadé
nedoSlo k polymeraci. Vysledkem reakce byla smés, ktera obsahovala prevazné 1-
acetoxymethyl-3,06,8-tribrom-4-methylkarbazol (XVI), minoritni slozkou smési byl
pravdépodobné 4-acetoxymethyl-3,6,8-tribrom-1-methylkarbazol. V tomto pfipadé
tedy doslo k benzylové oxidaci a vysledné hydroxyderivaty se acetylovaly kyselinou

octovou pfitomnou jako rozpoustédlo.

Br Br
PuO o we
—_—
N N

H Br H
XI1v XV
Br = Br
KzSsz, CUSO4 |
XV —_—
AcOH Il\I ~
Br H
OAc
XVI

Pii  reakci latky XIV sekvimolamim mnozstvim N-bromacetamidu
v pfitomnosti dibenzoylperoxidu opét nedoslo k benzylové bromaci ale k bromaci
aromatickych jader. Vysledkem reakce byla smés t# latek (pravdépodobné
monobromderivatii). Po dalSim pfidavku N-bromacetamidu a prodlouZeni reakéni
doby se v rcak¢éni smési objevuje 3,0,8-tribrom-1,4-dimethylkarbazol (XV).

Byl-li 1,4-dimethylkarbazol (XIV) podroben Etardové reakci™, doglo opét
k polymeraci. Pfi oxidaci 1,4-dimethylkarbazolu oxidem chromovym vznikla bohata
smés, ktera podle 'H NMR neobsahovala Zadné hydroxymethylové, aldehydické
ncbo karboxylove skupiny na aromatickém jadre.

Latka X1V byla nitrovana, vznikl 1,4-dimethyl-3,6-dinitrokarbazol (XVII) a

ten byl podroben rcakci s peroxosiranem draselnym v kyseliné octové. V tomto
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pripad¢ ncdoslo k polymeraci reakéni smési, vysledkem reakce byla smés, ktera
kvuli jeji $patné rozpustnosti nebyla chromatograficky délena, ale podle 'H NMR
spektra doslo k oxidaci methylovych skupin v poloze 1 a 4. Ve spektru mizi signaly
CH; skupin u 2,4 a 2.8 ppm a objevuji se signaly u 5,41 a 5,76 ppm, které odpovidaji
slouc¢eninam s acctoxy skupinou v benzylovych pozicich a dale se ve spektru

objevuje signal u 2,0 ppm odpovidajici methylu acetatu.

O2N NOp_
Xy —— K5S,04, CuSOy4 -
AcOH N e . oxidace

| AcOH benzylovych pozic
H

XVII
Redukci dinitro derivatu XVII chloridem cinatym byl ziskan 3,6-diamino-
1,4-dimcthylkarbazol (XVIII) a ten byl opét podroben reakci s peroxosiranem

draselnym. Vysledkem bylo opét zpolymerovani reakéni smési.

O,N NO; HoN NH,
SwemliFie o e
N HC N

h

|
H

XVII XVIII

Nitraci 3-formyl-1,4-dimethylkarbazolu (I) byl opét ziskan 1,4-dimethyl-3,6-
dinitrokarbazol (XVII). Pfi nitraci tedy zfeymé doslo 1 k oxidaci aldehydické skupiny
na karboxylovou a k jeji nasledné dekarboxylaci a nitraci do polohy 3.

Z vyse uvedenych experimentl je vidét, Ze 1,4-dimethylkarbazol (XIV) je
velmi citlivy na oxida¢ni Cinidla. Za podminek benzylové oxidace dochazi bud
k aromatick¢ substituci nebo zicjmé k radikalové polymeraci. Pokud ale tato latka
nese clektronakceptorni substituenty (které navic blokuji mista mozné aromatické
substituce), muize dochazet k benzylové oxidaci. Benzylova oxidace probiha
pfednostn¢ na methylu v poloze 1. To je pravdépodobné zplisobeno jednak vétSim
sterickym branénim methylu v poloze 4 (v blizkosti je vodik v poloze 5 a substituent
v poloze 3) a také vétsi stabilitou prechodné vznikajiciho benzylového radikalu.

V pfedchozim odstavel shruté poznatky byly vyuzity k pfipravé 13-
hydroxyelipticinu. Elipticin (V) byl nitrovan za vzniku 9-nitroelipticinu (XII) a ten

byl oxidovan peroxosiranem draselnym. Vznikly 13-acetoxy-9-nitroelipticin byl bez
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1izolace redukovan chloridem cinatym a vysledny aminoderivat byl podroben
diazotaci a redukcei diazoskupiny cthanolem. Timto zpusobem byl pfipraven 13-
hydroxyelipticin (XIX). Spole¢nou analytickou chromatografii takto pfipraveného
13-hydroxyelipticinu s jednim z metabolitli elipticinu bylo prokazano, Ze struktura

tohoto metabolitu odpovida 13-hydroxyelipticinu.

CH;
O-N - J\ /%N 1) K»S>0g, CuSOy4, AcOH
‘ ’ 2) Zn/HCl ‘
N = ) 3)NaNO;,
| 4) EtOH
H  CH,
XI1

3.2.2. NMR DERIVATU KARBAZOLU A ELIPTICINU

V tabulce 1 jsou uvedeny chemické posuny atomi vodiku a interakéni
konstanty a v tabulce 2 chemické posuny uhlikovych atomi nové piipravenych
derivata karbazolu ncbo derivatii u nichz nebyla NMR data publikovana. V tabulce 1
jsou také uvedeny NMR charakteristiky derivati karbazolu, u kterych byla dfive
publikovana data ncjednoznacna nebo bez interakénich konstant. U uvedenych latek
bylo piitazeni signali atomi vodiki a uhlikl provedeno pomoci dvoudimenzionalni

NMR spektroskopie (H,H-COSY, H,C-HSQC, H,C-HMBC).
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Tabulka 2. Chemicke posuny uhlikovych atomu derivatl karbazolu.

Unlik'  mr® vt v v XvP XV XVIE XV

I 11691 116,65 11815 116,83 11930 124.14 12055 116.81

2 12429 124,04 127,76 123,76 131,21 132,38 123,45 116,09
3 128,12 128,84 121,17 128,90 116,10 115,51 142,25 137,48
4 129,69 130,62 135,19 130,57 130,32 131,01 127,40 111,82

4a 121,96 121,95 124,02 122,01 121,83 117,75 119,75 121,20
4b 124,29 124,42 125,34 125,04 125,90 125,32 122,33 124,21
5 122,73 122,84 106,17 106,91 124,19 124,09 118,67 106,59
6 119,28 119,49 153,60 153,79 112,13 112,19 144,31 140,10
7 125,12 125,06 114,35 113,56 129,72 130,17 121,50 113,86
8 110,69 110,54 112,17 110,97 104,48 104,95 111,84 110,82
8a 138,39 138,45 135,19 134,77 136,065 137,54 140,26 133,80
9a 139,85 139,66 142,94 139,42 137,64 137,19 142,43 133,46
10 16,76 106,47 16,56 16,43 16,24 62,65 16,15 16,82
11 15,83 15,87 14,01 15,82 19,55 19,88 15,88 13,49
12 48,58 49,19 19145 49,21 - - - -

14 50,96 50,62 - 50,57 - - - -
15 101,36 101,85 - 101,95 - - - -
16 63,32 063,08 - 63,08 - - - -
17 15,25 15,22 - 15,23 - - - -
1’ - 140,44 - 140,63 - - - -
2 - 127,24 - 127,28 - - - -
3 - 128,91 - 128,90 - - - -
4’ - 132,33 - 132,29 - - - -

"Cislovani viz obrazek, "méieno v CDCl;, ‘méfeno
v DMSO-d,, dOCH; 155,67, “Acetat: 172,57 a 21,34.

+

0,8
12 ’U
CH,—N
14("}]2
16 H(‘H
”’ﬁ o \O—ﬁ‘Hg
17 CHy CHz
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NMR  charakteristiky clipticinu a jeho derivatl jsou zna¢né zavislé na
podminkach méieni (rozpoustédlo, koncentrace, pH). Pouzité rozpoustedlo miize
solvatovat ruzn¢ ¢asti molckuly, v kyselém prostiedi dochazi k protonaci dusikovych
atomu a muze také dochazet ke vzniku agregatii elipticinu, zv1asté v rozpoustédlech,
kde neni pfrili§ rozpustny. Tato zavislost je dokumentovana v tabulce 3, kde jsou
chemické posuny vodikovych atomi elipticinu v riznych rozpoustédlech, v riizné
koncentraci a v kyselém a bazickém prostiedi. Tato zavislost chemickych posunti na
podminkach méfeni vede také k tomu, Ze v literatufe uvadéna NMR data pro tytéz
latky se casto 1ii (chemické posuny v 'H NMR az o0 0,5 ppm a v °C NMR dokonce
az o 5 ppm). U NMR charakteristik derivati elipticinu by se tedy kromé pouzitého
rozpoustédla méla uvadét 1 koncentrace méfené latky. V tabulce 4 jsou uvedeny
chemické posuny vodikii a v tabulce 5 chemické posuny °C viech derivati elipticinu
pfipravenych v této praci, kromé *C NMR 9-nitroelipticinu (XII), ktery je extrémné

nerozpustny a jeho uhlikové spektrum se nepodatilo zméfit.

Tabulka 3. Chemické posuny vodik elipticinu.

MnozZstvi Vodik
Rozpoustédlo  (mg/0,6ml)
1 3 4 7 8 9 10 12 13

CD;OD 1 mg 9,72 834 8,19 7,60 7,58 7,33 8,42 3,33 2,86
CDCly 1 mg 9,71 820 8,08 7,60 762 7,38 8,27 3,17 2,75
CD-(Cl, 1 mg 9,60 838 786 7,56 7,56 731 835 3,23 2,75
CD;0D 0.1 mg 9,62 834 801 7,5 752 7,28 840 3,30 2,83

CD;0D baz." 0,1 mg 9,62 834 801 7,57 7,52 728 8,40 3,31 2,84

CD;0D kys."” 0.1 mg 9,90 8,35 850 7,69 7,67 7,44 851 341 294

*Bazické prostiedi (piidavek jedné kapky 10 M NaOH), °kyselé prostiedi (pridavek jedné kapky
konc. HCT).
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Tabulka 4. Chemické posuny, multiplicity a interakéni konstanty (v Hz) signali
vodiku elipticinu a jeho derivatu. Vzorek byl ziskan rozpusténim 2 mg latky v 0,6 ml
DMSO-d,.

Vodik® % IX X X1 XII XIII XIX
1 9705 9.68d(0.4)  9.68bs 9.16's 9,73 s 9,62's 9,70 s
3 8,43 7.89 8,39 bs 8,10 8,47 8,36 8,50
d(6,0)  dd(0,7:6.,1) dd (1,6;7.4)  d(6,1) d (6,0) d (6,0)

4 7.93 8,40 7.92 bs 8,05 7,93 7.86 8,12
d(6.1) d (6,0 d(7.3) d(6,2) d (6,0) d (6,0)
6 1137 s 11,195 11,10 11,48 s 12,165 10,81s 11,40 s

7 7,57 7.48 7,39 7.52 7,65 7,28 7,51
d(8.1) d(8.8) d(8,5) d(7.9) d (9.0 d (8,5) d(7,7)

8 7,51 7.19 7,03 7,56 8,38 6,89 7,56
m(Y¥14,9) dd(2.4:8,.8) dd(2,2:8,5) m(X10,9) dd(2,1;9,0) dd (2,0;8,4) t(7,0)

9 727 - ; 7,26 - . 7,26
£(8.0) t(8,0) £(6,7)

10 8.40 7.87 7,77 8,37 9,07 7,66 8,39
d(7.8) d(2.5) d@2,1) d(8,1) d(2,1) d2,1) d(8,1)
12 3285 326 3225 3,095 326 322s 3,27
13 2.81s 2.77s 2,76 2,80 s 2,81s 2.74s 526

13 *Cislovani viz obrazek
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Tabulka 5. Chemicke posuny uhlikovych atomu derivati elipticinu. Vzorek pro

mcieni byl ziskan rozpusténim 2 mg latky v 0,6 ml DMSO-d.

Uhlik® v IX X XI XTI
L 14971 149.79 149.67 132.87 149,56
3 140,50 140,35 140,31 13417 141,84
4 115.92 115,97 11578 120,23 115,75
4a 132,51 132,44 132,24 125,45 132,08
5 108.01 108,04 107,62 110,10 107,29
52 140,45 141,35 141,23 139,55 140,15
62 142.56 137.39 140,31 142,71 141,11
7 110.67 11130 111,02 110.92 110,86
8 127.15 11533 115,90 127,52 115,75
9 11921 153.20 150,98 119.32 135,12
10 123,83 107,85 109,28 123.96 108,37
10a 123,11 123,63 123,52 122,63 123,82
10b 123.39 123,55 123,74 124,88 123,63
3 128,09 128,40 127.93 124,88 127,63
I1a 122.00 12176 121,61 122,63 121,55
12 11,98 11.99 11,92 12,22 11,88
13 14,38 14,37 14,17 14,71 14,20
_OCH, i 55.87 i i .

“Cislovani viz obrazek u tabulky 4.
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3.3. ZAVER

V této praci byla vypracovana metoda piipravy elipticinu (V) a jeho derivath
(9-methoxyelipticin - (IX), 9-hydroxyelipticin  (X), elipticin-N-oxid  (XI), 9-
nitroclipticin (XII), 9-aminoclipticin (XIII) a 13-hydroxyelipticin (XIX)), ktera je
vhodna 1 pro pfipravu vétsich mnozstvi téchto latek. Tato metoda vychazi z dtive
publikovan¢ strategic Ill, tedy ze syntézy vhodné substituovan¢ho 1,4-
dimethylkarbazolu a nasledn¢ho dobudovani kruhu D elipticinu. Zaménou p-
tolucnsulfonylové skupiny za benzensulfonylovou vreakéni sekvenci se
v zavéretném kroku syntézy podaiilo ziskat velmi Ccisty produkt ve vysokém
vytéZku. Takto vznikly elipticin byl pouzit pro syntézu dal$ich derivati.

Déle byly studovany benzylové oxidace derivati 1,4-dimethylkarbazolu. Bylo
zjisténo, Ze ncsubstituovany karbazol nebo karbazol substituovany elektron-
donornimi skupinami (-NH;) je citlivy na oxida¢ni ¢inidla a snadno polymeruje.
Naopak 1,4-dimethylkarbazol substituovny elektronakceptornimi skupinami (3,6-
dinitro, 3,6,8-tribrom) lze oxidovat v benzylovych pozicich. Pfednostné¢ dochazi
k oxidaci methylové skupiny v poloze 1. Téchto zjisténi bylo vyuZito pfi syntéze 13-
hydroxyelipticinu.

Struktury vSech ptipravenych derivati karbazolu a elipticinu byly potvrzeny
'H a '"C NMR spektry. U clipticinu byl pozorovan vliv rozpoustédla, koncentrace a

pH na chemické posuny vodikii.
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3.4. EXPERIMENTALNI CAST

3.4.1. OBECNE POZNAMKY K EXPERIMENTALNI CASTI

Teploty tani byly méteny na Koflerové bloku a nejsou korigovany.

NMR spcktra byla méfena na pfistroji Varian UNIIY INOVA 400. 'TH NMR
spektra byla méfena pit 399,95 MHz, 13C spektra pii 100,58 MHz v deuterovaném
chloroformu, dimethylsulfoxidu nebo methanolu. Jako standard byl pro 'H NMR
spektra v CDCl; pouZit tetramethylsilan. Chemické posuny v C NMR spektrech
byly referencovany vuéi signalu CDCl; (6 = 77,00) ppm. U vzorki méfenych
v dimethylsulfoxidu byly jako standard pouzity signaly rozpoustédla s chemickymi
posuny 6 = 2,50 (pro 'H) a 6 = 39,5 (pro 13C). U vzorkii mefenych v deuterovaném
methanolu byl jako standard pouzit signal rozpoustédla s chemickym posunem 6 =
3,30 (pro 'H).

Vodikova COSY spektra byla méfena pomoci standardni dvoupulsni
sekvence v absolutnim modu. NOESY spektra byla méfena pomoci standardni
tiipulsni sekvence jako fazové citlivé experimenty (sméSovaci perioda 0,3 s).
Korelace signali 'H a '°C byla provedena pomoci HSQC a HMBC sekvenci
vyuzivajicich pulsnich gradientli magnetického pole.

Cistota vzorki byla sledovana pomoci tenkovrstevné chromatografie na
foliich Kieselgel 60 F 254 (Merck). Detekce TLC folii byla provadéna UV zafenim.
Pro sloupcovou chromatografii byl pouzivan silikagel Kieselgel 60 (63 — 200 pm,
Merck).

Elu¢ni soustavy pro vyvijeni TLC f6lii a mobilni faze pro sloupcové
chromatografie na silikagelu jsou vzdy uvedeny u experimentu.

Hmotnostni spektra EI byla méfena na pftistroji INCOS 50 (Finnigan MAT),
teplota iontového zdroje byla 150 °C. Zavedeni vzorku bylo provedeno pfimym
vstupem na rheniovém dratku vyhtivaném elektrickym proudem (proud narfistal od 0
mA do 380 mA rychlosti 10 mA/s). Energie ionizujicich elektronti byla 75 eV.

IR spektra byla zméfena v chloroformu na spektrofotometru Perkin-Elmer
490 pii teploté 23 °C. Elementarni analyza byla provadéna na pftistroji Perkin Elmer
CHN Analyser II.

BéZnym zpracovanim se rozumi promyti organické faze vodou, vysuSeni

pomoci bezvodého siranu sodn¢ho a nasledné odpareni na vakuové odparce.
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3.4.2. PosrTury

3-(2,2-Diethoxyethylaminomethyl)-1,4-dimethylkarbazol (111)
CH

g %l
N

N CH3c:H2 OCH,CH,

Smés 750 mg (3,36 mmol) 3-formyl-1,4-dimethylkarbazolu (I, pfipraveno
podle literatury') a 0,5 ml (3,44 mmol) 2,2-diethoxyethylaminu byla za michani
zahfivaina na  vodni lazni  po dobu 2,5 hodin. Vznikly 3-(2,2-
diethoxyethyliminomethyl)-1,4-dimethylkarbazol (II) byl rozpustétn v 15 ml
methanolu a poté bylo pomalu pfidano 0,7 g (18,47 mmol) tetrahydridoboritanu
sodn¢ho k redukci. Vznikla smés byla za laboratorni teploty michdna po dobu 1
hodiny a nasledné odpafena na vakuové odparce do sucha. Odparek byl rozpustén
vtoluenu a 3 x promyt vodou. Organickd faze byla 2 x protifepana se zfedénou
kyselinou chlorovodikovou v poméru 1:16. Vodna vrstva byla alkalizovana roztokem
hydroxidu sodného, extrahovana 3 x do chloroformu a déle zpracovana bé&Znym
zpiisobem. Bylo ziskano 950 mg (84% teorie) produktu (III). 'H NMR se shodovalo

: I
s literaturou .

3-(Benzensulfonyl-2,2-diethoxyethylaminomethyl)-1,4-dimethylkarbazol (IV)

C O o j\
N
H

CH3CH,0” “OCH,CH;

Kroztoku 2 g (591 mmol) 3-(2,2-diethoxyethylaminomethyl)-1,4-
dimethylkarbazolu (III) v 60 ml tetrahydrofuranu bylo ptidano 32 ml 2,5 % vodného
roztoku uhli¢itanu  sodn¢ho a 0,83 ml (591 mmol) chloridu kyseliny
benzensulfonové. Vznikly roztok byl za laboratorni teploty michan po dobu 1
hodiny. Poté byla pfidana voda a reakéni smés byla extrahovdna do chloroformu.
Chloroformova faze byla proticpana nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu
sodncho, vodou, vysuscna a na vakuové odparce odparena do sucha. Odparek podle

TLC obsahoval necistoty, proto byla smés piecisténa sloupcovou chromatografii za
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pouziti 30 g silikagelu, jako ecluent byla pouzita smés diethyletheru a hexanu
v pomcru 2 : 1. Naslednou krystalizaci 7 cthanolu bylo ziskano 1,7 g (39% teorie) 3-
(benzensulfonyl-2,2-diethoxyethylamonomethyl)-1,4-dimethylkarbazolu  (IV), t.t.
154 °C, IR: 3473, 2978, 1333, 1159, 1059, EI-MS, m/z (%): 503 (M" + 23, 87), 318
(100), 251 (7), '"H NMR data jsou uvedena v tabulce 1, HC NMR data jsou uvedena
v tabulce 2. Pro C57H3:N;04S vypocteno: 67,47% C, 6,71% H, 5,83% N, nalezeno:

67,47% C, 6,74% H, 5,58% N.

5,11-Dimethyl-6 H-pyrido[4,3-b]karbazol (elipticin) (V)
CHj

O NN
N Pz
CHs

K roztoku 310 mg (0,65 mmol) 3-(benzensulfonyl-2,2-
diethoxyethylaminomethyl)-1,4-dimethylkarbazolu (IV) v 7,6 ml dioxanu bylo
ptidano 0,78 ml zfedéné kyseliny chlorovodikové (1:1). Tato smés byla 20 minut za
michani zahfivana k varu pod dusikovou atmosférou. Poté byla pfidana voda, vznikla
srazenina byla odsata a vysuSena za laboratorni teploty na vzduchu. Dalsi podil
elipticinu byl ziskan z filtratu, ktery byl alkalizovan vodnym roztokem hydroxidu
sodného a extrahovan chloroformem. Chloroformova vrstva byla promyta vodou,
nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného, vysuSena a odpafena. Bylo

ziskano 155 mg (97% teorie) elipticinu (V). 'H NMR spektrum bylo ve shodé s udaji

uvedenymi v literatuie' a je uvedeno v tabulce 4, '°C NMR je uvedeno v tabulce 5.

3-(2,2-Diethoxyethylaminomethyl)-6-methoxy-1,4-dimethylkarbazol (VII)

c
CH;0 O

N

H

Smes 2,8 g (11,02 mmol) 3-formyl-6-methoxy-1,4-dimethylkarbazolu (VI) a

3

CH:Nj\
3

H
CH3CH,0” ~OCH,CH,
CH
1,68 ml (11,55 mmol) 2,2-diethoxyethylaminu byla 2,5 hodiny za michani zahtfivana
na vodni lazni. Vznikly = 3-(2,2-diethoxyethyliminomethyl)-6-methoxy-1,4-

dimethylkarbazol byl rozpustén v SO ml methanolu a poté bylo pomalu pfidano 2,4 g

(63,32 mmol) tetrahydridoboritanu sodného k redukci. Reakéni smés byla za
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laboratorni teploty 1 hodimu michana a nasledné odpafena na vakuové odparce do
sucha. Odparck byl rozpustén v tolucnu a 3 x promyt vodou. Organicka faze byla 2 x
proticpana zicdénou kysclinou chlorovodikovou (1 : 16). Vodna vrstva byla
alkalizovana vodnym roztokem hydroxidu sodného, extrahovana 3 x do chloroformu,
promyta vodou, vysuSena a odpafena do sucha. Bylo ziskano 3,4 g (84% teorie)
odparku, jechoz 'H NMR sc shodovalo s daty uvedenymi v literatue' pro 3-(2,2-
diethoxycthylaminomethyl)-6-methoxy-1,4-dimethylkarbazol (VII).

3-(Benzensulfonyl-2,2-diethoxyethylaminomethyl)-6-methoxy-1,4-
dimethylkarbazol (VIII)

3

CH
N
H

CH,

SO,
HACO é

CH3CH,0” ~OCH,CHs

Ve 100 ml tetrahydrofuranu bylo rozpusténo 3,4 g (9,19 mmol) 3-(2,2-
diethoxycthylaminomethyl)-6-methoxy-1,4-dimethylkarbazolu (VII) a nasledné bylo
pifidano 54 ml 2,5% vodného roztoku uhlié¢itanu sodného a 1,4 ml (10,90 mmol)
chloridu kyseliny benzensulfonové. Reakéni smés byla michana 1 hodinu za
laboratorni teploty. Poté byla pfidana voda a vznikla smés extrahovana do
chloroformu. Chloroformova vrstva byla protfepdna nasycenym roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného, promyta vodou, vysuSena a odpafena za vakua do
sucha. Déle byla smés precisténa pies sloupec silikagelu, jako eluent byla pouZita
smés dicthyletheru a hexanu v poméru 2:1. Naslednou krystalizaci z ethanolu bylo
ziskano 1,4 ¢ (30% teoric) 3-(benzensulfonyl-2,2-diethoxyethylaminomethyl)-6-
methoxy-1,4-dimethylkarbazolu (VIII), t.t. 153 °C, IR: 3475, 2979, 1314, 1158,
1059, EI-MS, m/z (%): 533 (M' + 23, 87), 318 (100), 413 (5), 'H NMR je uvedeno
v tabulce 1, C NMR je uvedeno v tabulce 2. Pro C3H34N,0sS vypocteno: 65,86%
C, 6,71% H, 5,49% N, nalezeno: 65,65% C, 6,80% H, 5,22% N.
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9-Methoxy-5,11-dimethyl-6H-pyrido|4,3-b|karbazol (9-methoxyelipticin) (IX)
CHs
CH;0
~N
Seby
N
H
CHs
V 32,5 ml dioxanu bylo rozpusténo 1,4 g (2,73mmol) 3-(benzensulfonyl-2,2-
diethoxyethylamonomethyl)-6-methoxy-1,4-dimethylkarbazolu (VIII) a nasledné
pfidano 3,3 ml zfedéné kyseliny chlorovodikové (1:1). Vznikla smés byla 15 minut
za michani zahtivana k varu pod zpétnym chladicem. Poté byla pfidana voda, smés
nalita na led a alkalizovana vodnym roztokem hydroxidu sodného. Vznikla sraZzenina
byla odsata, promyta nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodn¢ho, vodou a
vysuSena za laboratorni teploty na vzduchu. Bylo ziskano 706 mg (94% teorie) 9-

methoxyelipticinu (IX). 'H NMR spektrum bylo ve shodé sudaji uvedenymi

v literatufe' a je uvedeno v tabulce 4, *C NMR je uvedeno v tabulce 5.

9-Hydroxy-5,11-dimethyl-6 H-pyrido[4,3-b]karbazol (9-hydroxyelipticin) (X)
CH,
HO
NN
Suby

N

H
CHs

K michan¢ suspenzi 80 mg (0,31 mmol) 9-methoxyelipticinu (IX) a 2 ml
dichlormethanu bylo pi1 -50 °C (pevny CO,/EtOH) pfidano 0,48 ml 1 M roztoku
bromidu borit¢ho v dichlormethanu. Vznikla smés byla udrzovana pfi této teploté po
dobu 20 minut, poté bylo opét piidano 0,48 ml 1 M roztoku bromidu boritého a smés
byla dale michana neZ teplota vystoupila na 10 °C. Poté byla pfidana voda, smés
nalita na led a alkalizovana koncentrovanym amoniakem. Vznikla sraZenina byla
odsata, promyta vodou a vysuSena za laboratorni teploty na vzduchu. Bylo ziskano
56 mg (70% teoric) 9-hydroxyelipticinu (X). 'H NMR spektrum se shodovalo s tidaji

v literatuie™ a je uvedeno v tabulce 4, *C NMR je uvedeno v tabulce 5.
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5,11-Dimethyl-6 H-pyrido[4,3-b]karbazol-2-oxid (elipticin-N-oxid) (XI)
CHj,

K roztoku 170 mg (0,65 mmol) elipticinu (V) v 34 ml dichlormethanu bylo za
chlazeni ledem postupné piidano 255 mg (1,47 mmol) 3-chlorperoxybenzoové
kyscliny. Vznikla smés byla pi1 0 °C michdna po dobu 6 hodin, poté byl pfidan
nasyceny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného a smés byla michana je$té 20 minut.
Reakéni smés byla 2 x extrahovana do dichlormethanu, promyta nasycenym
roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného a dale zpracovana béznym zplsobem. Bylo
ziskano 167 mg (98% teorie) elipticin-N-oxidu (XI). '"H NMR spektrum bylo ve
shodé s udaji uvedenymi v literatuie ~ a je uvedeno v tabulce 4, °C NMR je uvedeno

v tabulce 5.

9-Nitro-5,11-dimethyl-6 H-pyrido|4,3-b]karbazol (9-nitroelipticin) (XII)
CHj3
Rewoy
7
N
H
CHs
V 11 ml kyseliny octové bylo rozpusténo 220 mg (0,89 mmol) elipticinu (V)
a nasledné bylo za chlazeni ledem pomalu pfidano 2,2 ml smési kyseliny octové a
kyseliny dusi¢né v poméru 1:1. Vznikla smés byla 45 minut michana pii teploté O
°C. Pot¢ byla pifidana voda, vznikla sraZzenina odsata, promyta nasycenym roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodn¢ho, vodou a vysuSena za laboratorni teploty na vzduchu.

Bylo ziskano 190 mg (73% teorie) 9-nitroelipticinu (XII). '"H NMR spektrum bylo ve

shodé s idaji uvedenymi v literatuie' a je uvedeno v tabulce 4.
9-Amino-5,11-dimethyl-6 H-pyrido|4,3-b]karbazol (9-aminoelipticin) (XIII)
CHs
HoN W
O O =
N
H
CHs
Roztok 100 mg (0.34 mmol) 9-nitroelipticinu (XII) v 25 ml zfedéné kyseliny
chlorovodikov¢ byl za michani 3 hodiny zahfivan k varu a po pil hodiné vzdy
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pridano 100 mg praskového zinku. Po vychladnuti byla reakéni smés alkalizovana
vodnym roztokem hydroxidu sodného, vznikla Sedozluta sraZenina odsata a
vysu$cna. Dale byla srazenina rozpusSténa v methanolu a  nerozpusSténa cast
obsahujici zinek odfiltrovana. Po odpafeni methanolu na vakuové odparce bylo
ziskano 65 mg (73% teorie) 9-aminoelipticinu (XIII). 'H NMR spektrum bylo ve
shodé s udaji uvedenymi v literature® a je uvedeno v tabulce 4, "*C NMR je uvedeno

v tabulce 5.

Pokus o pripravu 9-hydroxyelipticinu diazotaci 9-aminoelipticinu

Ve 2 ml ziedéné kyseliny chlorovodikové (1:2) bylo rozpusténo 15 mg (0,06
mmol) 9-aminoelipticinu a vznikly roztok byl ochlazen na 0 °C. Nasledn¢ bylo
postupné piidano 0,3 ml 10% vodného roztoku dusitanu sodného a reakéni smés byla
jesté 30 minut za chlazeni michana. Prebytecnd kyselina dusita byla odstranéna
postupnym pfidavanim roztoku mocoviny za kontroly pozitivni reakce na
jodoskrobovy papirek. Poté bylo pfidano 2,5 ml zfedéné kyseliny sirové v poméru
1:2 a smés byla za michani zahfivana k varu po dobu 20 minut. Po vychladnuti byl
roztok za chlazeni alkalizovan vodnym roztokem hydroxidu sodného. Vznikla
srazenina byla odsata, promyta nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného,
vodou a vysusena za laboratorni teploty na vzduchu. Bylo ziskdno 11 mg produktu,

ktery podle 'H NMR obsahoval prevazng elipticin.

3,6,8-Tribrom-1,4-dimethylkarbazol (XV)

3

CH
Br Br
swe
Br CHa
K roztoku 1,4-dimethylkarbazolu (XIV, 100 mg, 51 mmol) v6 ml
chloroformu byl pfikapavan roztok bromu (1 ml bromu v 9 ml chloroformu). Po
pfidani 0,7 ml tohoto roztoku se reak¢éni smés prestala odbarvovat. Bylo pfidano jesté
0,3 ml roztoku bromu a reakéni smés byla ponechana pii laboratorni teploté 20
minut, poté byla protfepana s roztokem sifi¢itanu sodného a dale zpracovana béZznym
zpusobem. Bylo ziskano 220 mg (51 mmol, 100 %) chromatograficky jednotného
3,6,8-tribrom-1,4-dimethylkarbazolu (XV), vzorek pro analyzu byl ptekrystalovan
7 cthanolu, t.t. 191 °C. 'H NMR Jje uvedeno v tabulce 1, BC NMR je uvedeno

37



NMartin Dracinsky Syntéza dervata chpticinu a studium jejich interakei s DNA

v tabulce 2. Pro € H,BraN vypocteno: 38.,93% C, 2.33% H, 3,24% N, nalezeno:
38.57% C, 2.35% H, 2,90% N.

Obecny zpiisob oxidace peroxosiranem draselnym

Oxidovana latka (40 mmol), peroxosiran draselny (60 mmol), pentahydrat
siranu médnatého (30 mmol) a octan sodny (350 mg) byly rozpu$tény v 3 ml
kyseliny octové a smés byla dvé hodiny zahfivana k varu. Poté byla pfidana voda a
vznikla srazenina byla odsiata a promyta vodou. Filtrdt byl 2 x extrahovan do
diethyletheru a cthericka vrstva byla zpracovana béznym zptsobem. Tak byl ziskan

dalsi podil produktu.

1-Acetoxymethyl-3,6,8-tribrom-4-methylkarbazol (XVI)
CH,

Br l l Br
N
H
Br

OAc
Vysc popsana metoda oxidace byla aplikovana na 3,6,8-tribrom-1,4-
dimethylkarbazol. Odparek po oxidaci peroxosiranem draselnym byl docistén
chromatografii na sloupci silikagelu. Bylo ziskano 78 mg 1-acetoxymethyl-3,6,8-
tribrom-4-methylkarbazolu (40 %), t.t. 144 °C. 'H NMR je uvedeno v tabulce 1, Be
NMR je uvedeno v tabulce 2. Pro C,,H,;Br;NO; vypocteno: 39,22% C, 2,47% H,
2,80% N, nalezeno: 39,05% C, 2,49% H, 2,58% N.

1,4-Dimethyl-3,6-dinitrokarbazol (XVII)
CH,

O,N NO,
! N ‘
H

CHs
K roztoku 1,4-dimethylkarbazolu (XIV, 100 mg, 51 mmol) v 2,5 ml kyseliny
octové bylo pfidano 40 mg (58 mmol) dusitanu sodné¢ho a smés byla na vodni lazni
ohfata na 90 °C. Pot¢ bylo ptidano 0,4 ml smési kyseliny octové a kyseliny dusi¢né
vpoméru | : 1 a smés byla 30 minut za michani zahfivana na vrouci vodni lazni.
Poté byla sm¢s jeste 40 minut michana bez zahiivani a nasledné byla ptidana voda,

vznikla srazenina  byla odsata a promyta vodou, nasycenym roztokem
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hydrogenuhli¢itanu sodn¢ho a opét vodou. Bylo ziskano 130 mg (89 %) 1.4-
dimethyl-3,06-dinitrokarbazolu (XVII), t.t. 342 °C (rozklad). 'H NMR je uvedeno
v tabulce 1, HC NMR je uvedeno v tabulee 2. Pro Ci3H N304 vypocteno: 58,95% C,
3,89% H, 14,73% N, nalezeno: 58,67% C, 3,92% H, 14,05% N.

3,6-Diamino-1,4-dimethylkarbazol (XVIII)

H,N
‘ N
H

Smeés 200 mg (0,7 mmol) 1,4-dimethyl-3,6-dinitrokarbazolu (XVII), 4 g

CHj
NH,
Hs

C

chloridu cinatého (21 mmol), 6 ml vody a 34 ml kyseliny chlorovodikové byla jednu
hodinu zahfivana na vrouci vodni lazni. Poté byla pfidana voda a smés byla za
chlazeni ledem alkalizovana roztokem hydroxidu sodného. Vysledna reakéni smés
byla tfikrat extrahovana dichlormethanem a organickd vrstva byla zpracovana
béznym zplsobem. Bylo ziskano 98 mg (62 %) amorfniho 3,6-diamino-1,4-
dimethylkarbazolu (XVIII). 'H NMR je uvedeno v tabulce 1, C NMR je uvedeno
v tabulce 2. Pro C4H,sN3 vypocteno: 74,64% C, 6,71% H, 18,65% N, nalezeno:
74,47% C, 6,64% H, 18,58% N.

S5-hydroxymethyl-11-methyl-6 H-pyrido|4,3-b]karbazol

13-hydroxyelipticin (XIX)
CH,

SN
LI
CH,OH

9-Nitroelipticin - (XII, 200 mg, 0,09 mmol) byl podroben oxidaci
peroxosiranem draselnym podle postupu uvedeného vySe. K takto ziskanému
odparku (195 mg) byl pfidan chlorid cinaty (3,2 g, 17 mmol), 30 ml kyseliny
chlorovodikové a 4 ml vody a smés byla jednu hodinu zahfivana na vrouci vodni
lazni. Po ochlazeni ledem na 5 °C byl k reakéni smési pfidan roztok dusitanu
sodn¢ho (72 mg, 1 mmol) v 2,4 ml vody. Reakéni smés byla 10 minut michana za

chlazeni ledem, poté bylo pfidano 20 ml cthanolu a smés byla za michani zahrata

k varu, poté byla ochlazena na laboratorni teplotu a alkalizovana roztokem hydroxidu
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sodnc¢ho. Vzmikla srazenina byla odsiata a promyta vodou. Surovy produkt byl
precisStén pomoci HPLC na reverzni fazi, jako mobilni faze byl pouzit methanol.
Bylo ziskano 49 mg (27 %) 13-hydroxyelipticinu (XIX). '"H NMR bylo ve shodé

s literaturou a je uvedeno v tabulce 4.
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4. VYPOCETNI CAST
4.1. UvoDp

Vypocetni chemic sc v posledni dobé stava stale dulezitgj$i a popularmeé;si
soucasti vsech chemickych a fyzikalné chemickych praci. Vzdy je ale tfeba mit na
zieteli omezeni jednotlivych metod a pouzivat pouze takové vypocetni metody, které
poskytuji relevantni vysledky. Vypocetni chemie (zejména empirické potencialy) se
v souCasnosti bézn¢ pouziva 1 pro studium DNA a interakci mezi DNA a
interkalatory nebo 1é¢ivy obecné. Pokud je molekularni modelovani pouzito
s nékterymi experimentalnimi daty (ziskanymi napf. z rentgenostrukturni analyzy
nebo 7z NOESY experimentu), vysledky jsou divéryhodné a casto v dobré shodé
s daldimi cxperimenty™’. V soucasné dobé je ale velmi rozsifené molekulové
modelovani bez konfrontace s experimentalnimi daty. Vzhledem ktomu, Ze
v komplexech DNA — interkalator se uplatiiuji slabé nevazebné interakce, je otazkou
zda jednoduché empirické potencialy (které jsou soucasti soucasnych vypocetnich
programil) jsou schopny spravné urcit strukturni a dynamické vlastnosti téchto
komplexti. Empirické potencialy byly pouzity i v diivgjsich pracich™* pro
modclovani interakei derivatl elipticinu s oligonukleotidy.

Tato prace si klade za cil porovnat vybrané empirické potencialy
s referencnimi «b initio daty a vyhodnotit vhodnost danych empirickych potencialt
pro teorcticky popis systémi DNA — interkalator a zjistit tak, zda je viibec teoreticky
mozn¢ vyuzit empirické potencidly pro vypocet interakénich energii systémi
interkalator — baze DNA a pro zjistovani dalsich vlastnosti téchto systémi (jako je

geometrické usporadani komplext DNA s interkalatory).

4.1.1. METODY VYPOCETNI CHEMIE

Pfi teoretickém popisu interakéni energie mezi paralelné umisténymi
aromatickymi systémy (tzv. ,stacking™ energie, energie, ktera také stabilizuje
komplex DNA bazi s interkalatorem) se uvazuji &tyfi prispévky k této energii® :
elcktrostaticka energie (pfitahovani nebo odpuzovani mezi parcialnimi naboji

molekul), disperzni energic (zptisobena fluktuacemi elektronovych oblaki, tzv. van

41



Martim Dracinsky Synteza dervatu elipticinu a studium jejich interakei s DNA

der Waalsova cnergic), indukéni energie (jedna molekula indukuje nové rozlozeni
nabojc v druh¢, to je dano polarizovatelnosti molekul) a pfenos naboje.
Mectody vypocetni chemie lze rozdélit do tii skupin: ab initio metody,

scmicmpirické metody a empirické potencialy.

4.1.1.1. AB INITIO METODY

Ab initio metody vychazeji zteorie kvantové mechaniky. Pfi vypoctu
interakéni cnergic systému s interkalaci je nutné do vypoctli zahrnout korelacni
energii, protoZe metoda Hartree-Fock a DFT metody nezahrnuji disperzni energii™".

Vypocty ab initio na vyssi trovni jsou prakticky nemozné pro vétsi systémy

(Jako napf. fragment DNA a interkalator), v literatufe se dosud objevila pouze jedna

-
/

publikace popisujici vypocet interakéni energie mezi interkalatorem a parem bazi® a
jedna publikace popisujici vypocet interakéni energie mezi interkalatorem a jednou
bazi*'. , Stacking” interakce riznych DNA bazi a pari bazi byly jiz podrobngji
studovany, napriklad v lit.”"" je diskutovana interakéni energiec mezi pary bazi v A-
DNA a B-DNA.

S vypoctem interakéni energie pomoci ab initio metod je spojena tzv. chyba
zpusobena superpozici bazi (basis set superposition error, BSSE). Velikost energie
zkoumaného systému je zavisla na pouzité bazi funkci. Cim vétsi baze je pouZita,
tim niz8i energie je ziskana. Interakéni energie systému se dvémi komponentami se
podita jako rozdil energie celého systému a energii jednotlivych komponent. Pii
vypoctu energie celého systému mame ale k dispozici vétSi bazi nez pii vypoctu
energie komponent. To zptsobuje, Ze vysledna interak¢ni energie je niZsi o urcitou
chybu. Jiz diive byl v literatufe ukazan jednoduchy zplisob, jak tuto chybu
odstranit”'. Pfi vypoétu energic komponent se pouziva stejna baze jako pfi vypoétu
energie celého systému. Funkce (orbitaly), které byly plivodn€é umisténé na atomech
druhé komponenty jsou umistény na tzv. ,,dummy atomech®, to jsou fiktivni atomy,
které¢ nenesou zadny naboj a maji nulovou hmotnost. V této praci byla chyba

zplsobena superpozici bazi systematicky odstranovana touto standardni metodou.

42



NMartm Dracinsky Syntéza derivtu elipticinu a studium jejich interakei s DNA

4.1.1.2. SEMIEMPIRICKE METODY

Semicmpirick¢ metody (napriklad NDO metody, AM1, PM3) zjednodusuji
vypoccet vinov¢ funkce molekul dosazenim nékterych empirickych konstant. Pro
vypocty interakénich cnergii systémi s dulezitou roli disperzni energie jsou ale také

nepouzitelng, protoze stejné jako metoda Hartree-Fock disperzni energii nezahrmuji.

4.1.1.3. EMPIRICKE POTENCIALY

Empirické potencialy nahrazuji vypocet vinové funkce vypoctem tzv. vnitini
energie. Atomy sc rozdéluji do typl (naptiklad typ CA v programu AMBER
oznacuje aromaticky uhlik), jednotlivé typy atoml maji tabelované optimalni délky
vazeb mezi sebou, valencéni a torsni uhly (naptiklad optimalni délka vazby CA — CA
je 1,400 A, optimalni valenéni uhel CA — CA — CA je 120°). Jakakoli zména
vnitinich parametrii dané molekuly od optimalnich hodnot zptisobi definovany nartst
vnitini energie. Diilezitou soudasti vnitini energie jsou také nevazebné interakce
mezi atomy, které nejsou vazany chemickou vazbou. Nevazebny pfispévek se
vétsinou pocita jako soucet clektrostatické energie a van der Waalsovy energie.

Empirické potencidly jsou vypocetné mnohem méné narocné nez ab initio
metody a umoznuji vypocet energie a dalSich vlastnosti 1 pro velké molekuly nebo
soubory molekul (napfiklad solvatovany protein, komplex 1é¢ivo — receptor a dalsi).
Pro svou jednoduchost jsou empirické potencidly velmi casto pouzivany
v molekularn¢ dynamickych vypoétech a jsou zabudovany v tadé¢ chemickych
vypocetnich programech (napt. HyperChem, AMBER, Sybyl a dalsi).

Jednoduché empirické potencialy sestavajici z van der Waalsova pfispévku a
coulombického prispévku (s naboji lokalizovanymi na atomech) k nevazebné energii
(zanedbavaji tedy prispévek indukéni energie a prenos naboje) jsou schopné
reprodukovat ab initio vypoétené interakéni energie pomémée dobie’. To nicméné
neznamend, 7¢ vSechny empirické potencialy jsou stejné vhodné. Porovnani s ab
initio vypoctenymi daty umoziuje vyhodnotit vhodnost jednotlivych empirickych
potenciala™

V t¢to praci byly vybrany nékteré derivaty elipticinu (viz tabulka 6) jako
modelov¢  slouc¢eniny pro studium a vyhodnoceni ucinnosti jednoduchych

empirickych potenciali.
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Tabulka 6. Vybran¢ derivaty clipticinu.

s]ét&cnina R, R R;

OHNME+ OH H  CHj
9HE OH H -
7HE H OH -
E+ H H H

9AE+ NH, H H

V biologické realité¢ je vice faktorii, které zasadné ovlivilyji stabilitu
komplexit DNA slécivy (struktura 1éciva, charakteristika rozpousStédla a
deformabilita DNA vlaken)". V této praci byly véechny vypoéty provadény v plynné
fazi, takze vSechny prispévky kromé struktury interkalatoru jsou zanedbavany.
Véfime, Ze tento pristup nesniZuje vérohodnost srovnani riznych empirickych

potencialli.

4.2. POUZITE METODY VYPOCTU

4.2.1. GEOMETRIE

Struktury a geometrie riznych derivati elipticinu a part bazi adenin-thymin a
guanin-cytosin (usporadanych podle Watsona a Cricka) byly optimalizovany pomoci
metody DFT za pouZiti B3LYP funkcionalu s bazi 6-31G*. Struktura paru guanin-

cytosin byla optimalizovana s pfedpokladem jeho planarity.

4.2.2. AB INITIO INTERAKCNi ENERGIE

Derivat elipticinu a par bazi byly umistény v koplanarnich ,,rovinach* (dané
molekuly jsou téméf rovinné) takovym zplisobem, ze hlavni osy byly paralelni.
Vertikalni vzdalenost mezi interkalatorem a parem bazi byla ménéna a energie byla
pocitana mctodou MP2 s bazi 6-31G* s modifikovanymi exponenty polarizacnich
funkci (0,25 misto bézné¢ pouzivanych 0,8, zkratka 6-31G*(0,25)). Tato baze je

~ 4 : vt . : @ S87TENOS ~
povazovana za ncjvhodngjsi pro systémy se ,,stacking™ interakcemi . Interakéni
energic byla pocitana jako rozdil mezi energii celého systému a souétu energii

subsystemu (interkalator a par bazi). Tato iterakéni energic je energie nutna
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k separaci interkalatoru a paru bazi na nekoncénou vzdalenost. Jiz diive bylo
v literatuic”  ukazano, 7c jedna molekula interkalatoru a jeden par bazi je dostacujici

jednoduchy model interkalace.

4.2.3. INTERAKCNI ENERGIE Z EMPIRICKYCH POTENCIALU

V této praci byly pouzivany tii empirické potencialy. Ve vsech tfech byla

elektrostaticka encrgie pocitana podle Coulombova zékona:
Eoy = 332X qiqi/ry

kde ¢, a ¢; jsou nabojc atomu a r; je vzdalenost mezi atomy i a j. Bodové naboje byly
umistény ve stfedech atomi a byly odvozeny z molekulového elektrostatického
potencialu (ESP)™ na trovni HF/6-31G*, B3LYP/6-31G* a MP2/6-31G*(0,25) a
z omezeného elektrostatického potencialu (RESP)”" na stejnych trovnich. Metoda
ESP funguje tak, Zc¢ se zvinoveé funkce ziskané ab initio vypoctem odvodi
elektrostaticky potencial na nékolika mistech kolem kazdého atomu molekuly a
potom se navrhuji takové bodové parcialni naboje, které nejlépe reprodukuji dané
elektrostatické potencialy. RESP je modifikace ptivodni metody ESP a v soucasnosti
je nejpouzivangj$i mectodou pro ziskani bodovych naboji pro molekulové
modelovani biomolekul (proteini a DNA).

Ve dvou pouzitych empirickych potencialech byla van der Waalsova energie
pocitana pomoci Lennard-Jonesova potencialu:

Evw =X Ay/ry” = By/r
kde A4, a Bj jsou cmpirick¢ van der Waalsovy konstanty. V této praci byly pro
vypodet A, a Bj; pouzily parametry silového pole ff86™ a novéjsiho £ff99”%1%0
(empiricky potencial A-ff86 a A-ff99) z programu pro molekulové modelovani
AMBER. V pfipad¢ tictiho empirického potencidlu (LH) byla van der Waalsova
energie pocitana pomoci 9-6 Lifson-Haglerova potencialu:
Evaw =L Ay/ry’ — By/ri
)1

a van der Waalsovy cnergic byly nasobeny faktorem 0,7. Dfive bylo ukazano'"', Ze

tento potencidl je vhodny pro vypocet interak¢nich energii mezi DNA bazemi.
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4.2.4. HLEDANI GLOBALNIHO MINIMA

V ub initio vypoétech i ve vypoétech pro srovnani empirickych potencialii
byla vzdalenost mezi interkalatorem a parem bazi ménéna pouze v jedné dimenzi.
Tento pfistup nemGze byt pouzit pii hledani globalniho energetického minima,
protoZe molekuly se mohou pohybovat ve tfech dimenzich a mohou se riizné natacet.
Proto jsme napsali makro v programu Microsoft Excel, které¢ vyhledavd minima.
Toto makro méni pozici a orientaci paru bazi v blizkém okoli interkalatoru a pocita
interakéni energii pomoci zvoleného empirického potencialu a dale pocita
analytickou derivaci této energie vzhledem k poloze (osy x, y a z) a vzhledem k thlu
pootoceni (uhel pootoceni je definovan jako thel mezi hlavnimi osami subsystéml).
Potom je poloha paru bazi ménéna takovym zplisobem, aby se minimalizovala
interakéni energie. Timto zplisobem je postupné prozkouman cely prostor v okoli

interkalatoru. Tento pfistup zaruéuje nalezeni globalniho minima interak¢ni energie.

4.3. VYSLEDKY

4.3.1. VLASTNOSTI SUBSYSTEMU

Optimalizované geometrie, energie hrani¢nich orbitali, ESP a RESP naboje
(pocitané z riznych vlnovych funkci), typy atomi (z hlediska programu AMBER) a
dipolové momenty péti vybranych derivati elipticinu a pard adenin-thymin a guanin-

cytosin jsou uvedeny v priloze 8.2. v tabulkach P8 - P14.

4.3.2. AB INITIO INTERAKCNI ENERGIE
4.3.2.1. SYSTEM AT-E+

Systém adenin-thymin-E+ (AT-E+) byl studovan nejdlkladnéji a bude

diskutovan podrobngji. Struktura systému AT-E+ je zobrazena na obrazku 1.

406



Martin Dracdinsky Syntéza derivati elipticinu a studium jejich interakci s DNA

= T

Obr. 1. Struktura komplexu AT-E+

Vzdalenost mezi elipticinem a parem adenin-thymin byla zvySovana od 3,15
do 3,75 A (s krokem 0,15 A). Na obrazku 2 je znazornéna zavislost interak¢ni
energie na vzdalenosti mezi elipticinem a parem bazi. Interakéni energie ma
minimum u 3,33 A, coZ je typicka vzdalenost mezi interkalatory a pary bazi  a také

mezi jednotlivymi pary bazi v DNA.

-19 -
AT-E+

— -21 4
o b
E
©
[s]
=
w
< 23

25 + : : :

31 33 3,5 3,7
vzdalenost [A]

Obr. 2. Intcrakéni cnergie (AE) komplexu AT-E+
pocitana ab initio (MP2(0.25)).

U systému AT-E+ byla také studovana zavislost interak¢ni energie na Ghlu
pootoceni. Uhel pootogeni (definovany jako Ghel mezi hlavnimi osami subsystémii)
byl ménén od 0 do 180 stupni s krokem 30°, vzdalenost mezi interkalatorem a parem
bazi byla konstantni (3,3 A). Na obrazku 3 je znazornéna zavislost interakéni energie

(vypoc&tené ab initio) na thlu pootoceni.
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Obr. 3. Zavislost interakéni energie (AE) komplexu AT-E+ na thlu
pootoceni.

Bylo také zajimavé vyhodnotit aditivitu jednotlivych energetickych
komponent, to znamena odpovédét na otazku, jestli je mozné pocitat interakéni
energii systému interkalator — par bazi jako soucet dvou interakénich energii
interkalator — jedna baze. Vyhodnoceni tzv. ,many body term“ je dileZité pro
vypocet interakéni energie vétSich systémi. V tabulce 7 jsou uvedeny vypoctené
energie systému thymin-E+, adenin-E+ a porovnany s energii sytému adenin-thymin-
E+. Z tabulky je vidét, Ze ,,many body term* je pomémé maly, pohybuje se kolem

0,3 kcal/mol, coz je asi 1,5 % celkové interakéni energie systému AT-E+.

Tabulka 7. Interakéni energie (kcal mol') komplexd thymin-E+,
adenin-E+ a adenin-thymin-E+ a tzv. ,,many body term* A,g.

Vzdalenost [A] AET.E+ AEA E+ AEAT.E+ AAE
3.15 -9,61 -13,72 -23,00 0,33
3.30 -10,58 -14,19 -24,48 0,29
3.45 -10,49 -13,59 -23,82 0,27

4.3.2.2. DALSI SYSTEMY

Pro ostatni derivaty elipticinu a pary bazi byla interak¢ni energie pocitana
pouze pro tfi vzdalenosti (3,15, 3,30 a 3,45 A) a tyto body byly proloZeny parabolou.
Vzdalenosti v minimu interakéni energie jsou prezentovany v tabulce 8. Tyto
vzdalenosti v minimu interakéni energie jsou vzdy blizké 3,35 A, ale absolutni

velikost interakéni energie v minimu je velmi zavisla na struktufe interkalatoru.
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Tabulka 8. Vzdalenost v minimu interakéni energie a interak¢ni

energie v minimu u komplexi interkalator — par bazi.

Komplex Naboj dmin [A] Eint [kcal/mol]
AT-E+ 1 3,33 -24,52
AT-9HE 0 3,36 -18,38
AT-7HE 0 3,37 -17,73
AT-9HNME+ 1 3,36 -24,61
GC-E+ 1 3,35 -21,82
GC-9HE 0 3,36 -18,63
GC-9AE+ 1 3,34 -26,82

4.3.3. POROVNANI AB INITIO VYPOCTU S EMPIRICKYMI POTENCIALY

4.3.3.1. SYSTEM AT-E+

Na obrazku 4 je znazoména zavislost interakéni energie na vzdalenosti
elipticinu a paru bazi vypoc¢tena pomoci empirického potencialu A-ff86 s riznymi
sadami atomovych nabojli, vtomtéZ obrazku je znazornéna i referencni kiivka
ziskana ab initio vypoéty. Z obrazku je ziejmé, Ze rozdil mezi body spoctenymi
pomoci ESP a RESP naboji (odvozenymi ze stejné vinové funkce) jsou
zanedbatelné. Dale je vidét, Ze se od sebe téméf nelisi interakéni energie vypoctené
pomoci naboji odvozenych z DFT a MP2 vinovych funkci. V celém rozsahu
vzdalenosti je souhlas ab initio kiivky se vSemi kfivkami A-ff86 velmi dobry, rozdily

energie jsou vzdy mensi neZ 1 kcal mol™.
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Obr. 4. Interakéni energie (AE) komplexu AT-Etspoditané ab initio
MP2 metodou a empirickym potencialem A-ff86 s riznymi atomovymi
naboji.

Interakéni energie ziskané spomoci silovych poli A-ff99 a LH spolu
s referenénimi ab initio daty jsou uvedeny na obrazcich 5 a 6. Opét je vidét, Ze
rozdily mezi body ziskanymi pomoci ESP a RESP nabojti (odvozenych od stejné
vinové funkce) jsou zanedbatelné, a také Ze rozdily mezi energiemi vypocitanymi
pomoci naboji odvozenych od vlnovych funkci DFT a MP2 jsou velmi malé.
Souhlas s ab initio energiemi je pomémeé Spatny, zvlasté pro kratké vzdalenosti
(rozdil energii pro 3,15 A je téméF 5 kcal mol™). Naproti tomu souhlas energii

vypocitanych pomoci silového pole LH s ab initio daty je velmi dobry.

-17 1 .|
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Obr. 5. Interakéni energie (AE) komplexu AT-E+spocitané ab initio MP2
metodou a empirickym potencidlem A-ff99 s riznymi atomovymi naboji.
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Obr. 6. Interakeni energie (AE) komplexu AT-E+ spocitané ab initio MP2
metodou a empirickym potencialem LH s niznymi atomovymi naboyji.

Porovnani vybranych empirickych potencialii s ab initio daty pro systém AT-

E+ sriznym uhlem pootoceni je na obrazku 7. V tomto piipadé nejvétsi shodu

vykazuje empiricky potencial LH.

AE [kecal/mol]

Obr.
pooto

AT-E+ - - - A-ff86, ESP-MP2
----A-f199, ESP-MP2
S — — LH, ESP-MP2
.. // AN
. V N

— ab initio

7. Interakéni

Ceni

potencialy.

4.3.3.2. DALSI SYSTEMY

T T 1

120 180
uhel pooto&eni

energie (AE) komplexu AT-E+ sriznym uhlem

spocitané ab initio MP2 metodou a tiemi empirickymi

Na obrazcich 8 - 13 jsou znazornény interakéni energie spoétené ab initio a

empirickymi potencialy pro dalsi komplexy interkalator — par bazi. Pro vSechny tyto

komplexy plati stejné zavéry jako pro systém AT-E+. Rozdily mezi pouZitim ESP a

RESP nabojii (odvozenych ze stejné vinové funkce) jsou zanedbatelné a rozdily mezi

energiemi vypocitanymi pomoci naboji odvozenych z DFT a MP2 vilnovych funkci
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jsou téZ velmi malé. Pro neutralni systémy (AT-9HE, AT-7HE, GC-9HE, obrazky 8,
9 a 13) je elektrostaticky prispévek mensi nez 1 kcal mol™ a proto jsou také rozdily
mezi pouzitim HF a MP2 naboji minimalni. VSeobecné lze fici, Ze empiricky
potencial A-ff86 poskytoval nejlepsi shodu s referenénimi ab initio daty. Rozdil mezi
ab initio daty a A-ff86 (ESP-MP2) daty jsou vZdy mensi nezZ 1 kcal mol”, pouze pro
komplexy AT-9HE a AT-7HE jsou rozdily blizké 2 kcal mol”'. Uginnost
empirického potencialu LH je také pomémé dobra, nejhorsi vysledky poskytoval
empiricky potencial A-ff99, kde se energetické rozdily pro 3,15 A pohybovaly mezi
2 — 5.5 kcal mol ™.

& RESP-HF # A-£{99, ESP-HF

| AT-9HE. A-86 AT-9HE
3 WRESP-DFT 134 WA-f99, ESP-MP2
| ARESP-MP2 h A LH ESPaE
! X ESP-HF '
=15+ CESPOFT o 15 | . XLH, ESP-MP2
£ eEsPMP2 £ +ab Initio
© . =
£ 47- \\\ + ab initlo . N
w ] ' ~ by A "
2 . et = %
I T e .
1 0 ¢ ¢ 0o ¢ 19 s
‘ Y SR
2 ‘ y ” ' 21 y . . .
31 32 33 34 35 3 a2 23 24 25
vadaienost (A vzdslenost [A]

Obr. 8. Interakéni energie (AE) komplexu adenin-thymin-9HE vypocitané ab initio a pomoci
empirickych potencialti A-ff86 (vlevo) a A-ff99 a LH (vpravo) s riznymi sadami nabojui.

AT7HE, Af86 *RESP-HF ATTHE *A4199, ESP-HF
W RESP-DFT -13 1 : WA-199, ESP-MP2
134 ARESP-MP2 AL ESPHE
* ESP-HF
5 XESP-DFT = -15 4 : X LH, ESP-MP2
g15- g SESP-MP2 E +ab Initio
3 e H
% 17 ' T rainite g 7
4 ’ R R 4 w A
A
19 - ’ ' 19 X
; §1 ¢ b a4 s
2z ' 21 : , , ,
31 32 33 34 35 31 32 a3 34 35
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Obr. 9. Interakéni energie (AE) komplexu adenin-thymin-7HE vypocitané ab initio a pomoci
empirickych potenciali A-ff86 (vlevo) a A-ff99 a LH (vpravo) s rtiznymi sadami naboja.
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Obr. 10. Interakéni energie (AE) komplexu adenin-thymin-9HNME+ vypocitané ab initio a pomoci
empirickych potencialii A-ff86 (vlevo) a A-ff99 a LH (vpravo) s riznymi sadami naboji.
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Obr. 11. Interakéni energie (AE) komplexu guanin-cytosin-E+ vypocitané ab initio a pomoci
empirickych potencialii A-ff86 (vlevo) a A-ff99 a LH (vpravo) s riznymi sadami naboja.
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Obr. 12. Interakéni energie (AE) komplexu guanin-cytosin-9AE+ vypolitané ab initio a pomoci
empirickych potenciali A-ff86 (vlevo) a A-ff99 a LH (vpravo) s riznymi sadami naboju.
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Obr. 13. Interakéni energie (AE) komplexu guanin-cytosin-9HE vypoditané ab initio a pomoci
empirickych potenciali A-ff86 (vlevo) a A-ff99 a LH (vpravo) s riznymi sadami naboj.

4.3.4. HLEDANi GLOBALNiHO MINIMA

Pro komplexy AT-E+, AT-9HNME+ a GC-9AE+ byly systematicky hledany
geometrie odpovidajici globalnimu minimu interakéni energie zplisobem, ktery byl
popsan vySe. Pro vyhledavani minim byl pouZit empiricky potencial A-ff86 a naboje
ESP-MP2. Pfi systematickém hledani energetickych minim bylo u kazdého
komplexu nalezeno nékolik desitek lokalnich minim. Tabulka 9 ukazuje pocet viech
nalezenych minim a globalni energetické minimum pro kazdy komplex. Na
obrazcich 14 — 16 jsou znazomény geometrie komplexd v globalnim energetickém

minimu nalezené timto zptisobem.

Tabulka 9. Vysledky hledéani globalniho minima®.

Komplex Pocet nalezenych minim Globalni Ei, [kcal/mol]
AT-E+ 32 -25,10
AT-9HNME+ 56 -25,56
GC-9AE+ 27 27,17
* Detaily v textu
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Obr. 14, Geometrie odpovidajici globalnimu
energetickému minimu komplexu AT-E+.

Obr. 15. Geometric odpovidajici globalnimu
energetickému minimu komplexu AT-9HNME+.

Obr. 16. Geometric odpovidajici globalnimu
energetickému minimu komplexu GC-9AE+.

Pro tfi zvolena minima kazdého komplexu byla interakéni energie téz

prepocitana metodou ab initio a ostatnimi empirickymi potencialy. Vysledky jsou

shrnuty v tabulce 10. Poradi velikosti interak¢nich energii zvolenych minim je stejné

pro vsechny empirické potencialy, ale pofadi velikosti interakénich energii

spocitanych ab initio je rozdilné. Napftiklad pro komplex AT-E+ mé& minimum dislo

6 (Sesté v poradi energii vypoctenych pomoci empirického potencialu A-ff86)

nejnizs§i ab initio interakéni energii. Hledani ab initio energetickych minim je kvuli

enormni vypocetni naro¢nost prakticky zatim neproveditelné. V této praci bylo ale
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ukazano, Ze jednoduché empirické potencidly nejsou vhodné pro hledani geometrii
odpovidajicim globalnimu minimu interakéni energie komplexl interkalator — baze

DNA.

Tabulka 10. Interakéni energie (kcal mol™) v geometriich odpovidajicich

zvolenym minimuim spocitané tfemi empirickymi potencialy a ab initio.

A-f86, A-1199, LH, .

Komplex Ab initio

ESP-MP2 ESP-MP2 ESP-MP2

AT-E+ min 1* -25,10 -22,82 -24,70 -25,89
AT-E+ min 3 -24,36 -22,09 -23,72 -25,28
AT-E+ min 6 -23,69 -21,36 -23,03 -25,92
AT-9HNME+ min 1* -25,56 -23,73 -25,42 -26,24
AT-9HNME+ min 3 -24,37 -22,53 -24,14 -24,40
AT-9HNME+ min 4 -24,35 -22,57 -24,68 -25,09
GC-9AE+ min 1* -27,17 -25,08 -26,85 -28,44
GC-9AE+ min 3 -26,06 -24,14 -25,73 -27,67
GC-9AE+ min 6 -25,51 -23,43 -24,99 -28,00

*Min 1 je globalni energetické minimum.

4.3.5. UCINNOST JEDNOTLIVYCH EMPIRICKYCH POTENCIALU

Na obrazku 17 je znazornéna korelace mezi ab initio daty a daty jednotlivych
empirickych potenciali (s ESP-MP2 naboji). Z obrazku je vidét, Ze potencialy A-
ff86 a LH vykazuji dobrou shodu sab initio daty. V tabulce 11 jsou uvedeny
maximalni pozitivni a negativni odchylky, primémé absolutni odchylky, smérnice a

pruseciky s osou y pro empirické potencialy s naboji HF a MP2.
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Tabulka 11. Uéinnost empirickych potenciald.

Silové pole  Min. Max.” Prim. smérnice intercept Korel.
odchylka.” koef.

A-ff86, HF  -2,34 1,97 1,02 0,97 -0,80 0,90
A-ff86, MP2  -2,27 2,49 1,06 0,79 -4,29 0,91
A-ff99, HF  -0,38 5,55 2,02 1,02 2,37 0,86
A-ff99, MP2  -0,59 5,36 2,51 0,84 -1,12 0,84
LH, HF -1,81 2,49 1,01 0,90 -2,45 0,90
LH, MP2 -2,14 3,01 1,07 0,73 -5,75 0,90

2 Nejmensi negativni odchylka (kcal mol™), ® nejvétsi pozitivni odchylka (kcal mol™), ¢ primé&ma
absolutni odchylka (kcal mol™)

-12,00 ~
\g -16,00 -
©
£
w
-20,00 -
j ' *AT86
g8
g. uA199
-24,00 -
® ' ALH
-28,00 y T T
-29 -25 -21 17
ab initio AE [kcal/mol]

Obr. 17. Linearni korelace energii ziskanych ab initio a pomoci
empirickych potenciald. V empirickych potencialech byly pouzity naboje
ESP-MP2.

Dulezitost elektrostatického prispévku je ilustrovana na obrazku 18. Na
obrazku 18 vlevo jsou znazornény van der Waalsovy piispévky k interakéni energii a
vpravo jsou znazornény celkové interakéni energie spoctené pomoci potencialu A-
ff86 (ESP-MP2) pro vSechny komplexy interkalator — par bazi z této prace. Z
obrazku je vidét, ze van der Waalsovy pfispévky (dispersni energie) jsou téméf
totozné pro viechny komplexy, ale celkové interakéni energie se od sebe znacné 1i8i
(az 8 kcal mol™) podle struktury interkalatoru. To znamend, Ze elektrostaticky
ptispévek ma zasadni dileZitost ve vypoctech interakéni energie mezi interkalatory a

DNA.
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Obr. 18. Van der Waalsiv piispévek k interakéni energii (vlevo) a celkova interakéni energie
(vpravo) riiznych komplext pocitana empirickym potencialem A-{ff86 (ESP-MP2).

4.4. DISKUSE A ZAVERY

Bylo ukazano, Ze nékteré empirické potencidly jsou vhodné pro vypocet
interak¢ni energie mezi interkalatory a pary bazi DNA a tedy i pro molekularné
dynamické vypoclty, ale geometrii interkalace nejsou schopny empirické potencialy
spravné urcit.

- Empiricky potencial A-ff86 reprodukoval ab initio interakcni energie velmi dobte.
Tento potencial bere v uvahu pouze elektrostatické a dispersni ptispévky k interak¢ni
energii, to znamena, Ze pfispévek indukéni energie a energie pfenosu naboje je maly.
- Atomové naboje, ziskané metodou ESP odvozené z DFT vinové funkce,
poskytovaly téméf shodnou interak¢ni energii jako naboje ESP-MP2.

- Pouziti RESP naboji neovliviiuje velikost interakéni energie oproti nabojtim ESP.

- Empiricky potencial A-ff99 poskytoval horsi vysledky nez potencial A-ff86. Miize
se zdat ponékud piekvapivé, Ze star§i parametry (ff86) jsou lepsi neZ nové parametry
(ff99), ale parametry ff99 jsou navrzeny pro vypocty s explicitné vyjadfenymi
molekulami vody, kdeZto parametry ff86 byly pouzivany pro vypocty ve vakuu
(stejn€ jako ab initio vypocty v této praci) a pfitomnost rozpoustédla se simulovala
dielektrickou konstantou zavislou na vzdalenosti.

- Empiricky potencial LH reprodukoval ab initio data velmi dobfte, obzvlasté¢ dobrou
shodu poskytoval v pfipadé komplexu AT-E+ s riznym thlem pootoceni.

- Empirické potencialy pouzité v této praci se neukazaly jako vhodné pro hledani
geometrii odpovidajicim globalnimu minimu interakéni energie. Hyperplocha

01

cr1or . RN [0t v o 7+ 89, . ,
potencialni energie ,,stackovanych® systémi je pomémé plocha’”'"' a energetické
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rozdily mezi jednotlivymi minimy jsou malé, takze i malé chyby ve vypoctu
interakéni energie zplsobuji nalezeni Spatné geometrie odpovidajici globalnimu

minimu interak¢ni energie.
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5. NMR CAST

5.1. UvoDp

Nuklearni magneticka rezonance je metoda, ktera je stale Cast&ji pouZivana
pro ziskavani strukturnich informaci o biomolekulach. Oproti rentgenostrukturni
analyze ma vyhodu, Ze méfeni Ize provadét v roztoku a za fyziologickych podminek.
Pomoci NMR spektroskopie 1ze studovat i interakce biomolekul s riznymi ligandy.
Dosud byly studovany napfiklad interakce DNA s distamycinem'”,
aktinomycinem'", proflavinem'® a chromomycinem'®”.

V této praci byly studovany interakce elipticinu a 9-hydroxyelipticinu
s dvéma oktadeoxyribonukleotidy, konkrétné¢ s oktanukleotidy CGCTAGCG a
ATAGCTAT. Kazdy z oligonukleotidi je reverzné komplementarni (prvni baze je
komplementarni s posledni, druha s predposledni atd.), to znamena, Ze v roztoku
daného oligonukleotidu miiZze vznikat ze dvou molekul téhoZ oligonukleotidu
dvousroubovice komplementarnich vlaken. V jednom piipadé takto vznika duplex
bohaty na GC pary, vdruhém piipadé duplex bohaty na AT pary. Délka
oligonukleotidii (8 bazi) byla zvolena jako kompromis tak, aby byly oligonukleotidy
dostateéné¢ velké na to, aby se vroztoku vytvarela stabilni dvouSroubovicova
struktura, na druhé strané oligonukleotidy nemohou byt pfili§ velké, aby byla NMR
spektra jesté snadno interpretovatelna.

NMR studie oligonukleotidu CGCTAGCG a jeho interakce s elipticinem byly
provedeny v neutralnim prostiedi (pH = 7) a v mimé& kyselém prosttedi (pH = 5,7),
kde je elipticin protonovan na dusiku v poloze 2. Interakce oligonukleotidu

CGCTAGCG s 9-hydroxyelipticinem a oligonukleotidu ATAGCTAT s elipticinem a
9-hydroxyelipticinem byly studovany pouze v kyselém prostiedi (pH = 5,7).

5.2. NMR ANALYZA SAMOTNYCH OLIGONUKLEOTIDU

Prvnim ukolem bylo provést pfifazeni vSech signalii vodikovych atomi
oligonukleotidi. Oba pouzité oligonukleotidy obsahuji v kazdé molekule kolem sta
vodikovych atomi. Signaly vodikovych atomi se v jednodimenzionalnich spektrech

Casto piekryvaji a navic neexistuje nepfima spin-spinova interakce mezi vodiky
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jednotlivych nukleotidii ani mezi vodiky baze a deoxyribosového zbytku v ramci
jednoho nukleotidu. Z téchto divodli je pro pfifazeni signali nutné pouZit
dvoudimenzionalni NMR techniky, detegujici jednak nepiimé spin-spinové interakce

a jednak pfimé dipdlové interakce prostorove blizkych atomii.

5.2.1. POUZITE DVOUDIMENZIONALNi NMR TECHNIKY
2D-COSY (Correlation Spectroscopy)

COSY  experiment je prvnim navrZzenym a  nejjednodus$im
dvoudimenzionalnim NMR experimentem. Krospiky v COSY spektrech predstavuji
korelaci mezi jadry s nepfimou spin-spinovou interakci (kaplinkem). Nejcasté&jsi

"“(obr. 19). Pro méfeni

variantou tohoto experimentu je zakladni COSY-90 sekvence
biomolekul ve vodé se v COSY sekvenci pouziva dvoukvantovy filtr (DQF-COSY).
Singlet rozpoustédla (vody) nemutze produkovat dvoukvantové koherence a je
dvoukvantovym filtrem eliminovan. Dvoukvantovy filtr je do sekvence
zakomponovan bud pifidanim dal§iho pulsu a vhodnym cyklovanim fazi nebo

pouzitim gradientovych pulst.

'H
d] t

Obr. 19. Pulsni sekvence COSY-90 experimentu

2D-TOCSY (Total Correlation Spectroscopy)

V oblastech piekryvu mnoha vodikovych atomi usnadfiuje interpretaci
spektrum, které ukazuje vSechny vodiky patfici k jednomu spinovému systému
(naptiklad vsechny vodiky jednoho deoxyribosového zbytku). Takové spektrum

9% experiment (obr. 20). Tato

ziskame pomoci sekvence oznacované jako TOCSY
sekvence obsahuje ve sméSovaci periodé misto jednoduchého pulsu, ktery je

v zakladni COSY sekvenci, sekven¢ni blok oznacovany jako spin-lock.
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Tm

T .
d; I t Spin-lock

FID

Obr. 20. Pulsni sekvence TOCSY experimentu

2D-NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy)

Me¢éfteni nukledrniho Overhauserova efektu (NOE) mezi vodikovymi atomy je
pro piifazovani signali a pro zji§téni prostorového usporadani oligonukleotidd velmi
vyznamné. Pro tento ucel se nejcasté€ji pouziva tzv. NOESY sekvence (obr. 21), ktera
umozituje méfit NOE mezi v§emi vodiky v molekule (i mezi molekulami) v jediném
experimentu. Krospiky v NOESY spektru indikuji pfimé dipolarni interakce a
piedstavuji tedy korelace prostorové blizkych vodikii. Intenzita pozorovaného NOE
vSak zavisi na rychlosti pohybu molekul a jejich ¢asti a NOE mize byt bud’ kladny
(pro malé molekuly) nebo zaporny (makromolekuly). NOE je blizky nule nejcastéji
pro molekulové hmotnosti 750 — 2000'"°. Oligonukleotidy pouZité v této praci maji
molekulovou hmotnost piiblizné 2400, dvousroubovice vzniklé z téchto
oligonukleotidii maji molekulovou hmotnost 4800. V NOESY spektrech jsou tedy
krospiky zaporné (maji stejnou fazi jako diagonala). DlileZitym parametrem NOESY
sekvence je sméSovaci Cas Tn,. Pri pouziti kratkého sméSovaciho ¢asu (100 ms) je
intenzita krospikli niZsi, ale takto ziskana spektra lze kvantitativné vyhodnocovat
(objem krospikii je nepfimo umémy Sesté mocnin€é vzdalenosti mezi interagujicimi
atomy). Pii pouziti del§iho sméSovaciho ¢asu (300 ms) je ve spektru lepsi pomeér
signalu k Sumu, ale ve spektru jsou kviili spinové difusi i krospiky mezi prostorové

vzdalenéj§imi atomy a objem krospiki nelze kvantitativné jednoduse vyhodnocovat.

'H
d1 t Tm

Obr. 21. Pulsni sekvence NOESY experimentu
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5.2.2. NMR ANALYZA OLIGONUKLEOTIDU CGCTAGCG A ATAGCTAT

Vodikové atomy v DNA se rozdéluji na takzvané vymeénitelné (amino a imino
vodiky, snadno se vyméiuji s vodiky protického rozpoustédla) a nevymeénitelné
(ostatni vodiky bazi a deoxyribosovych zbytkd). Na obrazku 22 je znazornéna

struktura dusikatych DNA bazi spolu sbénym C¢islovanim a naznacenymi

vodikovymi vazbami, které se uplatiuji ve dvojSroubovicovém uspofadani vlaken

DNA.

Obr. 22. Struktura DNA bazi s ¢islovanim a vodikovymi vazbami mezi bazemi.

Nevyménitelné vodikové atomy: Jejich piifazeni bylo provedeno pomoci
dvoudimenzionalnich DQF-COSY, TOCSY a NOESY spekter. Tato spektra byla
méiena v *H,0 fosfatovém pufru. DQF-COSY a TOCSY spektra umoziuji pfifadit
vodiky patfici jednotlivym deoxyribosovym zbytkim, ale neposkytuji informaci o
typu baze vazané k deoxyribose. Kompletni pfifazeni signald vodiki jednotlivych
oligonukleotidii a informaci o sousednim oligonukleotidu lze ziskat z NOESY
spekter. Aromatické vodiky dusikatych bazi (vodiky H8 adeninu a guaninu a vodiky
H6 cytosinu a thyminu) jsou v prostorové blizkosti (2 — 3,5 A) vodikt H-1", H-2" a
H-2"" deoxyribosového zbytku téhoZ nukleotidu a také deoxyribosového zbytku
jednoho sousedniho nukleotidu (nukleotidu bliz§imu k 5” konci fetézce, viz obrazek
23). Naptiklad pro oligonukleotid CGCTAGCG lze ocekavat, Ze v NOESY spektru
budou mit vSechny aromatické vodiky krospik se dvéma vodiky H1’, pouze vodik
H6 cytosinu C1 bude mit krospik pouze s jednim vodikem H1" (H1'C1). Podobn¢ by
vSechny aromatické vodiky meély mit krospik se ¢tyfmi vodiky z oblasti 1,8 — 3 ppm
(oblast vodiki H-2" a H-2""), pouze vodik H6 cytosinu C1 bude mit krospiky jen se
dvéma vodiky z této oblasti (vodiky H2'C1 a H2"'C1). Na obrazcich 24 a 25 jsou
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casti NOESY spektra oligonukleotidu CGCTAGCG s naznaenym postupem

pfifazeni.

H,yC Hs

Gé6
Ct
gm‘ I
2 e e e H5C1
G2
& @ 600
AS i} i
G8
Mppm
I L T L] ' 1 T T
8.00 780

ppm (f2)

Obr. 24. Cast NOESY spektra (oblast krospikii mezi atomy H6/H8 a atomy H1’) oligonukleotidu
CGCTAGCG pii 25°CapH =5,7.
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Obr. 25. Cast NOESY spektra oligonukleotidu CGCTAGCG pfi 25 °C a pH = 7,0 s naznadenym
postupem pfifazeni (NOE krospiky mezi H-2’, H-2"" a aromatickymi vodiky bazi).

Vyménitelné protony: Vymeénitelné protony se snadno vyménuji s protony
rozpoustédla (vody) a proto nejsou pozorovatelné v 'H NMR spektru, pokud byl pro
ptipravu vzorku jako rozpoustédlo pouzit deuterium oxid (*H,0). NMR spektra byla
proto také métena ve smeési 90% H,0 a 10% 2HzO. Pti pouziti H,O jako rozpoustédla
je jeji signal mnohem intenzivnéj$i nez signaly zkoumané latky, proto je nutné
potlacovat tento signal presaturaci. Pfifazeni vymeénitelnych protoni bylo provedeno
pomoci NOESY spekter a pomoci teplotniho efektu na intenzity signald. Snadno
pfistupné vodiky na krajich oligonukleotidi se rychle vyménuji s protony
rozpoustédla a intenzita jejich signald je nizka nebo nulova. Méné pfistupné vodiky
uprostied oligonukleotidu se s protony rozpoustédla vyménuji pomaleji a intenzita
jejich signall je vyssi. Se zvySujici se teplotou roste rychlost vymény s protony
rozpoustédla a intenzita signalli vyménitelnych vodikt klesa. Nejrychleji klesa

109

intenzita signald snadno pfistupnych vodikli ~. Na obrazku 26 je zobrazena oblast 12
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~ 14 ppm (oblast imino vodik) oligonukleotidu CGCTAGCG pfi riiznych teplotach.
Samotna existence signali imino vodiki v této oblasti svéd¢i o zapojeni téchto
vodikl do vodikovych vazeb mezi jednotlivymi vldkny dvojSroubovicové struktury,
je tedy dikazem tvorby duplexu daného oligonukleotidu. Rozdily mezi chemickymi
posuny vodiki oligonukleotidu CGCTAGCG v kyselém a neutralnim prostiedi jsou
malé (vétSinou v fadu tisicin ppm).

Pfifazeni signalii atomti vodiku oligonukleotidu CGCTAGCG je v tabulce 12
a oligonukleotidu ATAGCTAT v tabulce 13. Piifazeni signalt oligonukleotidu
CGCTAGCG bylo jiz dfive publikovano''’, literarni tidaje jsou v dobré shod
s NMR daty ziskanymi v této praci.

H3T4 H1G2 H1G6

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
14 00 1350 1300 1250

ppm (1)
Obr. 26. Teplotni zavislost intenzity signald vyménitelnych protoni
oligonukleotidu CGCTAGCG.
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Tabulka 12. Ptifazeni signali atomt vodiku oligonukleotidu CGCTAGCG v pufru
pH=7,0.

Vodik Cl1 G2 C3 T4 A5 G6 C7 G8

H2 - - - - 7,35 - - -
H5 5,81 - 5,34 - - - 5,28 -
H6 7,58 - 739 7,35 - - 7,24 -
H8 - 7,94 - - 8,19 7,67 - 7,87
5-CH; - - - 1,64 - - - -
H1’ 570 591 593 553 598 566 568 6,08

H2’ 1,94 2,67 2,01 2,08 2,71 2,46 1,82 2,57
H2"”" 2,39 2,72 2,46 2,39 2,85 2,56 2,28 2,31
H3’ 4,67 4,95 4,72 4,82 5,00 4,91 4,74 4,62
H4’ 4,02 4,34 4,20 4,08 4,35 4,31 4,09 4,12
HS5’ 3,69 3,98 4,20 4,03 4,02 4,15 4,14 4,01
HS” 3,69 4,07 4,14 4,03 4,09 4,15 4,05 4,01

H1 - 12,99 - - - 12,73 - n
H3 - - - 13,75 - - - -
-NH* n n 8,23 - n n 8,30 n
-NH n n 6,56 - n n 6,45 n

n — signal nenalezen, >-NH je aminovodik, ktery se ucastni vodikové vazby.

Tabulka 13. Pfifazeni signalii atomt vodiku oligonukleotidu ATAGCTAT v pufru
pH=5,7.

Vodik Al T2 A3 G4 CS5 T6 A7 T8
H2 7,77 - 7,44 - - - 7,54 -
HS - - - - 5,18 - - -
Ho6 - 7,32 - - 7,34 7,36 - 7,19
H8 8,07 - 8,19 7,67 - - 8,28 -

5-CH; - 1,33 - - - 1,62 - 1,42
H1’ 6,09 5,53 6,06 5,76 5,84 5,74 6,27 6,06
H2’ 2,72 2,11 2,74 2,57 2,02 2,10 2,73 2,19

H2"" 2,77 2,39 2,81 2,61 2,47 2,48 2,88 2,21
H3’ 4,84 4,87 5,06 4,98 4,69 4,87 5,02 4,52
H4’ 4,22 4,17 4,43 4,35 4,21 4,17 4,41 4,03
H5™ 3,72 4,02 3,98 4,16 4,00 n 4,03 4,08

H5""* 3,72 4,04 4,12 n 4,09 n 4,10 4,08
H1 - - - 12,76 - - - -
H3 - 13,55 - - - 13,71 - n

n — signal nenalezen, *vodiky H5" a H5"" se nepodafilo rozliit a jejich pfifazeni proto mizZe byt
zaménéno
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5.2.2.1. ROZBOR STRUKTURY OLIGONUKLEOTIDU

DNA se vroztoku mizZe vyskytovat ve tfech zakladnich konformacich (A-
DNA, B-DNA a Z-DNA, viz obrazek 27). Jednotlivé formy se li§i smyslem otaceni
(Z-DNA je levotociva, A- a B-DNA jsou pravotocivé), poctem bazi na jeden zavit
Sroubovice, vzdalenosti mezi bazemi, velikosti malého a velkého Zzlabku a dalSimi
prostorovymi vlastnostmi. Za fyziologickych podminek se DNA vyskytuje obvykle
ve formé B (nizka koncentrace soli a vysoky stupeni hydratace). Rozhodnout, v jaké
konformaci se dany vzorek DNA nachazi, umoziuji NOESY spektra''". Pro kazdou
konformaci existuji typické vzdalenosti mezi atomy ze dvou sekvenéné sousednich
nukleotidi (napfiklad vzdalenost aromatickych vodikti bazi od vodiki 2" a 2°" se
vyrazn€ li§i u konformaci A-DNA a B-DNA, viz tabulka 14). V piipadé obou
oligonukleotidi zkoumanych v této praci bylo pomoci NOESY spekter potvrzeno, Ze
se v roztoku vyskytuji v B-DNA konformaci.

Obr. 27. Tti zakladni konformace DNA: A-DNA (vlevo), B-DNA (uprostied) a Z-DNA

(vpravo).
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Tabulka 14. Kratké sekven¢ni vzdalenosti mezi protony ve tfech standardnich DNA

konformacich.

Vzdalenost® A-DNA B-DNA Z-DNA
12 7,3 4,1 7,0
251 4,6 7,2 >8
23 3,9 6,9 7.6
25" 3,8 4,5 5,0
272 6,1 3,8 >8
275" 3,3 3.4 5,0
18 4,0 2,8 6,4
28 1,7 3,7 3,7
27 8 33 2,3 4,9
3 M 3,2 5,0 -
38 3,4 4,9 3,8

®V popisu vzdalenosti je na prvnim misté vodik z jednoho nukleotidu a na druhém misté vodik ze
sekvenéné nasledujiciho nukleotidu (ve sméru 5'— 3°). Vzdalenost je uvadéna v Angstromech. Udaje
prevzaty z lit.""". V tabulce jsou vybrany vzdalenosti, které se u jednotlivych konformaci vyznamngji

118i.

5.2.2.2. TEPLOTNi ZAVISLOST CHEMICKYCH POSUNU

Na obrazku 28 je znazorn€na teplotni zavislost chemickych posuni
aromatickych vodikti a methylovych vodikii thymini oligonukleotidu ATAGCTAT.
Z obrazku je vidét, Ze ve vétsiné piipadii se chemicky posun se zvySujici teplotou
zvySuje. To lze vysvétlit efektem kruhového proudu (magnetickou anizotropii)
aromatickych bazi. Pfi nizké teploté jsou oba nukleotidy vice uspofadané, v roztoku
se vyskytuji pfevazné v dvojsroubovicové formé, jednotlivé baze jsou tedy paralelné
nad sebou a jejich magnetickd anizotropie zptlisobuje sniZeni chemickych posuni
vodikli  sousednich bazi. Pfi zvySovani teploty dochazi k rozvolnéni
dvojsroubovicové struktury, jednotlivé baze setrvavaji kratsi dobu paralelné
obklopené sousednimi bazemi, tim padem vliv magnetické anizotropie sousednich
bazi klesd a chemické posuny se zvySuji. Opacnou zavislost vykazuji signaly
vymeénitelnych vodikd. Se zvySujici se teplotou se rychleji vyménuji s vodiky
rozpoustédla, to zplsobuje krom¢ ubytku jejich intenzity také jejich posun smérem
k signalu vody (kolem 4,8 ppm). Podobna zavislost chemickych posunii na teploté je

pozorovatelna i oligonukleotidu CGCTAGCG.
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ATAGCTAT —<—HB8A1
—=—H8A3
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Obr. 28. Zmény chemickych posuni aromatickych a methylovych vodiki oligonukleotidu
ATAGCTAT s teplotou. Kfivky jsou posunuty tak, aby se stykaly pfi teplot€ 40 °C v bod¢ 0.

5.3. NMR ANALYZA INTERAKCI OLIGONUKLEOTIDU S ELIPTICINY

K roztokiim oligonukleotidi byl postupné piidavan elipticin nebo 9-
hydroxyelipticin. Derivat elipticinu byl rozpustén ve smési methanolu a
dimethylsulfoxidu (protoZze ve fosfatovém pufru pouzitém k NMR méfeni jsou
elipticiny nerozpustné) a v jednom kroku bylo piidano takové mnoZstvi roztoku,
které odpovida molarnimu poméru 0,5 molekuly elipticinu na dvé molekuly
oligonukleotidu (tedy na jednu dvojSroubovici). Vysledny roztok byl nékolikrat
odpafen do sucha na SpeedVacu, aby byla odstranéna vSechna rozpoustédla a
odparek byl rozpustén ve vodé nebo deuteriumoxidu.

Ptidavek elipticinu i 9-hydroxyelipticinu zpGsobuje vyrazné zmény v 'H
NMR spektrech. Dochazi ke znaénému rozsifeni linii, po pifidani tfetiho nebo
¢tvrtého ekvivalentu elipticinu (dvé molekuly elipticinu na dvojSroubovici) jsou
polosiiky linii vétSinou vétsi nez 30 Hz a spektrum piestava byt interpretovatelné.
Chemické posuny vodiki oligonukleotidu se méni a ve spektru se objevuji nové linie
odpovidajici signalim pfidaného derivatu elipticinu. Dale dochazi ke zménam

integralnich intenzit signali vymeénitelnych protoni (to znamena, Ze se méni jejich
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pristupnost pro rozpoustédlo). V nasledujicich kapitolach budou postupné probrany

jednotlivé studované smési oligonukleotidl s derivaty elipticinu.

5.3.1. ZMENY CHEMICKYCH POSUNU

Podrobnégji byly sledovany zejména signaly aromatickych vodikt, vodika
methyli a vyménitelnych protond. Pfidavek elipticinu 1 9-hydroxyelipticinu
zpusobuje vétsSinou (kromé piipadi, které budou diskutovany dale) snizeni hodnot
chemickych posunti. To je diikkazem interkalace, protoZe interkalovand molekula
zptsobuje svym efektem kruhového proudu vétsi sniZeni chemickych posuni nez
zpiisobuji okolni baze®.

Pokles chemickych posunli po prvnim pridavku elipticinu se pohybuje
vétSinou mezi 0,01 — 0,07 ppm. Na obrazku 29 jsou zobrazeny zmény chemickych
posunti aromatickych a methylovych vodikd oligonukleotidu CGCTAGCG po
pridani prvni davky elipticinu v neutralnim a v kyselém prostiedi pfi teploté 30 °C. U
jednotlivych zmén chemickych posunti nelze vypozorovat zavislost na poloze
v oligonukleotidu, to je v souladu spfedchozim zjist€énim, Ze elipticin neni
sekvenéng specificky interkalator™. Je ale jasng patmé, Ze v neutralnim prostiedi
dochazi k vétsimu sniZeni chemickych posuni po piidavku elipticinu nez v prostiedi
kyselém. To znamen4, Ze v neutralnim prostfedi dochazi k interkalaci ve vétsi mife
neZz vkyselém prosttedi, kde je elipticin protonovan a ziejmé€ se vaZe na
oligonukleotid i jinym zpisobem neZ interkalaci (napiiklad vazbou do velkého nebo
malého zlabku duplexu). To je v souladu s dfivéj$im zjist€nim, Ze nabitd molekula 9-
hydroxy-2-methylelipticinu se také mizZe na DNA vazat i jinym zplisobem neZ
interkalaci.

Pfidavek 9-hydroxyelipticinu k oligonukleotidu CGCTAGCG v kyselém
prostiedi zptisobuje také pokles chemickych posunt, tento pokles je ale o néco mensi
neZ v ptipadé elipticinu. To opé€t znamena, Ze 9-hydroxyelipticin se miiZe na dany
oligonukleotid vazat i jinym zpisobem neZ interkalaci.

Ptidavek elipticinu 1 9-hydroxyelipticinu k oligonukleotidu ATAGCTAT
v kyselém prostiedi také u vétSiny signalli snizuje chemické posuny (opét elipticin
zpusobuje vétsi pokles nez 9-hydroxyelipticin). Vyjimkou jsou signaly krajnich
nukleotidii (Al a T8), u nichz pfidavek elipticinu i 9-hydroxyelipticinu zplsobuje

zvy$eni chemického posunu. Tento jev bude diskutovan v piistim oddilu.
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Obr. 29. Zmény chemickych posund vodiki oligonukleotidu CGCTAGCG vyvolané
pridavkem elipticinu pfi pH = 5,7 a pH = 7,0.

5.3.2. TEPLOTNi ZAVISLOSTI ZMEN CHEMICKYCH POSUNU

Jak bylo jiz feceno chemické posuny vétSiny signali s rostouci teplotou
stoupaji a piidavek elipticinu nebo 9-hydroxyelipticinu zpiisobuje sniZeni
chemickych posuni. Na obrazku 30 je zobrazena zavislost chemického posunu
signalu vodiku H8G4 oligonukleotidu ATAGCTAT na teploté. Kiivka AT
pfedstavuje samotny oligonukleotid, kfivka AT-El oligonukleotid s pfidavkem
prvniho mnoZzstvi elipticinu atd. Je vidét, Ze ptidavek elipticinu zptlisobuje pfi dané
teploté sniZeni chemického posunu (zpisobeno interkalaci), celkovy trend zvétSovani

chemického posunu s teplotou je ale zachovan.
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T [°C]

Obr. 30. Teplotni zavislost chemickych posuni signalu vodiku H8G4 oligonukleotidu
ATAGCTAT a s pfidavkem elipticinu. Pomér duplexu oligonukleotidu k elipticinu: 1:0
(AT), 1:0,5 (AT-El), 1:1 (AT-E2), 1:1,5 (AT-E3), 1:2 (AT-E4).

Teplotni zavislost chemického posunu signalu vodiku H8A1 oligonukleotidu
ATAGCTAT je uvedena na obrazku 31. U tohoto signalu a u signali thyminu T8
vyvolava ptidavek elipticinu i 9-hydroxyelipticinu zvySeni chemickych posunt.
Dtivodem tohoto jevu by mohlo byt, Ze derivat elipticinu zptsobuje destabilizaci
dvouSroubovicové struktury oligonukleotidu, jinymi slovy, Ze sniZuje teplotu tani
daného oligonukleotidu. Rozvolnéni dvousroubovicové struktury ma za nasledek
oslabeni vlivu magnetické anizotropie sousednich bazi a tedy zvySeni chemického
posunu. Podporou pro toto vysvétleni je 1 fakt, Ze chemicky posun signalu vodiku
H8A1 se se zvysujici teplotou blizi k mezni hodnoté (kolem 8,1 ppm), tato hodnota
odpovida chemickému posunu daného vodiku v jednovlaknové struktufe, protoze pii
40 °C se oligonukleotid ATAGCTAT vyskytuje vroztoku pfevazné ve formé
jednotlivych vlaken a ne ve dvousroubovici. Piidavek elipticinu zplsobuje, Ze jiZ pfi
niZ8i teploté se chemicky posun signalu vodiku H8A1 blizi hodnoté odpovidajici
jednovlaknové struktute. Dalsi potvrzeni hypotézy o destabilizaci dvousroubovicové

struktury bylo provedeno pomoci rozboru intenzit signald vymeénitelnych vodikd.
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Obr. 31. Teplotni =zavislost chemickych posund signalu vodiku H8AI
oligonukleotidu ATAGCTAT a spfidavkem elipticinu. Pomér duplexu
oligonukleotidu k elipticinu: 1:0 (AT), 1:0,5 (AT-El), 1:1 (AT-E2), 1:1,5 (AT-E3),
1:2 (AT-E4).

5.3.3. ZMENY INTEGRALNICH INTENZIT SIGNALU VYMENITELNYCH VODIKU

Jak bylo uvedeno vyse, intenzita signalti vyménitelnych vodiki (ve spektrech
méfenych v H,O + D,O v poméru 9 : 1) je zavisla na pfistupnosti téchto vodikil pro
molekuly rozpoustédla (vody). Vodikové atomy oligonukleotidu, ktery je soucasti
dvousroubovice, jsou pro molekuly vody méné pfistupné neZz vodikové atomy
jednovlaknové struktury. Na obrazku 32 je vynesena zavislost integralni intenzity

imino vodika oligonukleotidu CGCTAGCG na teploté v neutralnim prosttedi.
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intenzita %

Obr. 32. Zavislost integralni intenzity imino protoni oligonukleotidu CGCTAGCG pfi
pH = 7,0 na teploté.
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Pfidavek elipticinu nebo 9-hydroxyelipticinu ovliviiuje integralni intenzitu
vyménitelnych vodikd. Na obrdzku 33 je znazornéna intenzita vodikti H1G4 a H3T6
oligonukleotidu ATAGCTAT v kyselém prostiedi bez ptidavku elipticinu a
s elipticinem. Je vidét, Ze elipticin zplisobuje ibytek integralni intenzity, to znamena,
Ze ptidavek elipticinu zptsobuje destabilizaci dvousroubovicové struktury tohoto
oligonukleotidu. Podobnou destabilizaci dvousroubovicové struktury oligonukleotidu
ATAGCTAT zpisobuje 1 9-hydroxyelipticin. Dvousroubovicova struktura
oligonukleotidu CGCTAGCG v kyselém prostiedi je naopak elipticinem 1 9-
hydroxyelipticinem stabilizovana. V neutralnim prostiedi je duplex oligonukleotidu
CGCTAGCG elipticinem destabilizovan. Rozdil v chovani oligonukleotidu
CGCTAGCG vkyselém a neutralnim prosttedi mlZe byt vysvétlen tim, Ze
v neutralnim prostiedi se elipticin vaze na oligonukleotid pfedevsim interkalaci a ta
zpusobuje naruSeni dvousroubovice oligonukleotidu. V kyselém prostiedi se
protonovany elipticin na oligonukleotid vaze nejen interkalaci ale i jinym zptisobem
(jak bylo ukazano vyse) a tato vazba do malého nebo velkého zlabku dvousroubovice
tuto strukturu stabilizuje. Interkalace elipticinu 1 9-hydroxyelipticinu do
oligonukleotidu ATAGCTAT zplsobuje pravdépodobné¢ vé&tSi  naruseni
dvousroubovicové struktury, které neni vyvaZeno ani neinterkalativni vazbou
elipticinu na tento oligonukleotid. VE&tSi naruseni dvouSroubovicové struktury tohoto
oligonukleotidu interkalaci mize byt zpiisobeno tim, Ze pary bazi adenin — thymin
nejsou planarni (vodiky methylovych skupin thymint zasahuji nad a pod rovinu paru
AT) a aby se mezi né¢ mohl elipticin vmezefit, musi se jednotlivé pary bazi od sebe

vice oddalit a tim je vice naru$ena celkova struktura dvousroubovice.
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Obr. 33. Zmény integralnich intenzit imino vodiki oligonukleotidu ATAGCTAT
vyvolané pridavkem elipticinu.

5.3.4. KINETIKA, NMR CASOVA SKALA A TVAR SIGNALU

Interkalace derivati elipticinu do oligonukleotidu je slabd nevazebna a
nespecificka interakce. Molekula derivatu elipticinu se tedy mizZe rychle pfemist'ovat
z jednoho vazebného mista na jiné. Timto zplisobem ziskava jak samotna molekula
interkalatoru, tak i jednotlivé atomy oligonukleotidu rizné chemické okoli a to se
v zavislosti na rychlosti této vymény projevi i v '"H NMR spektru.

Pii vyméné molekuly z mista A do mista B se méni chemicky posun z 3, na
Oy (rezonanéni frekvence v, a v;,). Pokud pro rychlostni konstantu vymeény plati: k <<
[Va — Vb, jedna se o pomalou vyménu v NMR c¢asové skale, pro k = |v, — v,| mluvime
o stfedné rychlé vymeéné a pfi k >> |v, — v}| se jedna o rychlou vyménu. Pokud
dochazi k rychlé vyméné ve spektru pozorujeme jednu linii, jejiz chemicky posun
odpovida vaZenému priméru chemickych posunit §, a &,. Pfi pomalé vyméné
pozorujeme ve spektru dvé linie schemickymi posuny 8, a &, Pfi pfechodu
az dojde k jejich splynuti v jednu Sirokou linti (takzvana koalescence) a ta se pak

postupn€ zuZuje (viz obrazek 34).
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Obr. 34. Zmény vtvaru NMR linii pro vyménu mezi dvéma stejné
populovanymi stavy jako funkce doby Zivota stavii. Obrazek pievzat
z literatury''*

Tvar (polositka) signélu je ale zavisly nejen na rychlosti vymény (dobé Zivota
stavu) ale 1 na relaxacnich ¢asech a rychlosti molekularniho pohybu, proto je obtiZzné
z polositky signalu vyjadfit kvantitativné spravné kinetické chovani sledovaného
systému.

Piidavek elipticinu 1 9-hydroxyelipticinu k obéma oligonukleotidim
zplisobuje znacné rozSifeni linii. V pfipadé oligonukleotidu CGCTAGCG
v neutralnim prosttedi pfi teploté 40 °C dochazi pti poméru elipticin : duplex 1 : 2
k rozsifeni vSech pozorovanych signali o 10 — 20 Hz. Vyjimkou jsou signaly vodik
krajnich nukleotidd (H6C1 a H8GS8), u nichZ dochazi k rozsifeni jen o 3 — 8 Hz
(krajni oligonukleotidy jsou interkalaci ovlivnény méné a jsou volngji pohyblivé). Se
zvysujici se teplotou se linie zuzuji, to znamend, Ze interakce elipticinu s timto
oligonukleotidem se pohybuje v oblasti stfedni aZ rychlé vymény. Dalsi pifidavek
elipticinu zptlisobuje dalsi rozSifeni linii. PHi poméru elipticin : duplex 2 : 1 je
poloSitka vétSiny linii vétsi neZz 40 Hz a spektrum piestava byt interpretovatelné.
Pridavek elipticinu k témuZ oligonukleotidu v kyselém prostiedi zptisobuje o néco
mensi rozSiteni linii (7 — 15 Hz), to znamend, Ze protonace molekuly elipticinu
ovliviiuje kinetiku tvorby komplexi s oligonukleotidem (zvétSuje rychlost pfechodt

mezi jednotlivymi stavy). V piipadé oligonukleotidu ATAGCTAT a elipticinu
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v kyselém prostiedi pfi teploté 40 °C dochazi k jesté menSimu rozsifeni linii (1 — 5
Hz), to ale mize byt disledkem toho, Ze pfi teploté¢ 40 °C se tento oligonukleotid
vyskytuje pievazné ve volnéji pohyblivé jednovlaknové strukture.

Polosiika signalii vodiki elipticinu se také méni v zavislosti na koncentraci a
teploté. Nejzajimavéjsi je signal u 9,2 ppm, ktery patii vodiku H1 elipticinu. Pfi
teploté do 20 °C (v neutralnim prostfedi s oligonukleotidem CGCTAGCG) jsou ve
spektru pozorovatelné dva signaly, které se se zvySujici teplotou rozsifuji az pfi
teploté 25 °C dochazi ke koalescenci. Pokud bychom ptedpokladali, Ze rozSiteni
signali vodiku H1 pii teploté od 5 do 20 °C je zpisobeno hlavné kinetickymi efekty

04

a kratkou dobou Zivota elipticinu v ur¢itém misté™, rychlost vymény by mohla byt
odhadnuta za pouziti rovnice Av = 1/nt, kde Av je velikost rozsifeni linii a T je
spodni limit doby Zivota komplexu®. PH pouziti této rovnice vychdzi doba Zivota
komplexi elipticinu s oligonukleotidem CGCTAGCG pfi teplote¢ 20 °C (kdy se
polositka obou signalii pohybuje kolem 60 Hz) fadové 5 milisekund. Podobna doba
Zivota komplexi interkalatoru s DNA byla nalezena i pro 9-aminoakridin (5 ms)'"” a

pro ethidium (10 ms)'"*.

5.3.5. SIGNALY ELIPTICINU

Po piidani elipticinu i 9-hydroxyelipticinu se ve spektru objevuji nové
signaly. Tyto signaly patii vodikiim daného derivatu elipticinu. Za podminek pomalé
vymény muzZe dojit 1 k multiplikaci signali vodikd oligonukleotidu nebo elipticinu.

V tabulce 15 jsou uvedeny chemické posuny vodikt elipticinu v komplexu
s oligonukleotidem ATAGCTAT pii teplot¢ 40 °C v kyselém prostiedi v poméru
elipticin : duplex oligonukleotidu 2 : 1. Tyto hodnoty chemickych posuni nemohou
byt porovnany s chemickymi posuny samotného elipticinu v pufru, ve kterém se méfi
1 interakce s oligonukleotidy, protoZe samotny elipticin je v ném nerozpustny. Proto
jsou v tabulce 15 uvedeny téZ chemické posuny elipticinu v dimethylsulfoxidu. Je
vidét, Ze elipticin v komplexu s oligonukleotidem ma chemické posuny vsech svych
vodikd vyrazn€ niz§i nez v DMSO. To je zieymé zpisobeno efektem kruhového

proudu aromatickych bazi, mezi které elipticin interkaluje.
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Tabulka 15. Porovnani chemickych posunti elipticinu samotné¢ho (v DMSO) a ve
smési s oligonukleotidem ATAGCTAT pii teploté 25° C apH =5,7.

Chemické posuny vodiki [ppm]
Vzorek Rozp. H-1 H-3 H-4 H-6 H-7 H-8 H-9 H-10 H-12 H-13
AT-E2 D,O 9,18 n 744 10,70 6,85 690 6,75 7,68 280 2721
Elipticin DMSO 9,70 843 7,92 11,31 7,58 7,53 727 840 3,28 2,81

Chemické posuny vodikli elipticinu a 9-hydroxyelipticinu v komplexu
s oligonukleotidy se také méni v zavislosti na teplot¢ a koncentraci derivatu
elipticinu, ale tyto zmény je té€Zké sledovat, protoze signaly jsou velmi Siroké a malo
intenzivni, navic jsou Casto v prekryvu se signaly oligonukleotidd. Zajimavy je
signal vodiku H1 elipticinu v oblasti u 9,2 ppm (ten je dobie pozorovatelny, protoze
vtéto oblasti nejsou zadné signaly oligonukleotidi). V pfipadé interakci
s oligonukleotidem CGCTAGCG v neutralnim prostfedi se pfi teplotach 5 — 20 °C ve
spektru objevuji dva signaly (viz tabulka 16, obrazek 35) a pii teploté€ 25 °C dochazi
ke koalescenci a dale je ve spektru patrny pouze jeden signal. Pfi nizkych teplotach
odpovida pravdépodobné signal s niz§im chemickym posunem (kolem 9,13 ppm)
molekulam elipticinu, které jsou vmezeteny mezi pary bazi (interkalovany) a signal
s vy$§im chemickym posunem neinterkalovanym molekulam (ty jsou bud’ volné
v roztoku nebo vazany na oligonukleotid jinym zpisobem neZ interkalaci). Pomér
signal odpovidajici interkalaci) a sklesajici teplotou se jeSté zvySuje pomeér
interkalovanych molekul. Pfi teplot¢ 25 °C, kdy dochazi ke koalescenci, vypada
signal pfiblizné jako koalescence dvou signalli o stejné intenzité, proto lze na
rychlost vymény aplikovat pfiblizny vzorec k = mAv/A\2, kde kje rychlostni
konstanta vymeény a Av je separace signald v Hz pfi pomalé vyméné. PouZitim tohoto
vzorce vychazi rychlostni konstanta 142 s™, to znamena doba Zivota jednotlivych

stavii pii 25°C asi 7 ms (to je ve shod€ se zavéry z predesiého oddilu).

Tabulka 16. Chemické posuny signali vodiku H-1 elipticinu ve smési
s oligonukleotidem CGCTAGCG pti pH =7.

T[°C] 5 10 15 20 25 30 35 40

Slppm] o 00 930936 g 0 903 924 925
m b b b 2
PP 913 914 913 915
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Obr. 35. Signal vodiku H-1 elipticinu ve smési s oligonukleotidem
CGCTAGCG pti riznych teplotach.

V piipadé komplexi elipticinu s oligonukleotidem CGCTAGCG v kyselém
prostfedi dochazi ke koalescenci signalit u 9,2 ppm jiZ pfi 10 °C, to znamena, Ze
protonovany elipticin se pohybuje rychleji mezi jednotlivymi stavy (stejny zavér byl
uéinén v pfedchozim oddile na zakladé rozboru polosifek signalid).
S oligonukleotidem ATAGCTAT v kyselém prostfedi dochazi ke koalescenci tohoto
signalu pii 15 °C. V piipadé€ komplexti elipticinu s ob€éma oligonukleotidy v kyselém
prostiedi je intenzivngj$i signal, ktery odpovida neinterkalovanym molekuldm
(napftiklad pii teploté 5 °C s oligonukleotidem ATAGCTAT je tento pomér 1 : 1,3).

To je v souladu se zavéry z oddilu 5.3.1.

5.4. ZAVER

Pomoci 'H NMR spektroskopie byly studovany interakce elipticinu a 9-
hydroxyelipticinu s dvéma oligonukleotidy. Méfeni bylo provadéno v neutralnim a
v kyselém prostiedi, v kyselém prostiedi je derivat elipticinu protonovan.

- Pomoci dvoudimenzionalnich NMR technik bylo provedeno pfifazeni signali

vodiki oktadeoxyribonukleotidi CGCTAGCG a ATAGCTAT.
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- Hlavni zpisob vazby elipticinu na oligonukleotidy je interkalace, v kyselém
prosttedi se ale protonovany elipticin vaze na oligonukleotidy 1 jinym zplisobem
(pravdépodobné vazbou do zlabkl dvousroubovice).

- Elipticin 1 9-hydroxyelipticin v kyselém prosttedi destabilizuji dvou-
Sroubovicovou strukturu oligonukleotidu ATAGCTAT a naopak stabilizuji
dvousroubovicovou strukturu oligonukleotidu CGCTAGCG, v neutralnim
prostiedi je duplex oligonukleotidu CGCTAGCG elipticinem miné
destabilizovan.

-V neutrdlnim prosttedi je doba zZivota komplexl elipticin - oligonukleotid
CGCTAGCG ptt teploté 25 °C ptiblizné 7 ms, v kyselém prostiedi se doba Zivota

komplexii zkracuje.

5.5. PRIPRAVA VZORKU PRO MERENI NMR SPEKTER

Oligonukleotidy CGCTAGCG a ATAGCTAT piipravila na zakazku
Laboratof specialnich technik molekularni biologie Masarykovy univerzity v B¢ na
syntetizatoru oligonukleotidd Expedite 8909 v 15-ti mikromolarni Skale. Vytézek
syntézy se pohyboval mezi 1 — 2 pmol. Oligomer byl rozpustén v 0,5 ml 20 mM
fosfatovém pufru (pH = 7 nebo pH = 5,7) obsahujicim 100 mM NaCl, 0,05 mM
EDTA a 30 mM NaNj. Pro studium nevymeénitelnych vodikl byl vzorek dvakrat
odpafen do sucha na pfistroji SpeedVac z 99.98% D,0O a poté rozpustén v 99.99%
D,0. Pro studium vyménitelnych vodiki byl vzorek rozpustén v HO s 10% D,O.

Pfi titraci elipticinem byl pouZit roztok 2 mg elipticinu v 200 pl DMSO a 900
pul MeOH. Pii titraci 9-hydroxyelipticinem byl pouZit roztok 2 mg 9-
hydroxyelipticinu v 200 pl DMSO a 600 pl MeOH. Po pfidani pfisluSné davky
derivatu elipticinu byl vzorek dvakrat odpafen do sucha a nésledné rozpustén
v ptislusném rozpoustédle (H,O nebo D,0). Samotny elipticin ani 9-hydroxyelipticin
nejsou ve vodé ani v pufrech pouzitych v této praci rozpustné, proto byl pfi titraci
pouzit roztok v dimethylsulfoxidu. Nasledné odpaieni vzorku na pfistroji SpeedVac
zajist'uje dokonalé odstranéni v§ech rozpoustédel véetné DMSO.

NMR spektra byla méfena na pfistroji Varian """ INOVA 400. '"H NMR
spektra byla métena pii 399,95 MHz, jako interni standard byl pouZit 2,2-dimethyl-

2-silapentan-5-sulfonat sodny.
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6. ZAVER

Dil¢i zavéry jsou uvedeny v kapitolach 3, 4 a 5, zde jsou pouze shmuty

nejduileZitéjsi vysledky této disertacni prace:

Byla vypracovana metoda pro syntézu elipticinu a jeho derivati. Tato metoda
umoziuje 1 syntézu vétsich mnozstvi tohoto alkaloidu bez nutnosti
chromatografického ¢isténi. Celkem bylo pftipraveno sedm derivatl elipticinu.
Byly prostudovany benzylové oxidace derivatt karbazolu a elipticinu.

Bylo zjisténo, Ze jednoduché empirické potencialy pouZivané v soucasnych
vypocetnich programech jsou schopny dobie odhadnout interakéni energie mezi
interkalatory a pary bazi DNA, nejsou ale vhodné pro zjist'ovani geometrie téchto
komplexti.

Pomoci '"H NMR technik byly studovany interakce derivatii elipticinu s dvéma
oligonukleotidy (CGCTAGCG a ATAGCTAT). Bylo zjisténo, Ze elipticin 1 9-
hydroxyelipticin se vaZou na oligonukleotidy pfevazné interkalaci, nejsou
sekvenéné specifické, mohou ménit stabilitu dvouSroubovicové  struktury
oligonukleotidii, doba Zivota komplexti oligonukleotidd s elipticinem se pohybuje

kolem 7 ms.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ac acetyl

AIDS  syndrom ziskané imunodeficience (acquired immune deficiency syndrom)

Ala alanin
All allosa
Ara arabinosa

AT par bazi adenin - thymin
ATP adenosintrifosfat

Bn benzyl

Bu butyl

Bz benzoyl

CD cirkularni dichroismus
COSY correlated spectroscopy
DFT density functional theory
DMSO dimethylsulfoxid

DNA  deoxyribonukleova kyselina
DQF-COSY double quantum filtered correlated spectroscopy
Ery erythrosa

Et ethyl
Fuc fukosa
f furanosa

Gal galaktosa

Gle glukosa

Gly glycin

HF Hartree-Fock

HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
GC par bazi guanin - cytosin

HIV human imunodeficiency virus

HSQC heteronuclear single quantum coherence
HMBC heteronuclear multiple bond correlation

Leu leucin

Lyx lyxosa
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Man manosa
MCPBA 3-chlorperoxybenzoova kyselina
NMR  nuklearni magneticka rezonance

NOESY nuclear Overhauser enhancement spectroscopy

p pyranosa
Piv pivaloyl (2,2,2-trimethylacetyl)
Ph fenyl

Phe fenylalanin

RaNi  Raneyliv nikl

Rha rhamnosa
Rib ribosa
Tal talosa

TLC chromatografie na tenké vrstvé
TOCSY total correlation spectroscopy

Ts tosyl, p-toluensulfonyl
Tyr tyrosin
Xyl xylosa
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8. PRILOHY

8.1. PREHLED DOSUD PRIPRAVENYCH DERIVATU ELIPTICINU

Obecné poznamky k tabulkam P1 — P7

V nésledujicim piehledu jsou uvedeny pouze derivaty, které byly v literature
charakterizovany (u nichZ je uvedeno alespon 'H NMR spektrum). V piipads
molekul nesoucich néboj neni uvadén protiion. Ve sloupci rok je uveden letopocet

prvni publikace popisujici syntézu dané latky.
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Tabulka P1. Derivéty elipticinu substituované na kruhu A

¢islo R, Rs Ry Rio lit. rok
1-3 -F, -C1, -CH, 115 1982
4 -OCH; -OCH; e 1997
5 -OCH;, -OCH; 117 1992
6,7 -OCH; -OH, -OPiv 118119 1994
8 -OCH; -OCH; -OCH; 120 1990
9 -CH; -CH, 121 1969
10,11 -OH, -OCH, 122 1978
12 -(CH,);CON(Et), -OCH; 123 1988
13 «(CH,):N(Et), -OCH; 123 1988
14,15 -OCHs, -OH 15 1982
16 -OCH; -OCH; 124 1996
17 -OCH; -OCH; 81 1975
18 -OCH; -OCH;, -OCH, 125 1981
19 -NO, 126 1982
20 -OH -OCH; 127 1993
21 -F 128 1993
22 -OCH;, 1,74,76,115 1967
23 -OH 76,81,129 1975
24 Br 1,130,131 1967
25,26 -CHs;, -NO, 1 1967
27 -Ph 130 1975
28 -NH, 82 1974
29-31 -1, -COOH, -COOBu 131 1996
32,33 CH,CH,0-, -OPh 129 1994
34,35 -O(CH,);CHs, -OBz 81 1975
36,37 -0O0CCH;, -OOCCH,CHs 81 1975
38 -OOCCH(CH), 81 1975
39 -OOC(CH;);CH; 81 1975
40 -00C(CH;)10CH; 81 1975
41 -OOC(CH2)16CH3 81 1975
42 -CHO 131 1996
43 -O0C(1-adamantyl) 81 1975
45 -COOCH; 131 1996
46,47 -OC;Hs, -OCH(CHa), 129 1994
48,49 -OC(CHs)s, -OCH,CF; 129 1994
50 -OH -OCH,CF; 129 1994
51 -OCOCH,0C;H;s 132 1997
52 -OCOCH,0CH,CH,0CH; 132 1997
53 -OCOCH,0CH,CH;0-iso-Bu 132 1997
54 -OCOCH,(OCH,CH,);0C,Hs 132 1997

s €00~ >\/C00' ,
55,56 CE/ . 132 1997

NH, C00-

\
57,58 Hooc L _coo- \N(H: 132 1997

NH, ]
59 oo 00" 132 1997

NH,
60 C00— 132 1997
CH:CH,00C
NH,

61 00— 132 1997

CH,0CH,CH;00C
H,N__COOCH,CH,

62 CH;CH;OOCKCOO— 142 1997

63 H:N+CONQ/COO- 132 1997

64-66 -0CO(CH,)COOH 132 1997
n=2,3,5 )

67 noocv><coo— 132 1997

68 -OCOCH,CH,COOCH,COOH 132 1997

69 -OH 118,124 1994
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L661 [edl HO- HO*HDOD*HIO- L11
L661 1 HO- fHOO'HIODHIO- 911
L661 ttl HO- €HOOD(EHD)HDO- S11
L661 adl HO- SH*DOD*HIO- ““HDOO*HDO- 1288328
6861 St fHO0D0- “HD0D- ‘HD- o- 4AtN e8!
$661 SL ug- ‘Y- o- 011°601
L661 trl HO- o- 801
7661 Pr1°9¢1 tHDO- o- L01
0861 £rl fHDO- YEHOINF(*HDIHN- 901
8861 red HO- ‘ug- (EHDIHD*HI*HOHN- SOI‘v01
8861 el tHDO- fHOS(*HO)HN- €01
8861 ! fHOO- YTHDIHO*HO*HOHN- 201
8861 Zrl fHOO- CHEDHN-  ““(CHD)HO*HOHN- 101°001
8861 rad fHDO- SHIOHN- ““HOHN- 6686
8L61 ¢el HO- ‘Ud*HDO- ‘“HDO- INCHD)HN- L6-S6
¥661 it fHOO- 1900D- ¥6
6661 or1 'HOO- fHO- 100D~ ‘HOO0D- €626
6661 or! HOO0D'(*HD)0OD0- fHO- (EHDINCHO'HOHNOD- 16
6661 orl HOOD(*HD)0DO- ‘HD- (*HIINFHO'HOHNOD- 06
6661 or1 HO- fHD- (*HOIN*HO'HOHNOD- 68
8L61 Ny Ud*HOO- 1D~ ‘HO- 88°L8
1002 el yd*os- 1D~ 98
0861 6¢1 ug- 'HO- ‘ug- $8v8
v661 %el HO- fHO'(*HD)OD- ‘OHD- £8°78
v661 o€l fHDO- HNOD- 18
¥661 8¢l HO- ‘HNOD- ““HD0D- ‘NO- 08-8L
7861 L ug- HO=HDHD- LL
661 9¢1 fHOO- NO- 9L
8L61 el HO- HO- SL
8L61 el THDO- 1D~ ‘HO- vL'EL
2661 el d- 4
1002 €L 1D 1L
£661 ot 'HOO- ‘HDO- 0L
501 BT oy BN N o Y LY o[s19

Martin Dradinsky

'@ NYND| BU AUSTINSqNS 35 BALISP Pa[Yaid 7d eINQeL
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Syntéza derivati elipticinu a studium jejich interakci s DNA

Martin Dracinsky

9661 £l HOOJ*HO- 191
9661 ¢l SH*DO0DHD- 091
6861 Srl fHDOD- ‘OHO- tHD- 651°8S1
SL61 18 -00D'(*HD)'HD fHO- LS1
SL61 18 -00DtHD HO- 951
SL61 (8 ‘HOO (SHED)NFHO*HD- Ss1
SL61 18 ‘HDO fHO0D0" ¥S1
1961 181 fHDOO- ‘HO- fHO- €51°ZS1
L961  Os1or1‘l sog- ‘ug- ““HD- ._ow__
8861 €71 *HDO- HO*HD- 8rl
6961 1TL ‘HO- tHO- Lyl
9861 {1 ‘HD- ‘H- fHD- M ANS A
1661 <L ug- HO- ‘H- o .Mw__
v661 9¢1 'HOO- JAusydontuip-*z vl
$661 Lt1 YEHONSTHOOOD'HD- orl
7661 Lyl SH*J-1-O0D*HD- 6€1
Y661 Lyl fHOO0DHD- 8€1
¥661 Lt fHO(O)S*HO- LE1
$661 ivl ‘HOS*HD- 9¢1
661 irl ‘HOO- ‘H- fHOO*HD- SEI'pEl
t661 LEl NO*HD- ‘HOOOHO- €E1'TET
0861 9t | *HDO- HOOD(*HD)HD- 1€1
6861 ot 1 fHOO- fHO'HOOODH*HI)Y* HD- o€l
¥661 62! D'HOO- HO- ‘HO- 621
¥661 621 udo- ““(FHD)DO- fHO- 8Z1°LT1
r661 67 (*HD)HDO- fHO- 971
v661 6zl SIDHOO- “HYDO- tHO- Y4B 74!
L661 1 HO- fHOO*(*HI*HIO)ODHDO- x4
L661 trl HO- EHDOHI*HIOOIHOO- Wi
/o)
L1661 trl HO- @loufuo- 1z1
S
L661 Pl HO- @!oofuo- 0zl
L661 lad! HO- C||©\OQ£UO- 611
L661 ttl HO- YdOD*HOO- 811
304 n oy 4 A o R N o[s12
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Ry
Ro O O >y R
N =
Re R

Tabulka P3. Prehled derivati elipticinu se substituenty v polohach 12 a 13.
¢islo Rz R5 Ré Rg R” lit. rok
162 -CH,CH, -CH;, 151 1979
163 -Bu -CH; ’41’5" 1979
164,165 -CH,0H, -CHO -CH, 76,77 1987
166 -CHO -OH -CH, 77 1988
167 -CHO -OCH, -CH, 77 1988
168 -Bu -OCH;, -CH, 77 1988
169 -(CH,),OH -CH, 77 1988
170 -(CH,),CHBIrCH, -CHs 77 1988
171 -CH,CH,CHO -Bn -CH, 77 1988
172 R -COOCH; -CH, 76 1987
173 -COOCH; -CH, 76 1987
174 -CH,00CNHCH; -CH, 76 1987

CH.
175 -CH 15 1991
7 )j\OCsz 3 53 9
176,177 ~(CH,),CH=CH, -H, -Bn -CH, 77 1988
178 {(CH,):CH=CH, -CHs 77 1988
179 \/\Njcoml -CH, 77 1988
180 -0 /\S -CH 77 1988
L7 :
)= W 7
181,182 S/j och CH, 77 1988
183 /\ s -OCH -CH 77 1988
o/ : 5
184 -CH=NCH; -CH, 77 1988
185 -CH=NCHj -OCH; -CH;, 77 1988
186 -CH=NCH, -OH -CH, 77 1988
187 -CH,NHCH, -CH, 77 1988
188 -CH,NHCH -OCH,4 -CH, 77 1988
189 -CH,0CH;, -CH, 77 1988
_ -CH,0H, -COOCH;, <
190-192 CHOCONHCH, -OCH;, -CH, 154 1990
193 -CH, -CH, -CH,CH,0H 155.156 1987
194 -CH, -CH=CH, 74 1992
195 -CH, -CH(SEt), 153 1991
196 -CH, -CHOHCH, 152 1991
CH,
197 -CH, J 153 1991
OC;,H;s

198 -CH, -COCHs 153 1991
199 -Bu -Bu 74,152 1992
200 -CH=CH, -CH=CH, 74 1992
201 -CH, -CH; -CH;NH(CH,),0H 150 1983
202 -CH -CH, -CH,N(CH,CH,0H), 150 1983
203 -CH -CH; -CH,N(CH,CH,Cl), 150 1983
204 -CH, -OCH, -CH,OCONHCH, 157 1992
205 -CH, -OCH, -CHO 157 1992
206 -CH, -OCHs -CH,0H 157 1992
207 -CH, -OCH; -CH(SC,Hs), 157 1992
208,209 -CFy -H, -CH, -CF, 158 1995
210-212 -CH; -Bu, -CHO, -CH,0H 153 1991
213215 -CH; -CH, -Bu, -Bn, -Ph 150 1983
216,217 -CH, -CH, -CH,0H, -CH,CI 150 1983

R=-C Hz(‘(,Hrp-NOZ
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Tabulka P4. Piehled derivati elipticinu s dal§im uzavienym kruhem.

kruh vzorec lit. rok vzorec Iit. rok
AN
0 AN
218 139 1980 | 226 O O N 160 1992
N o
CHa
o]
74
219 O O SN 138 1994 | 227 160 1992
N Z
CHy
O N
220 < O 81,159 1975 | 228 160 1992
o N #

221 ISl 1979 | 229 ° DO
N N #
H )

CH;
HO SN
>y ()
222 g _ 77 1988 | 230 N Z 77 1988
kN
HO &ny
i‘) PwoV
N
223 OO P 77 1988 | 231 N Z 77 1988
\
CH,0 (LH,

224 O O SN 76 1987 | 232 © ~ 76 1987
N < O N O Z

225 O O Y 76 1987
N =
f
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Syntéza derivatd elipticinu a studium jejich interakci s DNA

Tabulka PS. Prehled konjugétii elipticinu s jinymi biologicky aktivnimi latkami.
R6

Gislo R2 RO R10 RI1 it rok
233 2Ari-O-Ac- 147 1994
a-L-Arap
234 D-Eryf -OH lol 1988
235 a-L-5dAraf -OH l6] 1988
236 B-D-5dRibf -OH 161 1988
237 B-D-2dRibf -OH 161 1988
238 a-D-Araf -OH lo] 1988
239 a-L-Araf -OH 161 1988
240 a-D-Arap -OH 161 1988
241 o-L-Arap -OH 00 1988
242 a-L-Arap -OCH; 161 1988
243 D-Lyxf _OH 161 1988
244 L-Lyxf -OH 161 1988
245 a-D-Lyxp -OH 161 1988
246 a-L-Lyxp OH 161 1988
247249 B-D-Ribf -H, -OH, -OCH; 161 1988
250 B-L-Ribf -OH 161 1988
251 B-D-Ribp OH 161 1988
252 B-L-Ribp -OH 161 1988
253 B-D-Xylf -OH 161 1988
254 B-L-Xylf -OH 161 1988
255 D-Xylp -OH 161 1988
256 L-Xylp -OH 161 1988
257259 p-p-Fucp -H, -OH, -OCH; 6] 1988
260 B-L-Fucp -OH 161 1988
261-263 L-Rhap -H, -OH, -OCH; 161 1988
264 23AtriAc-B- -OH 161 1988
L-Rhap
265 B-D-Allp -OH 161 1988
266268  B-D-Galp -H, -OH, -OCH; 161 1988
269 B-L-Galp -OH 161 1988
270 B-D-Glcp -OH 161 1988
271 B-L-Glep -OH 161 1988
272 a-D-Manp -OH l6] 1988
273 a-L-Manp -OH 161 1988
274 a-D-Talp -OH 161 1988
275 B-D-GalNAcp -OH 161 1988
276 B-D-GIcNAcp -OH 161 1988
H,N
Q
277 H -OH 161 1988
HO
OH
278 B-L-5dAraf -OH 161 1988
279 B-D-Araf OH l6] 1988
280 B-L-Araf -OH 161 1988
281 B-L-Rhap -OH 161 1988
282 Rsteroid 131 1996
283 Rsteroid 131 1996
284285  CHs oot a-L-Arap 162 2003
Arap
286287 M N 2-(a- L-Arap)ethyloxy 162 2003
OAc
288 oS oo 162 2003
i OAc >
2,3, 4-1ri-O- )
289 AeboXsly 163 1977
290 ,i’c?é.“[;t.r;ﬁ,} -OAC 163 1977
2, 3, 4-tri-O-
291 Ac-B-L-6- -OAc 163 1977
dGalp
2-(2,3,5-triBz-B-p- 153
292 “CHs Ri(bf-l —y])-oxyeﬁthyl 156 187
2-(2,3,4,6-tetraAc- 155
293 CH, B-D-Glp-1yl)- | 1987
oxyethyl B
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Syntéza derivati clipticinu a studium jejich interakci s DNA

¢islo R2 R6 R9 R10 R11 lit. rok
2-(2,3,4,6-tetraAc- 155
294 -CH; B-D-Galp-1-y)- |5 1987
oxyethyl )
295 -CH, 2-(B-D-Galp -1-yl)- <o 1987
oxyethyl
296 -CH; 2(B-D-Glep -1yl 5 1og7
oxyethyl
297 -CH, 2-B-D-Ribf-1-yD)- 15 1987
oxyethyl
298 -CH, B-D-Ribf1-yl 150 1983
Tyr-DAla-Gly-
299,300  Phe-DLeu-NH- -H, -OH 164 1989
(CHy)s-
Tyr-DAla-Gly-
301,302 NH-(CH)s- -H, -OH 164 1989
OOH
—N=C—R
303-306 -CH; -OH R=H, CH,, 105 1984
CH(CHs),,
CH,CH(CH,),
" CONH(CH2)NHCO—
Rsteroid = H°
Tabulka P6. Dalsi konjugaty elipticinu s biologicky aktivnimi latkami.
substituent vzorec lit. rok
J—(Chal
307 166 1990
308 167 1997
M = Fe'"
309- M =zn" 168 1989
M= H2
312-  M=Fe"-0Ac
315 M =Mn"-OAc HN,(CH;):—O 146 1989
M = Zn"

o
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Tabulka P7. Prehled dosud ptipravenych biselipticint.

bis substituent vzorec lit. rok
AP WO U
R=H N ~
H 77
316,317 R=OCH; Me 1988
[}

318,319 Rp= 77 1988
R=0OCH;
R.
CC <
320,321 R=OH . o« 169 1980
B .
322,323 170 1987
N
=
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8.2. OPTIMALIZOVANE GEOMETRIE A DALSI VLASTNOSTI
DERIVATU ELIPTICINU A PARU BAZI AT A GC

Tabulka P8. Geometrie, typy atomi AMBER, RESP a ESP naboje odvozené z vinovych
funkci Hartree-Fock, DFT (B3LYP) a MP2(0.25), energie hrani¢nich orbitald [eV] a

dipdlové momenty [D] pro molekulu E+ (elipticinium).

RESP- RESP-  RESP-

Atom X y z WP gr DFT MP2 ESP-HF ESP-DFT ESP-MP2

Cl1 -2,896 -1,668 0,01 CA -0,003 -0,033 -0,04 0,144 0,026 -0,019
N2 -4,16 -1,219 0,037 NA -0,174 -0,132 -0,129 -0,285 -0,176 -0,147
C3 -4471 0,119 0,046 CA -0,152 -0,137 -0,141 -0,06 -0,102 -0,133
C4 -3,462 1,031 0,025 CA -0,104 -0,075 -0,063 -0,221 -0,112 -0,046
Cda -2,088 0,636 -0,008 CA 0,048 0,037 0,025 0,254 0,104 -0,019
C5 -1,048 1,581 -0,028 CA 0,006 0,023 0,071 -0,11 0,005 0,148
C5a 0,247 1,059 -0,012CN 0,04 0,018 0,008 0,341 0,23 0,142
N6 1,424 1,746 -0,001 NA -0,344 -0,267 -0,295 -0,571 -0,45 -0,448
C6a 2,507 0,864 0,006 CN 0,162 0,118 0,124 0,304 0,235 0,234
C7 3,866 1,16 0,024 CA -0,244 -0,179 -0,173 -0,341 -0,262 -0,252
C8 4,752 0,083 0,031 CA -0,085 -0,086 -0,091 -0,051 -0,061 -0,078
C9 4,287 -1,241 0,024 CA -0,172 -0,125 -0,12 -0,197 -0,135 -0,114
C10 2,924 -1,524 0,008 CA -0,175 -0,141 -0,155 -0,222 -0,2 -0,235
Cl10a 2,008 -0,461 -0,004 CB 0,062 0,062 0,079 0,142 0,15 0,182
C10b 0,555 -0,355 -0,015 CB -0,008 -0,005 -0,001 -0,3 -0,248 -0,224
Cl11 -0,458 -1,298 -0,03 CA 0,009 0,021 0,046 0,282 0,239 0,257

Clla -1,805 -0,799 -0,012 CA 0,034 0,033 0,028 -0,219 -0,09 -0,016
C12 -1,293 3,071 -0,043 CT -0,192 -0,188 -0,282 -0,358 -0,381 -0,499
Cl13 -0,118 -2,767 -0,059 CT -0,181 -0,188 -0,247 -0,399 -0,408 -0,524

H1 -2,789 -2,744 0,013 HC 0,192 0,163 0,16 0,166 0,152 0,157
H2 -4915 -1,897 0,055 H 0,355 0,338 0,344 0,377 0,347 0,349
H3 -5,523 0,371 0,074 HC 0,224 0,193 0,189 0,211 0,189 0,189
H4 -3,724 2,082 0,042 HC 0,167 0,149 0,152 0,187 0,153 0,145
H6 1,51 2,752 0,031 H 0,362 0,331 0,336 0,419 0,378 0,376
H7 4,226 2,184 0,031 HC 0,176 0,149 0,149 0,203 0,172 0,172
HS8 5,82 0,275 0,044 HC 0,162 0,143 0,141 0,16 0,142 0,142
H9 5,002 -2,058 0,033 HC 0,158 0,138 0,14 0,168 0,145 0,144

H10 2,592 -2,556 0,01 HC 0,171 0,136 0,136 0,189 0,157 0,159
H12a  -1,518 3,461 0,958 HC 0,087 0,088 0,106 0,131 0,136 0,162

H12b  -0,423 3,618 -0,419 HC 0,081 0,08 0,106 0,122 0,123 0,15
Hl12c -2,125 3,341 -0,7 HC 0,081 0,08 0,106 0,134 0,138 0,163
Hl13a 0,408 -3,06 0,857 HC 0,087 0,088 0,096 0,139 0,14 0,165
H13b 0,548 -2,984 -0,901 HC 0,087 0,088 0,096 0,14 0,141 0,166
Hl13c -0,982 -3.425 -0,162 HC 0,081 0,08 0,096 0,122 0,124 0,151
HOMO -10,59 -8,79 -10,53
LUMO -2,23 -5,60 -2,16
dip. mom. 8,24 7,04 7,19
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Tabulka P9. Geometrie, typy atomi AMBER, RESP a ESP naboje odvozené z vinovych
funkci Hartree-Fock, DFT (B3LYP) a MP2(0.25), energie hrani¢nich orbital( [eV] a
dipolové momenty [D] pro molekulu 9HE (9-hydroxyelipticin).

RESP- RESP- RESP-
HF DET MP2 ESP-HF ESP-DFT ESP-MP2

Cl -3,094 -1,885 -0,002 CA 0,253 0,214 0,203 0,528 0,446 0,430
N2 -4,390 -1,646 -0,008 NC -0,559 -0,494 -0,485 -0,700 -0,618 -0,599
3 -4,774 -0,340 -0,012 CA 0,150 0,129 0,107 0,369 0,321 0,279
C4 -3,895 0,714 -0,008 CA -0,225 -0,166 -0,142  -0,537 -0,420 -0,352
Cda -2,491 0,480 0,000 CA 0,076 0,049 0,030 0,510 0,365 0,269
Cs -1,552 1,547 0,005 CA -0,032 -0,011 0,029 -0,277 -0,160 -0,043
CSa -0,216 1,184 0,004 CN -0,042 -0,046 -0,056 0,263 0,172 0,133
N6 0,898 2,004 0,005 NA -0,284 -0,218 -0,242  -0,459 -0,358 -0,376
Cb6a 2,057 1,238 0,000 CN 0,063 0,040 0,052 0,027 0,012 0,025
C7 3,386 1,649 -0,005 CA -0,272 -0,235 -0,234  -0,197 -0,172 -0,183
C8 4,379 0,668 -0,007 CA -0,215 -0,165 -0,155 -0,394 -0,323 -0,306
C9 4,042 -0,695 -0,004 C 0,232 0,165 0,142 0,460 0,369 0,345
C10 2,707 -1,104 0,001 CA -0,203 -0,140 -0,117  -0,507 -0,406 -0,405
Cloa 1,697 -0,135 0,003 CB 0,048 0,025 0,039 0,349 0,276 0,324
Cl0b 0,238 -0,183 0,005 CB 0,033 0,030 0,014 -0,341 -0,262 -0,303
C11 -0,673 -1,232 0,007 CA -0,071 -0,049 -0,028 0,327 0,279 0,329
Clla -2,063 -0,899 0,002 CA -0,037 -0,021 -0,021 -0,531 -0,408 -0,374
C12  -1,999 2,989 0,008 CT -0,142 -0,153 -0,191 -0,116 -0,176 -0,282
Cl13 -0,166 -2,655 0,013 CT -0,118 -0,155 -0,202 -0,368 -0,407 -0,521
09 4,996 -1,683 -0,006 OH -0,606 -0,527 -0,527 -0,643 -0,561 -0,560
H1 -2,825 -2,938 -0,001 HC 0,087 0,062 0,067 0,027 0,011 0,008
H3 -5,848 -0,166 -0,018 HC 0,106 0,078 0,080 0,070 0,046 0,050
H4 -4,278 1,729 -0,013 HC 0,116 0,092 0,095 0,172 0,135 0,127
He6 0,877 3,011 -0,021 H 0,321 0,291 0,294 0,387 0,347 0,349
H7 3,654 2,702 -0,007 HC 0,191 0,159 0,157 0,185 0,153 0,154
H8 5,426 0964 -0,011 HC 0,151 0,119 0,125 0,191 0,154 0,159
H9 5,874 -1,272 -0,009 HO 0,443 0,414 0,404 0,440 0,412 0,401
H10 2,495 -2,165 0,002 HC 0,191 0,149 0,153 0,265 0,212 0,225
H12a -2,560 3,245 -0,900 HC 0,058 0,059 0,069 0,069 0,080 0,105
H12b -2,650 3,208 0,863 HC 0,058 0,059 0,069 0,071 0,082 0,108
H12¢ -1,155 3,683 0,069 HC 0,058 0,059 0,069 0,032 0,042 0,064
H13a -0,961 -3,399 0,030 HC 0,057 0,062 0,069 0,123 0,126 0,155
H13b 0,448 -2,852 -0,874 HC 0,057 0,062 0,069 0,104 0,114 0,132
H13¢ 0,469 -2,836 0,889 HC 0,057 0,062 0,069 0,104 0,114 0,132

Atom X y z typ

HOMO -6,92 -5,03 -6,86
LUMO 1,94 -1,37 2,00
dip. mom. 5,27 5,56 5.75
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Tabulka P10. Geometrie, typy atomit AMBER, RESP a ESP naboje odvozené z
vinovych funkci Hartree-Fock, DFT (B3LYP) a MP2(0.25), energie hrani¢nich
orbitall [eV] a dipélové momenty [D] pro molekulu 7HE (7-hydroxyelipticin).

RESP- RESP- RESP-
HF DFT MP2 ESP-HF ESP-DFT ESP-MP2

Cl -3,391 -1,500 0,000 CA 0,216 0,182 0,165 0,499 0,431 0,410
N2 -4,610 -1,000 0,000 NC -0,544 -0,479 -0,468 -0,692 -0,611 -0,596
C3 -4,718 0,356 0,000 CA 0,150 0,122 0,100 0,380 0,328 0,298
C4 -3,642 1,207 0,000 CA -0,244 -0,175 -0,164 -0,556 -0,433 -0,395
C4a  -2,316 0,690 0,000 CA 0,036 0,018 0,017 0,382 0,264 0,189
(O8] -1,179 1,542 0,000 CA 0,035 0,049 0,101 -0,005 0,072 0,211
C5a 0,055 0,912 0,000 CN -0,056 -0,063 -0,086 0,054 0,012 -0,087
N6 1,314 1,487 0,000 NA -0,341 -0,268 -0,289 -0,421 -0,342 -0,343
Co6a 2,277 0,495 0,000 CN 0,146 0,131 0,153 0,081 0,084 0,126
Cc7 3,665 0,650 0,000 C 0,208 0,148 0,150 0,345 0,267 0,252
C8 4,450 -0,500 0,000 CA -0,245 -0,192 -0,188 -0,409 -0,338 -0,320
C9 3,851 -1,772 0,000 CA -0,232 -0,211 -0,221  -0,082 -0,077 -0,094
C10 2,468 -1,924 0,000 CA -0,187 -0,147 -0,144  -0,360 -0,306 -0,296
Cl0a 1,658 -0,775 0,000 CB 0,023 0,015 0,014 0,186 0,162 0,137
C10b 0,219 -0,519 0,000 CB 0,011 0,000 0,010 -0,184 -0,176 -0,125
Ci1  -0,888 -1,359 0,000 CA -0,020 -0,004 0,019 0,309 0,304 0,324
Clla -2,179 -0,747 0,000 CA -0,025 -0,016 -0,016 -0,481 -0,395 -0,362
C12  -1,317 3,045 0,000 CT -0,223 -0,213 -0,295 -0,380 -0,395 -0,518
C13  -0,683 -2,856 0,000 CT -0,188 -0,193 -0,271 -0,482 -0,505 -0,623
o7 4,149 1936 0,000 OH -0,610 -0,534 -0,544  -0,653 -0,575 -0,586
HI -3,344 -2,586 0,000 HC 0,096 0,070 0,075 0,040 0,019 0,022
H3 -5,734 0,746 0,000 HC 0,109 0,084 0,086 0,071 0,048 0,051
H4 -3,809 2,279 0,000 HC 0,129 0,100 0,107 0,190 0,149 0,149
Hé6 1,522 2,472 0,000 H 0,358 0,321 0,331 0,400 0,361 0,367
H7 5,118 1,907 0,000 HO 0,448 0,420 0,413 0,460 0,432 0,427
H8 5,535 -0,408 0,000 HC 0,161 0,128 0,133 0,194 0,157 0,159
H9 4,489 -2,651 0,000 HC 0,173 0,148 0,150 0,150 0,128 0,130
H10 2,036 -2,917 0,000 HC 0,155 0,122 0,122 0,192 0,157 0,156
H12a -0,346 3,549 0,000 HC 0,078 0,074 0,093 0,103 0,101 0,126
H12b -1,863 3,402 -0,883 HC 0,078 0,074 0,093 0,123 0,125 0,152
H12¢ -1,863 3,402 0,883 HC 0,078 0,074 0,093 0,123 0,125 0,152
H13a -0,111 -3,169 0,882 HC 0,075 0,072 0,087 0,140 0,142 0,165
H13b -1,615 -3,421 0,000 HC 0,075 0,072 0,087 0,146 0,146 0,174
H13c¢ -0,111 -3,169 -0,882 HC 0,075 0,072 0,087 0,140 0,142 0,165

Atom X y z typ

HOMO -6,98 -5,10 -6,91
LUMO 2,01 -1,32 2,07
dip. mom. 4,77 5,19 5,23
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Tabulka P11. Geometrie, typy atomi AMBER, RESP a ESP naboje odvozené z
vlnovych funkci Hartree-Fock, DFT (B3LYP) a MP2(0.25), energie hrani¢nich orbitald
[eV] a dipélové momenty [D] pro molekulu 9HNME+ (9-hydroxy-2-

methylelipticinium).

Atom X y z  typ RleZIiP— RIEE;- RI\I/EHS)IZ)- ESP-HF ESP-DFT ESP-MP2

C1 -2,893 -1,398 -0,004 CA 0,000 -0,027 -0,039 0,112 -0,021 -0,069
N2 -4,165 -0,978 0,025 N* 0,077 0,099 0,129 0,140 0,232 0,303
c3 -4,451 0,372 0,039 CA -0,134 -0,112 -0,120  -0,165 -0,198 -0,249
C4 -3,447 1,288 0,021 CA -0,147 -0,121 -0,110 -0,201 -0,100 -0,024
C4a -2,071 0,903 -0,013 CA 0,049 0,037 0,022 0,228 0,076 -0,053
C5 -1,030 1,847 -0,028 CA 0,015 0,031 0,074 -0,076 0,035 0,182
C5a 0,264 1,321 -0,012 CN 0,021 0,006 -0,003 0,262 0,169 0,074
N6 1,442 2,004 0,003 NA -0,293 -0,230 -0,252  -0,484 -0,390 -0,400
Co6a 2,522 1,115 0,008 CN 0,112 0,097 0,109 0,168 0,158 0,215
C7 3,884 1,389 0,028 CA -0,250 -0,217 -0,214 0,217 -0,201 -0,236
C8 4,763 0,308 0,033 CA -0,205 -0,150 -0,143  -0,344 -0,269 -0,231
C9 4,287 -1,016 0,019 C 0,287 0,216 0,197 0,451 0,362 0,319
C10 2915 -1,283 0,000 CA -0,225 -0,154 -0,135 -0,403 -0,317 -0,270
Cl0a 2,018 -0,208 -0,009 CB 0,002 -0,004 -0,014 0,129 0,110 0,047
C10b 0,565 -0,095 -0,022 CB 0,039 0,027 0,034 -0,194 -0,164 -0,094
Cl1l1  -0,452 -1,034 -0,042 CA 0,012 0,023 0,045 0,288 0,245 0,248
Clla -1,797 -0,530 -0,022 CA -0,024 -0,017 -0,023  -0,303 -0,152 -0,090
C12  -1,260 3,339 -0,036 CT -0,217 -0,210 -0,282  -0,365 -0,384 -0,503
C13  -0,114 -2,504 -0,079 CT -0,144 -0,156 -0,219  -0,378 -0,388 -0,482
C2 -5,286 -1,936 0,048 CT -0,192 -0,194 -0,265 -0,404 -0,403 -0,488
09 5,117 -2,095 0,026 OH -0,605 -0,517 -0,518 -0,631 -0,540 -0,539
H1 -2,767 -2,472 -0,006 HC 0,188 0,154 0,157 0,171 0,154 0,160
H2a  -5,875 -1,787 0,956 HC 0,129 0,127 0,148 0,184 0,178 0,203
H2b -5918 -1,780 -0,830 HC 0,129 0,127 0,148 0,184 0,178 0,202
H2c 4,893 -2,952 0,034 HC 0,129 0,127 0,148 0,173 0,170 0,191
H3 -5,501 0,634 0,067 HC 0,205 0,173 0,170 0,220 0,196 0,198
H4 -3,719 2,336 0,044 HC 0,178 0,158 0,162 0,191 0,157 0,149
Ho6 1,530 3,008 0,043 H 0,343 0,316 0,320 0,394 0,359 0,359
H7 4,262 2,407 0,041 HC 0,200 0,171 0,168 0,201 0,176 0,178
H8 5,835 0,492 0,048 HC 0,168 0,139 0,143 0,203 0,169 0,169
H9 6,042 -1,803 0,041 HO 0,456 0,428 0,419 0,452 0,424 0,415
H10 2,596 -2,317 -0,003 HC 0,216 0,171 0,177 0,254 0,206 0,210
H12a -0,422 3,866 -0,503 HC 0,088 0,087 0,105 0,122 0,122 0,151
Hi2b -2,148 3,616 -0,611 HC 0,088 0,087 0,105 0,132 0,134 0,159
H12c¢ -1,380 3,742 0,978 HC 0,088 0,087 0,105 0,130 0,134 0,160
H13a 0,408 -2,803 0,838 HC 0,073 0,074 0,084 0,130 0,131 0,146
H13b -0,978 -3,160 -0,190 HC 0,073 0,074 0,084 0,116 0,118 0,141
H13c 0,556 -2,716 -0,918 HC 0,073 0,074 0,084 0,131 0,132 0,148

HOMO -10,20 -8,21 -10,12
LUMO -1,88 -5,35 -1,93
dip. mom. 8,18 6,70 7,16

97



Martin Dracinsky Syntéza derivath elipticinu a studium jejich interakci s DNA

Tabulka P12. Geometrie, typy atomi AMBER, RESP a ESP naboje odvozené z
vinovych funkci Hartree-Fock, DFT (B3LYP) a MP2(0.25), energie hrani¢nich orbitalt
[eV] a dipolové momenty [D] pro molekulu 9AE+ (9-aminoelipticinium).

Atom  x y z  typ Riip' lelf’?' Rl\}i}s,g' ESP-HF ESP-DFT ESP-MP2

Cl 3,018 -1,862 0,006 CA -0,011 -0,042 -0,044 0,147 0,026 0,006
N2 4,325 -1,556 0,030 NA -0,132 -0,105 -0,105  -0,252 -0,157 -0,132
C3 4,779 -0,258 0,042 CA -0,179 -0,155 -0,158 -0,081 -0,117 -0,151
C4 3,877 0,759 0,024 CA -0,090 -0,066 -0,046 -0,216 -0,110 -0,038
Cda 2,466 0,517 -0,008 CA 0,099 0,076 0,055 0,333 0,170 0,057
CS 1,535 1,568 -0,028 CA -0,067 -0,039 0,004 -0,220 -0,089 0,049
C5a 0,189 1,190 -0,012 CN 0,028 0,010 -0,007 0,263 0,152 0,079
N6 -0,902 1,999 0,001 NA -0,232 -0,174 -0,194 -0,401 -0,307 -0,327
C6éa -2,077 1,238 0,007 CN 0,061 0,048 0,074 0,091 0,094 0,160
C7 -3,401 1,663 0,026 CA -0,270 -0,228 -0,238  -0,240 -0,224 -0,280
C8 -4,395 0,692 0,029 CA -0,155 -0,106 -0,080 -0,315 -0,235 -0,171
C9 -4,089 -0,690 0,013 CA 0,268 0,179 0,102 0,500 0,381 0,277
C10 -2,745 -1,098 -0,008 CA -0,246 -0,161 -0,141  -0,492 -0,371 -0,348
Cl0a -1,730 -0,132 -0,009 CB 0,014 0,001 0,018 0,216 0,159 0,172
Cl10b -0,273 -0,185 -0,018 CB 0,058 0,047 0,031 -0,192 -0,129 -0,140
Cl11 0,634 -1,230 -0,025 CA -0,029 -0,011 0,008 0,196 0,147 0,182
Clla 2,028 -0,880 -0,010 CA 0,022 0,031 0,027 -0,227 -0,086 -0,046
C12 1,930 3,025 -0,041 CT -0,215 -0,216 -0,267 -0,277 -0,313 -0,425
C13 0,137 -2,654 -0,039 CT -0,119 -0,147 -0,188 -0,304 -0,332 -0,429
N9 -5,112 -1,625 0,079 N2 -0,872 -0,743 -0,653  -0,945 -0,810 -0,715
H1 2,794 -2,920 0,005 HC 0,188 0,158 0,159 0,160 0,147 0,144
H2 5,000 -2,311 0,044 H 0,336 0,323 0,330 0,359 0,333 0,336
H3 5,852 -0,122 0,069 HC 0,222 0,188 0,185 0,209 0,185 0,186
H4 4,253 1,774 0,045 HC 0,162 0,144 0,145 0,180 0,146 0,135
H6 -0,877 3,008 0,042 H 0,335 0,309 0,312 0,383 0,348 0,350
H7 -3,661 2,717 0,037 HC 0,201 0,170 0,165 0,206 0,178 0,182
H8 -5,437 1,000 0,050 HC 0,177 0,149 0,157 0,214 0,180 0,181
H9a -4,897 -2,560 -0,243 H2 0,377 0,351 0,313 0,393 0,367 0,329
H9% -6,029 -1,315 -0,212 H2 0,394 0,365 0,330 0,399 0,370 0,334
H10 -2,517 -2,157 -0,012 HC 0,197 0,153 0,161 0,241 0,190 0,203
H12a 1,144 3,646 -0,484 HC 0,091 0,091 0,104 0,102 0,107 0,133
H12b 2,122 3,408 0,970 HC 0,091 0,091 0,104 0,117 0,125 0,150
H12¢ 2,827 3,203 -0,640 HC 0,091 0,091 0,104 0,118 0,124 0,149
H13a -0,507 -2,822 -0,909 HC 0,068 0,072 0,077 0,110 0,116 0,130
H13b 0,927 -3,404 -0,077 HC 0,068 0,072 0,077 0,102 0,107 0,132
H13c -0,463 -2,859 0,855 HC 0,068 0,072 0,077 0,123 0,128 0,144

HOMO -9,77 -7,82 -9,73
LUMO -2,11 -5,41 -2,04
dip. mom. 8,40 6,52 6,79
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Tabulka P13. Geometrie, typy atomiit AMBER, RESP a ESP naboje odvozené z vinovych
funkci Hartree-Fock, DFT (B3LYP) a MP2(0.25), energie hrani¢nich orbitald [eV] a
dipolové momenty [D] pro par bazi adenine-thymin.
Atom x y , tp RESP- RESP.  RESP-
HF DFT MP?2
AN1 -0,991 0,407 0,000 NC -0,112 -0,085 -0,084 -0,576 -0,493 -0,506
AC2  -1,619 1,598 0,000 CQ 0,172 0,138 0,095 0,386 0,324 0,278
AN3  -2929 1,841 0,000 NC -0,642 -0,559 -0,539  -0,757 -0,661 -0,640
AC4  -3,633 0,698 0,000 CB 0,492 0,418 0,408 0,702 0,610 0,601
ACS  -3,129 -0,606 0,000 CB 0,203 0,234 0,259 -0,065 0,005 0,038
AC6 -1,720 -0,733 0,000 CA 0,151 0,079 0,066 0,662 0,520 0,510
AN6  -1,089 -1,919 0,000 N2 -0,562 -0,483 -0,475 -0,921 -0,798 -0,800
AN7  -4,147 -1,544 0,000 NB -0,546 -0,501 -0,496 -0,570 -0,528 -0,524
AC8  -5241 -0,823 0,000 CK 0,125 0,102 0,085 0,292 0,258 0,240
AN9  -5,000 0,537 0,000 NA -0,440 -0,377 -0,376  -0,618 -0,548 -0,550
AH -5,682 1,283 0,000 H 0,363 0,336 0,339 0,411 0,382 0,387
AH2 -0956 2461 0,000 HC 0,182 0,139 0,146 0,158 0,119 0,128
AH61 -1,640 -2,765 0,000 H2 0,338 0,310 0,304 0,422 0,385 0,381
AH62 -0,068 -1,968 0,000 H2 0,295 0,272 0,257 0,455 0,414 0,406
AH8 -6,249 -1,217 0,000 HC 0,180 0,153 0,161 0,136 0,112 0,121
TNI1 3,884 1,580 0,000 N -0,329 -0,251 -0,280 -0,548 -0,434 -0,470
TC2 2,491 1,646 0,000 C 0,487 0,369 0,370 0,780 0,622 0,659
TN3 1,888 0,404 0,000 NA 0,043 0,045 -0,007 -0,423 -0,361 -0,491
TC4 2,517 -0,835 0,000 C 0,469 0,353 0,331 0,720 0,556 0,561
TCS 3,982 -0,810 0,000 CM -0,018 0,020 0,076 -0,091 -0,005 0,066
TC6 4,591 0,399 0,000 CM -0,196 -0,206 -0,218 -0,026 -0,082 -0,094
TC7 4,717 -2,119 0,000 CT -0,274 -0,237 -0,304 -0,434 -0,417 -0,524
TH 4,356 2,473 0,000 H 0,336 0,312 0,317 0,378 0,348 0,352
TO2 1,888 2,707 0,000 O -0,557 -0,472 -0,461 -0,627 -0,535 -0,533
TH3 0,843 0,409 0,000 H -0,161 -0,111 -0,048 0,160 0,176 0,286
TO4 1,860 -1,881 0,000 O -0,507 -0,434 -0,409 -0,621 -0,533 -0,517
TH71 5,801 -1,966 0,000 HC 0,093 0,083 0,096 0,121 0,115 0,138
TH72 4,450 -2,718 -0,878 HC 0,093 0,083 0,096 0,145 0,137 0,159
TH73 4,450 -2,718 0,878 HC 0,093 0,083 0,096 0,145 0,137 0,159
THe6 5,671 0,506 0,000 HC 0,228 0,190 0,194 0,205 0,176 0,179

ESP-HF ESP-DFT ESP-MP2

HOMO -8,09 -5,78 -8,08
LUMO 3,00 -0,90 2,95
dip. mom. 2,10 1,65 1,3
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Tabulka P14. Geometrie, typy atomi AMBER, RESP a ESP naboje odvozené z vinovych
funkci Hartree-Fock, DFT (B3LYP) a MP2(0.25), energie hrani¢nich orbitali [eV] a
dipdlové momenty [D] pro par bazi guanin-cytosin.

Atom x y  z  typ REIS};P' R]fg' Rﬁgg' ESP-HF ESP-DFT ESP-MP2

GN1 0,734 0,251 0,000 NA -0,020 -0,003 -0,038 -0,886 -0,773 -0,882
GC2 1,285 1,512 0,000 CA 0,523 0,389 0,348 1,081 0,893 0,899
GN3 2,592 1,737 0,000 NC -0,631 -0,546 -0,512  -0,832 -0,727 -0,709
GC4 3,307 0,593 0,000 CB 0,316 0,265 0,227 0,577 0,499 0,474
GC5 2,861 -0,733 0,000 CB 0,108 0,152 0,196 -0,088 -0,021 0,010
GCo6 1,448 -0,964 0,000 CA 0,365 0,267 0,255 0,762 0,618 0,643
GN7 3,926 -1,619 0,000 NB -0,507 -0,475 -0,483 -0,517 -0,487 -0,494
GC8 4,985 -0,854 0,000 CK 0,100 0,091 0,080 0,219 0,202 0,192
GN9 4,676 0,498 0,000 NA -0,325 -0,282 -0,272  -0,533 -0,473 -0,468
GHt -0,295 0,161 0,000 H -0,116 -0,090 -0,036 0,453 0,410 0,503
GN2 0,422 2,550 0,000 N2 -0,764 -0,632 -0,625 -1,183 -1,015 -1,035
GH21 -0,595 2,434 0,000 H2 0,416 0,348 0,339 0,589 0,508 0,508
GH22 0,822 3,474 0,000 H2 0,370 0,334 0,332 0,468 0,424 0,427
GO6 0,838 -2,043 0,000 OS -0,532 -0,458 -0,445 -0,674 -0,585 -0,583
GH 5,316 1,279 0,000 H 0,329 0,303 0,304 0,394 0,363 0,366
GH8 6,011 -1,199 0,000 HC 0,162 0,133 0,141 0,136 0,108 0,116
CN1  -4354 0,909 0,000 NA -0,169 -0,093 -0,106 -0,627 -0,474 -0,485
cC2  -2,951 1,067 0,000 CA 0,450 0,317 0,309 1,033 0,814 0,812
CN3  -2,200 -0,065 0,000 NC -0,154 -0,061 -0,056 -0,980 -0,774 -0,788
cC4 -2,770 -1,276 0,000 CA 0,467 0,281 0,259 1,316 1,019 1,009
CC5  -4,205 -1,442 0,000 CA -0,283 -0,163 -0,145  -0,773 -0,576 -0,556
CC6 -4955 -0,312 0,000 CA -0,142 -0,195 -0,218 0,256 0,129 0,104
CH -4,891 1,766 0,000 H 0,283 0,262 0,267 0,379 0,342 0,346
CO2 -2,494 2214 0,000 OS -0,611 -0,511 -0,500 -0,762 -0,642 -0,633
CN4  -1,964 -2,343 0,000 N2 -0,841 -0,681 -0,671 -1,383 -1,167 -1,171
CH41 -2,352 -3,274 0,000 H2 0,418 0,373 0,371 0,523 0,468 0,469
CH42 -0,933 -2,229 0,000 H2 0,409 0,355 0,349 0,646 0,571 0,573
CH5 -4,662 -2,424 0,000 HC 0,159 0,131 0,134 0,243 0,201 0,204
CH6 -6,040 -0,319 0,000 HC 0,219 0,191 0,194 0,161 0,145 0,149

HOMO -7,39 -5,01 -7,39
LUMO 2,66 -1,21 2,65
dip. mom. 6,58 6,16 5,72
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