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Abstrakt

Ellipticin je rostlinny alkaloid, ktery vykazuje vyznamnou protinddorovou aktivitu,
diky niz byl od 60. let 20. stoleti sttedem z4jmu. Od jeho objeveni az po soucasnost byla
publikovana fada synteticky piistupt k ziskani tohoto protinadorového 1é¢iva. Ellipticin je
vlastné prolécivo, jehoz farmakologické tcinky jsou zavislé na aktivaci dvéma skupinami
enzymt, cytochromy P450 a peroxidasami. Vysledkem pilisobeni uvedenych skupin
enzymu jsou bud’ detoxikac¢ni, nebo aktiva¢ni metabolity ellipticinu. 13-Hydroxyellipticin
a 12-hydroxyellipticin jsou produkty aktivacnich reakci, které se nésledn¢ spontanné stépi
na karbeniové ionty, v této podob¢ se vazi na deoxyguanosin za tvorby adukti s DNA.

13-Hydroxyellipticin mtize mit potencialné vyssi biologicky Uc¢inek nez ellipticin,
ato pravé diky tvorbé adukti s DNA, pro kterou nevyzaduje enzymovou aktivaci.
Zamérem diplomové prace byla proto snaha o syntézu tohoto derivatu. Meziproduktem pii
syntéze 13-hydroxyellipticinu je jiny derivat — 9-nitroellipticin. Vysledky diplomové prace
ukazuji, Ze oxidaci 9-nitroellipticinu jaternim mikrosomélnim systémem, jenz obsahuje
cytochromy P450, vznikaji minimaln¢ 4 metabolity. 9-Nitroellipticin tak vykazuje
podobné chovani jako ellipticin. Redukci nitroskupiny v poloze C-9 ellipticinu byl
ptipraven  9-aminoellipticin. Tento 9-aminoderivat ellipticinu  stejné jako 9-
hydroxyellipticin nejsou oxidovany potkanimi jaternimi mikrosomy. Vlastnosti funkcni
skupiny ptitomné v poloze C-9 ellipticinu ovliviiuji hydrofobicitu molekuly, a tim i jeji

metabolismus.
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mikrosomy



Abstract

Ellipticine is a plant alkaloid, which exhibits significant antitumor activity; therefore
it was a center of interest since 60°s of 20" century. There were a lot of ways published to
obtain this anticancer drug. Ellipticine is actually a pro-drug, whose pharmacological
efficiencies are dependent on the activation of two groups of enzymes, cytochrome P450
and peroxidases. The resulting effect of these groups of enzymes is either detoxification or
activation of ellipticine metabolites. 13-Hydroxyellipticine and 12-hydroxyellipticine are
products of activation reactions, which subsequently spontaneously cleave to carbenium
ions, which in this form are bound to deoxyguanosine while generating DNA adducts.

13-Hydroxyellipticine may have potentially higher biological efficiencies than
ellipticine, because it does not need enzymes for its activation and formation of DNA
adducts. The aim of the diploma thesis was to synthesize this ellipticine derivative. 9-
Nitroellipticin (another derivative of ellipticine) is an intermediate product of the 13-
hydroxyellipticine synthesis. Results of this diploma thesis show that 9-nitroellipticine is
oxidized by liver microsomal systems, which contain cytochromes P450, forming at least 4
metabolites. 9-Nitroellipticine shows similar behavior as ellipticine. Another ellipticine
derivative, 9-aminoellipticine was prepared by reduction of the nitro group in position C-9
of ellipticine. This 9-aminoderiative of ellipticine, similar to 9-hydroxyellipticine, is not
oxidized by rat liver microsomes. Properties of functional groups present at the C-9 of

ellipticine affects the hydrophobicity of molecule and its metabolism.

Key words
Ellipticine, 13-hydroxyellipticine, 9-nitroellipticine, cytochrome P450, rat liver

microsomes
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1 Uvod

1.1 Ellipticin

Ellipticin (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol, obr. 1) patii mezi alkaloidy
izolované zrostlin Celedi Apocyanacae (zastupci této cCeledi jsou napi.: Ochrosia
borbonica, Excavatia coccinea). Kromé ellipticinu byly z rostlin této ¢eledi izolovany také
dalsi alkaloidy, napt. 9-methoxyellipticin. Konkrétné ellipticin byl poprvé izolovan z listi
stalezeleného stromu, Ochrosia elliptica, divoce rostouciho v Oceanii, a to jiz v roce 1959
[14].

Obr. 1: Struktura ellipticinu

Vyznam tohoto alkaloidu a nékterych jeho derivat spoc¢iva v jejich protinddorové
aktivité [7]. Nov¢jsi studie také ukézaly piisobeni ellipticinu proti HIV [7, 42, 44, 48, 51].
O klinické vyuziti ellipticinu a jeho rozpustnych derivati je zdjem nejen proto, Ze byla
prokazana jejich vysokd ucinnost vi¢i nadorovym onemocnénim, ale velmi dilezitym
divodem je také relativné nizky vyskyt vedlejSich cytotoxickych ucinkt [41, 47, 51].
Naptiklad hematologicka toxicita se prakticky nevyskytuje. Nicméné ellipticin miiZze byt
nefrotoxicky. Mechanismus vzniku nefrotoxicity je podobny mechanismu nefrotoxicity
cisplatiny [41]. Ellipticin se vSak spolu se svym derivatem, 9-hydroxyellipticinem, fadi
mezi silné mutageny, které svou mutagenni aktivitou pusobi na kmeny Salmonella
typhimurium a Escherichia coli [9, 41].

Struktura ellipticinu byla navrzena jiz ve stejném roce, kdy byl tento alkaloid
izolovan, vysledkem strukturdlnich studii Woodwarda a spolupracovnikl byla slouc¢enina

uvedend na obrazku 1 [56]. Zaklad struktury tohoto planarniho alkaloidu a jeho derivati
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tvoii karbazolova Cast, kterd je spojena s pyridinovym kruhem, coz ukazuje na pomérné

hydrofobni slouc¢eninu [4].

1.2 Syntéza ellipticinu

Od objeveni protinadorové aktivity rostlinného alkaloidu ellipticinu (5,11-dimethyl-
6H-pyrido[4,3-b]karbazolu) a jeho derivati se stal tento alkaloid stfedem zajmu. Do roku
1977 bylo popsano 15 riznych syntetickych cest, kterymi je mozné ptipravit pyrido[4,3-
b]karbazoly. Snahou bylo ziskat nové derivaty pro farmakologické vyuziti [35]. Pravé
v roce 1977 Malcolm Sainsbury publikoval praci, ve které¢ shrnul a detailn¢ popsal vSech
15 tehdejsich syntetickych piistupt k ptipravé pyrido[4,3-b]karbazoli. Sainsbury vytvofil
klasifika¢ni systém syntetickych pfistupti, jednotlivé cesty se fadily do 3 hlavnich skupin
A, B nebo C, a to podle poradi vzniku kruhi tetracyklického skeletu [35]. B&hem
nasledujicich nékolika let ptibyvaly nové metody syntézy ellipticinu a pyridokarbazold,
proto vroce 1985 zvetejnili Gribble a Saulnier novou souhrnnou praci, ve které
shromazdili syntetické pfistupy publikované od roku 1977 do roku 1984. Tito autoii dali
zaklad novému klasifikaénimu systému, ve kterém ftadili syntetické cesty k 8 hlavnim
strategiim (I — VIII), podle tvorby kli€ovych vazeb [15]. V syntéze ellipticinu prevlada
strategie 111 (kapitola 1.2.1).

I nadale byly vytvateny nové piistupy k syntéze ellipticinového skeletu a riznych
derivath ellipticinu. V roce 2002 byla proto publikovana dal§i velmi rozsihla souhrnna
prace, ve které Knolker a Reddy zvolili jiny zptsob klasifikace dosud publikovanych
pristupti. Jejich ¢lenéni spocivalo v fazeni do skupin podle kli¢ovych reakci dané syntézy
(napt. katalyza Pd, kondenzace, Diels-Alderova reakce, cykloadice) [21, 26]. Ziejmé
nejnovejsi souhrnnd prace byla publikovana vroce 2012. Miller a McCarthy v ni
skombinovali jiz znamé klasifikace syntetickych piistupli, a to kategorie zaloZzené na
poradi tvorby jednotlivych kruhit B, C, D nebo B+C typ syntézy, kdy vznikaji oba kruhy
zaroven [26].

Nov¢jsi ptistup k syntéze ellipticinu publikovany v roce 2007, ktery by se fadil k B-
typu syntézy [26], vychazi z polyfunk¢nich aryl azidi, jejichz tepelnym rozkladem vznika
ellipticin, pfipadné jeho derivaty, jako napt. 9-methoxyellipticin [25]. Ellipticin spolu
sjeho derivaty je vSak také mozné pfipravit tandemovou reakci cyklizace - ,,cross-

coupling® indolylboratu katalyzovanou Pd, coz je klicova reakce syntézy [18]. Tato
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metoda by se tedy fadila pravé do kategorie metod katalyzovanych Pd [21]. V roce 2010
byla zvefejnéna jednoduchd a ucCinna syntéza ellipticinu, vyvinutd pomoci Suzuki-
Miyaurova spojeni stericky branéné 2-hydroxybenzenborité kyseliny s multifunkénim aryl
halidem. Jako katalyzator této reakce se pouzivd Pd(OAc), v ptritomnosti Cu(OAc),-H,0,
rozpoustédlem je smes DMSO a H,O. Poté nasleduje klicovy krok reakce, kterym je
dvojitd N-arylace a cyklizace za vzniku ellipticinu [23]. Jiny pfistup vyuziva kaskadu
radikalovych reakci, béhem kterych se pouzivaji imidoyl radikaly jako meziprodukty pro
syntézy aryl a heteroaryl-[b]karbazolu a také ellipticinu [29]. Vyhodou této metody jsou
dobré vytézky, regioselektivita a mirné reakéni podminky.

Jiz od objevu protinddorové aktivity ellipticinu nebyla snahou jen syntéza ellipticinu,
ale také ptiprava celé fady riznych derivati ellipticinu, u nichZz byla rovnéZz testovana
protinadorova aktivita. V roce 1975 Guthrie a spolupracovnici pfipravili a popsali syntézu
mnoha novych acyloxy a alkyl derivati ellipticinu. Nékteré derivaty dokonce vykazovaly
protinddorovou aktivitu, ta vSak nedosahovala hodnot, jez vykazovaly v pfirod¢ se

vyskytujici ellipticin a 9-methoxyellipticin [16].

1.2.1 Syntéza ellipticinu podle strategie 111
Jak jiz bylo uvedeno, v ptfipravé ellipticinu pievazuje strategie III, kterd je zaloZena

na piipojeni kruhu D na karbazolovou ¢ast molekuly (obr. 2).

Obr. 2: Skelet ellipticinu, syntéza podle strategie 111 [15]

Jako posledni se tvoii kruh D, ktery se na karbazolovou ¢ast ptipoji pomoci ¢ervenych vazeb.

Strategie III znazornéna na obrazku 3 (str. 15) byla poprvé popsana Cranwellem
a Saxtonem v roce 1962. Patii mezi nejucinngjsi konstrukce 6H-pyrido[4,3b]karbazolu [6,
15, 35]. Uvedena syntéza zacind kondenzaci indolu s 2,5-hexandionem za vzniku 1,4-
dimethylkarbazolu (2). Nasleduje Vilsmeierova — Haackova formylace, ktera je zalozena
na spole¢ném puisobeni dimethylformamidu nebo N-methylformanilidu a fosforylchloridu
na elektronoveé bohata aromaticka jadra za vzniku aromatického aldehydu [58]. V ptipadé

1,4-dimethylkarbazolu (2) vznika touto reakci 3-formyl-1,4-dimethylkarbazol (3). Béhem
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trettho kroku syntézy nejprve dochazi ke kondenzaci aromatického aldehydu 3 s 2,2-
diethoxyethylaminem za vzniku Schiffovy badze — iminu a nasleduje redukce tohoto iminu
na odpovidajici amin 4 [6, 7, 8, 19, 35]. Dale existuje n€kolik zptsobu, jak uzavtit kruh za
vzniku ellipticinu (1) [15].

Jednim ze zptisobt cyklizace aminu 4, vedoucim ke vzniku ellipticinu (1), je pouziti
kyseliny chlorovodikové, kdy relativné snadno dochazi ke vzniku 1,2-dihydroellipticinu,
Vv poslednim kroku nasleduje zahtivani s paladiem na aktivnim uhli, extrakce ethylacetatem
a nakonec rekrystalizace ze stejného rozpoustédla, vysledkem této syntézy jsou zluté
jehlicky ellipticinu (1) [6, 35]. Jinou mozZnosti je zahfivani iminu v kyselin¢ fosfore¢né,
nicmén¢ se ukazalo, ze pro tento zptsob cyklizace je kriticka pravé koncentrace kyseliny
fosfore¢né, optimum pro tvorbu pyridokarbazolii lezi mezi 90 a 100 % [7, 8]. Pfedchozi
dva zpUsoby nebyly piili§ bézné. Cast&ji se vyuziva postup, kde se po piipravé aminu 4
dusik substituuje reakci s tosylchloridem, takto vznikly tosylamid cyklizuje v nasledné
reakci, kdy je rozpustén v kyseliné chlorovodikové a dioxanu a reakéni smés se zahtiva
K varu. Pfi této reakci se tvofi také malé mnozstvi N-tosyl-3,4-dihydroellipticinu, ktery je
mozno ze smési snadno separovat pomoci preparativni sloupcové chromatografie na
silikagelu a nasledné ho opét podrobit hydrolyze s kyselinou chlorovodikovou v dioxanu
za vzniku dalSiho podilu ellipticinu [19]. Jednoduchou modifikaci ptfedchoziho zpiisobu
syntézy, kdy byl pro substituci dusiku aminoskupiny namisto 4-toluensulfonylu pouzit
benzensulfonyl, bylo dosazeno rychlejsi cyklizace vedouci k ellipticinu (1) [11]. Touto
modifikaci byl ziskdn daleko CcistSi ellipticin, dokonce také v lepSim vytézku, nez
u ptivodni syntézy. Takto ptipraveny ellipticin krystalizuje pfimo z reakéni smési a neni
nezbytna jeho dalsi purifikace [11].

Nejvétsim problémem pii ptipravé ellipticinu a praci s nim je Spatna rozpustnost
tohoto alkaloidu jak v polarnich, tak také v nepolarnich rozpoustédlech, coz ztézuje
purifikaci pomoci chromatografie, napt. pouziti preparativni sloupcové chromatografie na

silikagelu [11].
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Obr. 3: Schéma syntézy ellipticinu vychazejici ze strategie 111

Reak¢ni podminky: a) kyselina p-toluensulfonova, EtOH, 1,5 h, reflux [10]; b) N-methylformanilid, POClIs,
3,5 h, reflux [6]; ¢) NH,CH,CH(OELt),, 2,5 h, vodni lazefi; NaBH4, MeOH, 1 h, laboratorni teplota [10]; d)
PhSO,CI, THF/Na,CO3, 1 h, laboratorni teplota [11]; e) HCI, dioxan, reflux, 20 min [11].

1.2.2 Syntéza 13-hydroxyellipticinu

13-Hydroxyellipticin (9) je velmi vyznamnym derivatem ellipticinu, ktery mtze byt
biologicky ucinnéj§i nez samotny ellipticin [46, 47, 51, 52]. Tato latka vznikd pfii
metabolismu ellipticinu pisobenim riznych cytochromit P450 (vznik 13-hydroxyderivatu
vlivem detoxifika¢nich enzymi a jeho piisobeni jsou popsany V kapitolach 1.4.1 a 1.4.3).
K tomuto derivatu lze vSak také dojit syntetickou cestou. V 80. letech byly publikovany
dva zpisoby jeho syntézy, v obou piipadech vSak jde o komplikované vicestupniové
syntézy s malymi vytézky [3, 34].

Jeden z moznych zplsobu piipravy 13-hydroxyellipticinu (9) (obr. 4, str. 16) zacina
kysele katalyzovanou kondenzaci methyl indol-2-acetatu s 3-acetylpyridinem, ktera
poskytuje vinylindol 6. V nasledujicim kroku dochazi s vhodnymi halogenidy ke konverzi
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na kvartérni amoniovou sil 7. Dale dochazi k cyklizaci pomoci kvartérni soli kyseliny
ethylnikotinové v methanolu obsahujicim methoxid sodny, jejimz vysledkem je uzavieni
kruhu a aromatizace slouceniny. Roztok obsahujici sodik, methanol, kvartérni sil 7 a p-
nitrosodimethylanilin se michd pod atmosférou dusiku. Vznikla suspenze se po odpareni
rozpusti v suchém THF, ptidanim LiAlH4 (LAH) dochazi k redukci vytvoieného esteru 8b
a ziska se tak pozadovany alkohol, derivat ellipticinu — 13-hydroxyellipticin (9) ve vytézku
vice nez 50 % [3].

CH,
)‘\@\l
RBr, aceton,
Y 24 h
- —
H,SO,4, MeOH,
reflux, 2 h /

COOCH; 6 COOCH;
methyl indol-2-acetat

Iz

CH, CH,
@ R ® R
‘ ‘ Na, MeOH
_—
—_— N 7 CH;3 N Z
H @,L Br° H
COOCH
= COOC,H; O/N\CH3
ON
Na, MeOH, CHClj,
12 h, lab. tep.
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Obr. 4: Schéma syntézy 13-hydroxyellipticinu podle [3]
Druhy zpisob ptipravy 13-hydroxyellipticinu (9) publikovany také v 80. letech

vychazel zpifemény aldehydové skupiny v poloze C-13 ellipticinu na hydroxylovou
skupinu (obr. 5, str. 17). Nejprve se reakci fenylhydrazinu a 3-(pyridin-3-yl)butanalu
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pfipravil karbonitril 10, ktery spolu s 2-lithio-1,3-dithianem poskytl aminoketen thioacetal
11, jenz pfti laboratorni teploté existuje jako par diastereoisomerd. Kyselou hydrolyzou
tohoto produktu ziedénou kyselinou octovou vznika dithioacetalovy derivat ellipticinu 12.
Z n¢ho se nasledné konverzi ptipravi aldehyd 13 reakci dithioacetalu 12 s dusi¢nanem
stiibrnym ve vodném roztoku acetonu, tuto reakci popsal Gribble a spolupracovnici.
K suspenzi aldehydu 13 v suchém MeOH se piida kyanotrihydridoboritan sodny. Roztok je
michan pfi pH 3 za laboratorni teploty 5 dnti. Nasledné se roztok filtruje pies molekularni
sito a Cisti chromatografii na silikagelu. Tato cesta vede k ziskani pevné zluté latky, 13-

hydroxyellipticinu (9) ve vytézku 26 % [34].

CH; CHs

©\ + XN a NN
— /I
_NH

Obr. 5: Schéma syntézy 13-hydroxyellipticinu podle [34]

Reakéni podminky: a) (1) AcOH, (2) MSH, (3)Ac;0, (4) Mel, (5) KCN, hv; b) THF, 2-lithio-1,3-dithian, 30
min, -78 °C, 15 h, -20 °C, laboratorni teplota, NaCl, CHCls; ¢) AcOH 30 %, 2 h; d) THF, 2 M HNO3, po 30
min AgNO3/HNOs, 20 h, 40 — 50 °C, e) NaBH3;CN, MeOH, pH 3 (HCI/MeOH), 5 dnti, laboratorni teplota
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Nejnoveji  popsanou cestou k ptipravé 13-hydroxyellipticinu (9), ktera byla
publikovana v roce 2007, je oxidace methylové skupiny na uhliku C-5 ellipticinu. Pro
studium této benzylové oxidace s riznymi oxida¢nimi Cinidly byla pouzita jako modelova
sloucenina 1,4-dimethylkarbazol (2). Nékteré oxida¢ni metody vedly k polymerizaci, napf.
pouziti K,S,05-Cu(OAC); V kyseliné octové. Jina ¢inidla, jako napf. pouziti bromu vedlo
k aromatické substituci 1,4-dimethylkarbazolu v polohach 3,6 a 8 [11].

Diky poznatkim z experimentti na modelové slouceniné 1,4-dimethylkarbazolu (2)
byla publikovana UspéSnd cesta pripravy 13-hydroxyellipticinu, kterda je znazornéna
na obrazku 6, vytézek této syntézy byl vSak pomérné nizky (27 %). Nejprve se nitraci
ellipticinu pfipravi 9-nitroellipticin (14), nasleduje oxidace této nitroslouceniny za pouziti
K2S,0g, nitroskupina v poloze C-9 je redukovana pomoci SnCl, za vzniku
aminoslouc¢eniny (v poloze 9 skupina amino). Aminoskupina je poté diazotovana (NaNOy,
ziedéna HCI) na diazoniovou sil, kterd redukci ethanolem poskytne kone¢ny produkt - 13-

hydroxyellipticin (9) [11].

O,N
CHs CHs
Q "N a Q O N
_—
N = N =
H H
CHs CHs

14 (73 %)
Q N Q ~
LI _c .
P P
CHZOAC CH,OH
9 (27 %)

Obr. 6: Schéma ptipravy 13-hydroxyellipticinu vychazejici z ellipticinu, vytvofeno
podle [11].

Reakéni podminky: a) HNOs, AcOH, 0 °C, 45 min; b) K,S,0g, CuSO,4, AcONa, AcOH, 2 h, reflux; c) (1)
SnCly, HCI, 1 h, 100 °C, (2) NaNO,, 10 min, 5 °C; (3) EtOH, zahiato k varu, poté nechano zchladnout na lab.
teplotu.
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1.3 Mechanismus protinddorového ucinku ellipticinu
Protinadorové léCivo ellipticin vykazuje nékolik mechanismii plsobeni vaci
nadorovym bunkam. Predpoklada se, Ze mezi mechanismy protinadorového uc¢inku

ptrevladaji dva, a to interkalace do dvousroubovice DNA a inhibice topoisomerasy II [4].

MozZné mechanismy protinadorové aktivity ellipticinu jsou nasledujici:
o Interkalace do dvousroubovicové struktury DNA — molekula ellipticinu je svym
tvarem 1 velikosti velmi podobna komplementarnim purin-pyrimidinovym bazim v DNA,
splnuje tak potfebné piedpoklady pro interkalaci do DNA [4, 17, 22]. Kromé toho se také
mohou vytvofit tésné interakce s hydrofobnimi c¢astmi molekuly DNA, a to diky
polycyklickému aromatickému charakteru molekuly ellipticinu [4, 47, 51]. K interakci
dochéazi mezi thyminem a methylovou skupinou ellipticinu, toto plisobeni v interkalaénim

misté je velmi dulezité z hlediska orientace molekuly ellipticinu v DNA [13, 38, 47, 51].

o Inhibice topoisomerasy Il - ellipticin pisobi jako inhibitor topoisomerasy II,
v disledku jeji inhibice dojde zprostfedkované k rozstépeni DNA. Dochazi k vytvoteni
ternarniho komplexu mezi topoisomerasou I, DNA a molekulou ellipticinu, ten je
pravdépodobné rozhodujicim faktorem pro tvorbu zlomi v DNA a vede tak k bunééné
smrti. Topoisomerasa Il se jevi jako primarni bunécny cil tohoto protinadorového 1é€iva [4,

12, 13, 27].

o Inhibice fosforylace proteinu p53 — ellipticin a jeho derivat 9-hydroxyellipticin
zpusobuji specifickou inhibici fosforylace proteinu p53, produktu tumor supresorového
genu p53, coz bylo prokdzano v buitkdch SW480 lidské bunécéné linie rakoviny tlustého
stteva. K selektivni inhibici fosforylace tohoto proteinu pravdépodobné dochazi pies
inhibici specifické cyklin-dependentni kinasy, ktera protein p53 fosforyluje [28]. Velka
koncentrace defosforylovaného proteinu p53 mize mit za nasledek az indukci apoptosy
[28, 41].

o Inhibice oxidacni fosforylace — touto inhibici dochazi k naruseni energetické
rovnovahy V bunce. Inhibice oxidacni fosforylace totiz zplsobuje velmi vyrazny pokles

ATP v burikach, coz nasledné vede k apoptose takto postizenych bunék [37, 47, 51].
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o Inhibice telomerasy — 9-hydroxyellipticin vyznamné inhibuje telomerasovou
aktivitu v bunkach lidskych nadort slinivky, a to pravdépodobné inhibici proteinovych

kinas, nicmén¢ pfesny mechanismus neni znam [36].

Pro vSechny tyto dosud objevené mechanismy protinadorové aktivity ellipticinu je
spolecné nespecifické plisobeni, coz znamena, ze pusobi stejné na nadorové i zdravé
buiiky. To je vSak v rozporu s jeho relativné uzkou specifitou ptisobeni proti nddorovym
onemocnénim. Specificky ucinkuje jen na nékteré typy neoplasie [41, 57]. Za takové
ucinky miize byt zodpovédny dalsi mechanismus pusobeni ellipticinu, kovalentni

modifikace DNA po metabolické aktivaci tohoto 1éCiva.

. Kovalentni vazba ellipticinu na DNA — tento mechanismus protinadorového ucinku

ellipticinu je podrobnéji vysvétlen v nasledujici kapitole 1.4.3.

1.4 Biotransformace ellipticinu

Ellipticin v organismu prochazi biotransformaci, diky niZ z n€ho vznikaji polarné;si
derivaty. Na jeho metabolickych pfeménach se podileji dvé skupiny enzymi, cytochromy
P450 a peroxidasy, obé skupiny katalyzuji oxidaci ellipticinu [51]. Pravé biotransformace
je velmi dualezitd pro nejnovéji popsany mechanismus ucinku ellipticinu — tvorbu
kovalentnich aduktt ellipticinu s DNA. Toto protinddorové 1éc¢ivo se miize kovalentné
vazat na DNA jen tehdy, je-li pfedem enzymové aktivovano na ucinnéjsi derivaty. Vyse
uvedené skupiny enzymi zajiSt'uji metabolickou aktivaci ellipticinu, ale vedou téZ k jeho
detoxikaci [42, 46, 47, 51]. Reakcemi, jejichz vysledkem je detoxikovany ellipticin,
vznikaji dva derivaty, 9-hydroxyellipticin a 7-hydroxyellipticin. Ob¢ tyto slouéeniny jsou
polarngjsi, pro télo je tak snazsi jejich vylouceni. Metabolity 12-hydroxyellipticin, 13-
hydroxyellipticin a N®-oxid ellipticinu, které vznikaji pfi aktivaénich reakcich ellipticinu,
vytvareji kovalentni adukty s DNA, coz bylo potvrzeno jak v experimentech in vitro, tak
také in vivo. Cilovou bazi pro tvorbu adukti s DNA byl identifikovan deoxyguanosin, na
ktery se aktivované metabolity vazi [42, 44, 45, 46, 47, 49, 51].
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1.4.1 Metabolicka preména ellipticinu cytochromy P450

Oxidaci ellipticinu katalyzovanou riznymi isoformami cytochromti P450 bylo zatim
identifikovano 5 metaboliti (obr. 7). B€hem procesu detoxikace vznikaji 7-hydroxyderivat
a 9-hydroxyderivat ellipticinu. Kromé detoxikace probihaji také aktivacni reakce, jejichz
vysledkem jsou metabolity 12-hydroxyellipticin, 13-hydroxyellipticin a NZ2-oxid
ellipticinu.

Bylo zjisténo, ze cytochrom bs miize ménit nejen mnozstvi vznikajicich metaboliti,
ale muze také ovlivnit typ metabolitu tvofeného pieménou jednoho substratu jednim
cytochromem P450. Nedavno bylo totiz zjisténo, ze cytochrom bs méni pomér metabolitii
ellipticinu katalyzovanych CYP1A1, CYP1A2 a CYP3A4. Oxidaci ellipticinu cytochromy
P450 podrodiny 1A vznikaji pfevazné 7-hydroxyellipticin a 9-hydroxyellipticin [24, 52].
Jak je vSak patrné z obrazku 7, tyto dva cytochromy P450 se urcitou mérou podileji na
tvorbé vSech 5 metaboliti ellipticinu a cytochrom bs moduluje jejich aktivitu ve smyslu

A4

vy$si tvorby 12-hydroxyellipticinu, 13-hydroxyellipticinu a N*-oxidu ellipticinu [24, 33].

CHs CHs
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S XX
" cypiat 3 2 CYP3A4 |
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3 H
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NZ-oxid elllptlcmu M2
M5
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Obr. 7: Biotransformace ellipticinu katalyzovana cytochromy P450, upraveno podle [24,
46, 51, 52]

Za vznik detoxikaénich produkta, 7-hydroxyellipticinu a 9-hydroxyellipticinu, jsou zodpovédné predevsim
cytochromy P450 podrodiny 1A. Vznik aktiva¢nich metabolitt, 13-hydroxyellipticinu, 12-hydroxyellipticinu
a N%oxidu ellipticinu, zajidtuje pievazn& CYP3A4, ale na této oxidaci ellipticinu se podileji i jiné

cytochromy P450.
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Vznik detoxika¢nich metabolitd ellipticinu:

o 7-hydroxyellipticin a 9-hydroxyellipticin jsou hlavnimi detoxika¢nimi metabolity
ellipticinu, které vznikaji predevsim oxidaci ellipticinu CYP1A1 a CYP1A2 in vitro, ale
také in vivo. Pravé podrodina cytochromt P450 1A preferuje oxidaci ellipticinu za vzniku

téchto dvou detoxikac¢nich metaboliti, na ostatnich reakcich se podili spi§ minoritné [46,

51, 52].

Vznik aktiva¢nich metabolith ellipticinu:

o 13-hydroxyellipticin  vznika jako majoritni metabolit oxidace ellipticinu
katalyzované predev§im CYP3A4, tedy nejvice exprimovanym cytochromem P450
v lidskych jatrech. Dale pak v menSi mife katalyzuji vznik 13-hydroxyellipticinu takeé
CYP1A2, 2D6 a 2C9 [46, 51, 52, 53]. Pomoci molekulového modelovani byl vysvétlen
mechanismus  pievladajici oxidace ellipticinu za vzniku 13-hydroxyellipticinu

cytochromem P450 3A4 [46, 51].

o NZ-oxid ellipticinu je metabolitem, jehoz vznik je rovn&z katalyzovan CYP3AA4,
kromé& ného se vSak na jeho oxidaci podili zejména CYP2D6. Pravé lidsky CYP2D6 je

Vv tvorb¢ tohoto metabolitu mnohem uc¢innéjsi [46, 51, 52, 53].

o 12-hydroxyellipticin je poslednim aktiva¢nim derivatem ellipticinu, od pfedchozich
se lisi tim, Ze mlze vznikat dvéma riznymi cestami. Na jeho oxidaci se opét podili
CYP3A4, kromé n¢ho jesté CYP2C9. Druhy zpiisob vzniku tohoto derivatu spociva
nejprve v tvorbd N2-oxidu ellipticinu, popsané vyse. Dalsi krok této cesty jiz nevyzaduje
enzymovou aktivaci, vznika totiz Polonowského piesmykem pravé z N®-oxidu ellipticinu

[46, 48, 51, 53],

Diky tomu, Ze je CYP3A4 nejhojnéji exprimovanym cytochromem P450 v lidskych
jatrech, mohly by byt metabolické cesty vedouci ke vzniku 13-hydroxyellipticinu a N°-
oxidu ellipticinu v lidskych jatrech cestami majoritnimi [51, 53].

Jakmile vSak vzorek obsahuje izolovany CYP1A1l nebo CYP1A2, NADPH:P450
reduktasu a také cytochrom bs, dochazi ke zméné poméru metabolitl ellipticinu.
V piitomnosti cytochromu bs preferuje podrodina CYP1A vznik 12-hydroxyellipticinu
a 13-hydroxyellipticinu na ukor tvorby detoxikacnich produktt, 7-hydroxyellipticinu a 9-
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hydroxyellipticinu. Dusledkem této zmény v poméru vznikajicich metabolitli je zvySena
tvorba kovalentnich aduktt ellipticinu s DNA [24, 52].

Cytochrom bs také ovliviiuje mnozstvi metabolitl, které vznikaji oxidaci CYP3A4,
jeho pritomnost v enzymovém systému vyrazné zvySuje mnozstvi vznikajictho 13-
hydroxyellipticinu, 12-hydroxyellipticinu a také N®-oxidu ellipticinu, zatimco tvorba

detoxikacnich metabolit zistava nezménéna [24, 33, 52].

1.4.2 Metabolickd preména ellipticinu peroxidasami

Farmakologicky ucinek ellipticinu je zavisly na jeho enzymové aktivaci v cilové
tkani, pravé v aktivované form& muze tvofit kovalentni adukty s DNA. Jak jiz bylo
uvedeno, na oxidaci, ktera vede k aktivaci ellipticinu a nasledné k tvorbé kovalentnich
adukt s DNA, se podili zejména cytochromy P450, enzymy exprimované jak ve zdravych
buiik4ch, tak v bunikdch nddorovych. Bylo vSak zjiSténo, Ze vuci ellipticinu jsou citlivé
i tkan€, v nichz nedosahuji cytochromy P450 tak vysokych hladin jako v jinych tkanich,
I pfesto v nich ellipticin tvofi kovalentni adukty s DNA. Musi tedy existovat dalsi enzymy,
které jsou schopny oxidovat ellipticin na jeho aktivni metabolity. Dalsi skupinou enzymi,
jez je schopna metabolizovat ellipticin, jsou peroxidasy, které¢ také byvaji hojné
exprimovany v mnoha nadorovych bunkach [30, 31, 47].

V prubéhu oxidace ellipticinu peroxidasami, jako jsou laktoperoxidasa (LPO),
myeloperoxidasa (MPO), cyklooxygenasa (COX)-1 a COX-2, vznikaji in vitro pifevazné
dva metabolity a v prib&hu reakce dochazi k tvorbé intermediati, které se kovalentné vazi
na DNA (obr. 9, str. 28). Pomoci NMR byl charakterizovan jeden ze vznikajicich
metabolitl, dimer ellipticinu, a to jako majoritni metabolit oxidace ellipticinu
peroxidasami. Je tvofen dvéma ellipticinovymi zbytky, které jsou spojeny pies dusikovy
atom N-6 pyrrolového kruhu jedné z molekul ellipticinu a uhlikovy atom C-9 druhé
molekuly ellipticinu (obr. 8, str. 24). Minoritnim produktem oxidace ellipticinu je pak N*
oxid ellipticinu, ktery vznika téz metabolickou aktivaci ellipticinu katalyzovanou lidskymi

cytochromy P450 [30, 31, 48].
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Obr. 8: Dimer ellipticinu, majoritni metabolit vznikajici oxidaci ellipticinu peroxidasami,

upraveno podle [48].

1.4.3 Tvorba kovalentnich aduktii DNA s ellipticinem po jeho aktivaci cytochromy
P450 a peroxidasami

Pro tvorbu ellipticinovych aduktii s DNA je nutna jeho ptfedchozi aktivace, kdy
oxidaci katalyzovanou dvéma riznymi skupinami enzymi, cytochromy P450
a peroxidasami, dochdzi ke wvzniku aktivacnich metabolitti -ellipticinu. Teprve tyto
metabolity jsou schopné kovalentni vazby na DNA [30, 42, 46, 47, 48, 49]. Vznik adukti
ellipticinu s DNA byl potvrzen za pomoci dvou nezavislych pfimych metod, a to za pouziti
tritiem znaceného ellipticinu CH - znaleny ellipticin) a metodou WP postlabeling®.
Nejprve byla tvorba adukti ellipticinu s DNA pomoci téchto metod potvrzena in vitro [42],
pozdéji bylo metodou WP - postlabeling* zjisténo, ze se ellipticin kovalentné vaze na
DNA také in vivo [44, 49, 50].

Adukty tvotené ellipticinem s DNA maji rliznou stabilitu, kterd zavisi na faktorech,
jako je opravna schopnost DNA a chemicka stabilita. Béhem experimentti in vivo bylo
prokazano, Ze adukty ellipticinu s DNA nepfetrvavaji ve zdravych tkanich
experimentalniho modelu, ktery napodobuje osud ellipticinu v lidském organismu léceném
ellipticinem (laboratorni potkan). Tyto vysledky naznacuji relativné nizké riziko vedlejSich
genotoxickych u€inkli béhem 1é¢by nadorovych onemocnéni ellipticinem u lidi [ 49, 53].

Za tvorbu aduktl ellipticinu s DNA jsou zodpovédné jeho aktivni metabolity, 13-
hydroxyellipticin, 12-hydroxyellipticin a N%-oxid ellipticinu, jejichz vznik katalyzuji

cytochromy P450, dale pak methylenimin ellipticinu, ktery vznikéd pisobenim peroxidas.
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Peroxidasy se téZ podileji na vzniku N-oxidu ellipticinu. Tyto metabolity pak rtiznymi
cestami tvoii 2 velmi vyznamné adukty, majoritni adukt 1 a minoritni adukt 2. Na cilovou
bazi, deoxyguanosin, se tyto metabolity pravdépodobné vazi v podobé karbeniovych iont,
ellipticin-12-ylia a ellipticin-13-ylia, které vznikaji spontannim S$tépenim, tedy bez
enzymové¢ katalyzy, 12-hydroxyellipticinu a 13-hydroxyellipticinu (obr. 9, str. 28) [20, 47,
48, 50, 51, 52, 53].

Ellipticin piisobi také jako induktor cytochrom P450. U potkant, kterym byl
podavan ellipticin, doSlo v analyzovanych organech (jatra, ledviny a plice) ke zvySeni
hladiny exprese CYP1A1, CYP1A2, CYP3A, dale také NADPH:CYP oxidoreduktasy
a cytochromu bs. Nejvyraznéjsi zména byla pozorovana u indukce exprese podrodiny
CYPI1A, ktera byla patrna ve vSech uvedenych tkanich [55]. Indukce podrodiny CYPIA
ma za nésledek zvySenou tvorbu aduktl ellipticinu s DNA, zejména aduktu 1. Indukci
téchto proteini si ellipticin v potkanech moduluje vlastni metabolismus, ¢imz urcuje svij

farmakologicky, ale také genotoxicky ucinek [1, 2, 51, 55].

Cesty k vytvoreni aduktu 1 a 2 (obr. 9, str. 28):
o Majoritni adukt 1 se mize tvofit odliSnymi cestami za pusobeni obou skupin
enzymil.

1) Oxidaci ellipticinu, na které se podileji lidské cytochromy P450, zejména
CYP3A4, CYP1A1 a CYP1A2, vznikd 13-hydroxyellipticin, ten se nasledné
spontanné §tépi na karbeniovy ion, ellipticin-13-ylium. V této podobé reaguje
s nukleofilnimi centry deoxyguanosinu v DNA za vzniku aduktu 1 [51].
Nedéavno bylo prokazano, Ze ptitomnost cytochromu bs V enzymovém systému
obsahujicim CYP3A4 a NADPH, ma za nasledek zvySenou tvorbu 13-
hydroxyellipticinu, s timto faktem také koreluje objevena zvySena tvorba aduktu
1 [52]. Cytochrom bs ovliviiuyje mnozstvi tvorby tohoto metabolitu také

CYPI1AL, a tim nasledné zvySuje mnozstvi aduktu 1 [24, 53].

2) Jinou cestou, ve které pusobi na ellipticin peroxidasy, vznika opét adukt 1, stejné
jako pfi oxidaci ellipticinu lidskymi cytochromy P450. Oxidaci ellipticinu
peroxidasami vznikd nejprve methylenimin ellipticinu, ten je stejné jako
karbeniovy ion schopen kovalentni vazby na DNA, tedy vytvofeni majoritniho

aduktu 1. Pro tento metabolit je ale také prekursorem 13-hydroxyellipticin,
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vznikajici oxidaci ellipticinu cytochromy P450. Z obrazku 9 (str. 28) je také
patrna mozna cesta, pii které vznika adukt 1, ktera kombinuje postupné piisobeni

obou skupin enzymu [48, 51].

. Minoritni adukt 2 - také k tomuto aduktu vedou riizné cesty:

1) Pusobenim lidskych cytochromi P450 vznika z ellipticinu dal$i metabolit, 12-
hydroxyellipticin, jeho vznik katalyzuji zejména CYP3A4 a CYP2C9. Podobné
jako u 13-hydroxyellipticinu, i 12-hydroxyderivat podléha spontannimu Stépeni,
jehoz vysledkem je karbeniovy ion ellipticin-12-ylium. V této reaktivni podobé
se 12-hydroxyderivat kovalentné¢ vaze na DNA [51]. Také u tohoto derivatu
plati, ze pfitomnost cytochromu bs Vinkubac¢ni smési obsahujici CYP3A4
a NADPH zptsobuje zvySenou tvorbu 12-hydroxyellipticinu, coz ma za
nasledek odpovidajici zvysené mnozstvi vznikajiciho aduktu 2 [52]. Cytochrom
bs také zvySuje tvorbu tohoto derivatu vznikajiciho oxidaci ellipticinu CYP2C9
[53].

2) Na vzniku posledniho aktivaéniho derivatu, N2-oxidu ellipticinu, se podili jak
lidské cytochromy P450, konkrétné CYP2D6 a v mensi mife CYP3A4, tak také
peroxidasy. Z NZ%-oxidu ellipticinu se naslednd Polonowského presmykem
vytvoti 12-hydroxyellipticin. Dalsi kroky jsou stejné, 12-hydroxyellipticin se
spontanné rozstépi na ellipticin-12-ylium a v této podobé se kovalentné navaze
na deoxyguanosin v DNA za vzniku minoritniho aduktu 2 [48]. Vznik N%-oxidu
ellipticinu mize byt ovlivnén pfitomnosti cytochromu bs, ktery zvysuje ucinek

CYP2D6 [53].

Z vysledkl ziskanych ve vySe uvedenych studiich lze usuzovat, ze ellipticin mtze
byt povazovan za 1é¢ivo, jehoz farmakologické ucinky a vedlejsi genotoxické piisobeni
jsou zavislé na jeho enzymové aktivaci cytochromy P450 a peroxidasami v cilovych
tkanich [51]. Nicmén¢ pro vznik reaktivnich meziproduktt, ellipticin-13-ylia a ellipticin-
12-ylia, jiz nejsou zapotiebi aktivaéni enzymy (cytochromy P450 a peroxidasy), proto by
mohly byt 13-hydroxyellipticin a 12-hydroxyellipticin diky spontannimu $tépeni vhodnymi

kandidaty pro ,,zacileni* do nadord, ve kterych uvedené aktivacni enzymy chybi [51].
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Nové testy vsak ukazaly, ze je ellipticin toxicky pro lidské hepatocyty, nebot’ v nich
tvoii stejné adukty s DNA, jaké vznikaji z ellipticinu ptisobenim cistych CYP a lidskych
jaternich mikrosomu. Stejné adukty se také tvofi in vivo v jatrech experimentalnich zvirat.
Tyto informace jsou velmi dalezité pro odhad Gc¢inku ellipticinu na jatra po oralnim podani
tohoto 1é¢iva [53].

Bylo provedeno nékolik studii o tvorbé aduktt v lidskych nadorovych bunéénych
liniich, ze kterych vyplyva, ze v mnoha z nich ktvorbé aduktd dochazi. V lidskych
bunikach nadoru prsu MCF-7 dochazi k bioaktivaci ellipticinu, po které se metabolity
ellipticinu vazi na DNA za tvorby stejnych aduktt, jaké byly pozorovany in vitro po
aktivaci ellipticinu cytochromy P450 [5]. Adukty ellipticinu s DNA se tvoii také v lidskych
leukemickych bunkach HL-60 a CCRF-CEM [31]. Navic, pravé tvorba adukti s DNA byla
pozorovana jako pifevladdajici mechanismus vedouci k cytotoxicité ellipticinu v lidskych
buiikach neuroblastomu [32, 54]. Ellipticin je toxicky také vici bunécnym liniim nadori

Stitné zlazy, jeho toxicita koresponduje tvorb¢ adukttl v téchto bunkach [33].
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Obr. 9: Schéma aktivace ellipticinu oxidaci katalyzovanou cytochromy P450

a peroxidasami a nasledna tvorba aduktt s DNA, upraveno podle [50]
Schéma ukazuje produkty oxidace ellipticinu, na které se podileji jak cytochromy P450, tak také peroxidasy.

Je zde rovnéz znazornéna tvorba aduktti 1 a 2 spolu s jejich piedpokladanou strukturou.
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2 Cil diplomové prace

Cilem predkladané diplomové prace byla realizace nékolika krokové syntézy vedouci
k pripravé potencialné uc¢innéjsich derivatu ellipticinu, jako je 13-hydroxyellipticin ¢i dalsi
derivaty, a jejich nasledné biochemické testovani, konkrétné sledovani jejich metabolismu

cytochromy P450.

Dil¢i cile prace byly nasledujici:
e Syntéza 9-nitroellipticinu, ktery je nezbytnym meziproduktem pii syntéze 13-
hydroxyellipticinu a nasledna piiprava dalSiho derivatu ellipticinu s jinou funkéni

skupinou v poloze C-9 ellipticinu, 9-aminoellipticinu.

e Studium oxidace syntetizovanych derivata ellipticinu, 9-nitroellipticinu a 9-
aminoellipticinu  jaternim  mikrosomalnim  systémem laboratorniho  potkana

obsahujicim cytochromy P450.

e Studium vlivu riznych funkénich skupin piitomnych v poloze C-9 ellipticinu
na metabolismus téchto latek. Pro moznost porovnani funkénich skupin byl testovan
také komercné dostupny 9-hydroxyellipticin, konkrétné zda podléha oxidaci jaternim

mikrosomalnim systémem laboratorniho potkana.
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3 Material a metody

3.1 Pouzity material a chemikalie
Material a chemikalie pouzité v této diplomové praci pochazeji z nasledujicich
zdroju:
¢ Fluka, Svycarsko
K2S20s

e Lachema Brno, Ceska republika
dioxan, NaNO,, NaOAc-3H,0, CuSO,4-5H,0

e Lachner Neratovice, Ceska republika

CH3COOH, HCI, NaCl, NaHCO3, Na;SO4, NaOH, methanol, KH,PO., MgCl;

e Merck Darmstadt, Némecko

ethanol, silikagel (Silica gel 60, 40-63 um), TLC Silica gel 60 Fos4, acetonitril

e Penta Chrudim, Ceska republika
dichlormethan, ethylacetat, chloroform, K,CQOg, petrolether, toluen

e Sigma-Aldrich, USA
benzensulfonylchlorid, celit, 2,2-diethoxyethylamin, 1,2-dichlorethan,
fosforylchlorid, 2,5-hexandion, HNOs, indol, kyselina p-toluensulfonova, N-
methylformanilid, NaBH,, pyridin, SnCl,, triethylamin, Zn, heptansulfonat sodny,
dimethylsulfoxid (DMSO), glukosa-6-fosfatdehydrogenasa, glukosa-6-fosfat,
NADP™, ellipticin, 9-hydroxyellipticin
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3.2 Pouzité pristroje
Nasledujici ptistroje byly pouzivany v prubéhu vypracovani diplomové prace.
e Systém HPLC
Dionex (USA): P580 Pump, ASI-100 Automated Sample Injector, UV/VIS
Detector UVD 170S/340S, Degases DG-1210, kolona Ultrasphere, ODS, C18,
250 x 4,6 mm, 5 um
Program: Chromeleon™ 6.11 build 490

e Centrifugy
Spectrafuge™ Mini centrifuge — Labnet (Japonsko), Eppendorf centrifuge 5418
(Némecko), Microcentaur MSE, Sanyo (Velka Britanie)

e Automatické pipety
Nichirio Nichipet EX (Japonsko)

e Viahy
Predvazky KERN EW600-2M, analytické vahy Ohaus Discovery DV215CD
(USA), analytické vahy Pioneer PA413C Ohaus (USA)

e Dalsi piistroje
Vakuova odparka Biichi (Svycarsko), sonikator ELMASONIC E 30 H (Ceska
republika), Thermomixer compact Eppendorf (Némecko), MS1 Minishaker — IKA
(Némecko), magnetické michatky IKA® C-MAG HS7 a IKA® RCT basic, NMR
spektrometr Bruker AVANCE III 600 (Svycarsko), MALDI-TOF/TOF ultraFLEX
[11 MS Bruker — Daltonics (Némecko)
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3.3 Metody

3.3.1 Syntéza 9-nitroellipticinu
o 1,4-Dimethylkarbazol (2)

1,4-Dimethylkarbazol (2) byl pftipraven podle publikovaného postupu [10]
s nasledujici modifikaci zpracovéani reakéni smési — reakéni smés byla po ochlazeni na
laboratorni teplotu odpafena na asi desetinu ptivodniho objemu a zfedéna ethylacetatem
(10 ml). Vznikly roztok byl nanesen na fritu se silikagelem, vrstva silikagelu na frit¢ byla
vysoka asi 3 cm a pfed vlastni filtraci byla zbavena vzduchovych bublin a promyta
petroletherem. Po naneseni roztoku reakéni smési na fritu se silikagelem a jeho ,,zasaknuti*
byla vrstva silikagelu postupné promyvana mobilni fazi petrolether/ethylacetat 5:1, pozdé&ji
3:1 a na zaveér ¢istym ethylacetdtem. Filtrat byl postupné jiman do Erlenmeyerovych banék
(objem kazdé frakce byl asi 150 ml), jednotlivé frakce byly analyzovany pomoci TLC.
Frakce obsahujici 1,4-dimethylkarbazol byly spojeny, rozpoustédla byla odpafena - ne
zcela do sucha, pouze na objem, pii kterém zacalo dochéazet k ,,vypadavani* krystalt
z roztoku, a vznikly roztok byl nechan krystalizovat pfi laboratorni teploté pies noc.
Krystaly byly filtrovany a rozpustény v horkém petroletheru, ziskany roztok byl filtrovan
pies fritu, koncentrovan na vakuové odparce a opét nechan krystalizovat. Krystaly byly
odsaty na frit¢ a promyty studenym petroletherem. Takto byl ziskdn prvni podil ¢istého
produktu (11,58 g). Mate¢né roztoky z krystalizaci byly odpafeny do sucha, odparek byl
rozpustén v CH,Cl, a precistén preparativni sloupcovou chromatografii na silikagelu
(mobilni faze: petrolether/ethylacetat 5:1). Frakce obsahujici na zékladé TLC pozadovany
produkt byly spojeny, odpafeny aodparek byl rekrystalizovan z petroletheru. Po
krystalizaci byl ziskdn druhy podil Cistého produktu (2) (5,3 g). Celkem bylo ziskano
16,88 g 1,4-dimethylkarbazolu, coZz odpovida 56 % teoretického vytézku. Strukturné-
analyticka data (NMR, MS) byla ve shod¢ s daty uvedenymi v literatute [7].
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o 3-Formyl-1,4-dimethylkarbazol (3)

CHsy
Q o
N O
H
CHs

3-Formyl-1,4-dimethylkarbazol (3) byl pfipraven podle diive publikovaného postupu
[10] ve wvytézku 54 9%. Strukturné-analytickd data (NMR, MS) byla ve shodé¢
s literaturou [7].

o 3-(2,2-Diethoxyethylaminomethyl)-1,4-dimethylkarbazol (4)

CHg
Q O NH
OEt
N
H
CH, OEt

3-(2,2-Diethoxyethylaminomethyl)-1,4-dimethylkarbazol (4) byl pfipraven podle
publikovaného  postupu.  Reakce  3-formyl-1,4-dimethylkarbazolu  (3) s2,2-
diethoxyethylaminem probéhla kvantitativné, vysledkem byla nazloutla kapalina — amin 4
[10]. Strukturné-analyticka data (NMR, MS) byla ve shodé¢ s literaturou [7].

o 3-(Benzensulfonyl-2,2-diethoxyethylaminomethyl)-1,4-dimethylkarbazol (5)
/ \\

K roztoku aminu 4 (3,1 g, 9,205 mmol) v dichlormethanu (50 ml) byl pfidan pyridin
(4,4 ml, 0,053 mmol) a nasledné¢ pomalu ptikapan benzensulfonylchlorid (1,9 ml, 0,015
mmol). Reakéni smés byla michana pfti laboratorni teploté 2,5 h, reakce byla provadéna
V inertni atmosféfe (Ar).

Reakce byla ukon¢ena vyttepanim reakéni smési vodnym roztokem HCI (2 x 75 ml,

1,14 mol/l), organicka faze byla promyta roztokem NaHCO3 (50 ml), vysusena bezvodym
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Na,SO, a odpafena do sucha. Odparek byl ptecistén preparativni sloupcovou
chromatografii na silikagelu (mobilni faze: petrolether/ethylacetat 3:1), po které

nasledovala rekrystalizace z EtOH. Timto zptusobem byl ziskan sulfonamid 5 (2,05 g, 47

%) jako bila mikrokrystalicka latka.
Strukturné-analyticka data (NMR — Tabulka 1, MS) byla ve shod¢ s literaturou [10].
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Tabulka 1: *H a *C NMR data sulfonamidu 5 (400,00 MHz pro *H, 100,59 MHz pro *C,
CDCls, 303.2 K)

6(; 6H 4 JH—H

Atom # m" Ny m HMBC
[Ppm] [ppm] [Hz]
1 13061 s - - - - 3,14, 1-CH,
2 12413 s - - - - 14, 1-CHg, 4-CHg**
3 12886 d  6.952 1 s - 14, 4-CHs, 1-CH**
4 116.67 s - - - - 4-CHj, 1-CHg**
5 13850 s - - - - 3, 4-CHjg, 6**, 14** 1-CHy**
6 - - 7.992 1 s - -
7 139.73 s - - - - 9, 11, 6** 10**
8 11056 d  7.47* 1 m - 10, 11*
9 125.08 d 7411 1 ddd 0.9,7.1,8.0 11
10 11951 d  7.244 1 ddd 1.1,7.1,8.0 8
11 122.86 d  8.208 1 brd 8.0 9
12 12448 s - - - - 10, 8**, 6**
13 122.01 s - - - - 11, 6**
14 50.63 t 4718 2 s - 3,16
15 - - - - - - -
16 49.27 t  3.225 2 d 54 14
17 101.91 d 4425 1 t 54 16, 19
18 - - - - - - -
19 63.07 t 3523 2 dg 70,93 17,20
- - 3.295 2 dg 70,93 -
20 15.22 qg 1078 6 t 70 19
i 140.57 S - - - - m, 0**
0 12728 d  7.88* 2 m - 0, p, M**
m 12891 d  7.498 2 m - m
p 13230 d 7570 1 tt 23,74 0
1-CHj 15.87 q 2817 3 s - -
4-CHj 16.44 q 2419 3 s - 3

*HSQC odeéty
**slaba korelace

Jin — vicinalni interakéni konstanta atomil vodiku, m* — multiplicita signald, n — pocet ekvivalentnich
jader, 8¢ — chemicky posun uhliku **C, 8, — chemicky posun vodiku *H, i — ipso, o- ortho, m — meta, p — para,
s — singlet, d — dublet, t — triplet, q — kvartet, m — multiplet, br s — Siroky signal, dq — dublet kvartetu, tt —
triplet tripletu, ddd — dublet dublet dubletu.
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o Ellipticin (1)

CHj

Ellipticin (1) byl pfipraven podle postupu popsaného Dra¢inskym [10]. Zpracovani
reakéni smési bylo upraveno nasledujicim zptasobem: reakce byla ukoncena po 20
minutovém zahtivani reak¢ni smési k varu pod atmosférou argonu, a to pfidanim vody
a naslednym nalitim celé smési na led. Reakéni smés byla alkalizovana roztokem NaOH,
coz vedlo k vytvoteni sraZeniny, ktera byla ndsledné¢ odsata a promyta vodou. Filtrat byl
2 x extrahovan chloroformem. Organicka faze byla vysuSena bezvodym Na;SO,, susidlo
bylo filtrovano a filtrat byl odpafen do sucha. Srazenina byla vysuSena na vzduchu za
laboratorni teploty, nasledné rozpusténa ve smési CH,Cl/MeOH, vznikly roztok byl
pfidan k podilu ziskanému z extrakce a odpafen do sucha. Takto bylo ziskano 1,292 g
¢istého ellipticinu, coZ odpovida 70 % teoretického vytéZku. Strukturné-analyticka data

(NMR, MS) byla ve shodé¢ s literaturou [7].
o 9-Nitroellipticin (14)
05N
CHj
O O >
N =
H
CHj

9-Nitroellipticin (14) byl pfipraven publikovanym postupem [10, 11] ve vytézku
75 %. Strukturné-analyticka data (NMR — Tabulka 2, MS) byla ve shodé¢ s literaturou [7].
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Tabulka 2: 'H a *C NMR data 9-nitroellipticinu (14) (600,23 MHz pro H, 150,93 MHz
pro *C, DMSO-dg, 303.2 K)

3¢ on Jin

Atom # m" m"

[ppm] [ppm] [HZz]
1 149.70 d 9.718 brs -

140.58 d 8.473 d 6.1
4 116.46 d 7.939 d 6.1
4a 133.39 s - - -
5 110.28 S - - -
5a 141.25 S - - -
6 - - 12.127 brs -
6a 146.71 S - - -
7 110.66 d 7.607 d 8.9
8 123.32 d 8.301 dd 2.1,89
9 139.99 s - - -
10 119.77 d 9.002 d 2.1
10a 122.73 S - - -
10b 122.54 S - - -
11 129.88 S - - -
1la 122.37 S - - -
5-CH; 12.03 q 2.748 S -
11-CH; 14.33 q 3.211 S -

Ji — vicinalni interakéni konstanta atomi vodiku, m* — multiplicita signalii, 8c — chemicky posun
uhliku *C, 8,4 — chemicky posun vodiku *H, s — singlet, d — dublet, q — kvartet, br s — Siroky signal, dd —
dublet dubletu.

3.3.2 Syntéza 9-aminoellipticinu

o 9-Aminoellipticin (16)
H,
CHj

N

Oy
N =
H

CHj
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9-Nitroellipticin (14) (100 mg, 0,34 mmol) byl spolu s 1,64 g (8,69 mmol) SnCl,
rozpustén Vv 15,4 ml kyseliny chlorovodikové a 2 ml destilované vody. Reakéni smés byla
1 h zahtivana na 109 °C na olejové lazni. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla reak¢ni
smés alkalizovana roztokem hydroxidu sodného, ¢imz se vytvofila srazenina. Vznikla
srazenina byla odséata, promyta vodou a ponechéna schnout na vzduchu za laboratorni
teploty. Podle provedené kontrolni TLC byl pozadovany derivat ellipticinu obsazen pouze
ve srazening, s filtratem se tedy dale nepracovalo. Srazenina byla rozpusSténa ve smési
CH,Cl,/MeOH (1:1) a ziskany roztok byl odpafen do sucha. Nasledn¢ byl odparek
rozpustén v 5 ml MeOH a vznikly roztok byl nanesen na fritu s vrstvou silikagelu (3 cm)
zalitého ethylacetatem (EA). Pro promyvani byla nejprve pouzita mobilni faze EA/MeOH
v poméru 5:1 (500 ml) a poté Cisty methanol (400 ml). Ziskané filtraty byly monitorovany
pomoci TLC a poté spoleéné¢ odpafeny do sucha. Nésledovalo konecné pieciSténi
preparativni sloupcovou chromatografii na silikagelu. Vzorek byl opét rozpustén v MeOH,
odpafen se silikagelem a nanesen na kolonu. Zde byla opét pouzita mobilni faze
EA/MeOH v poméru 5:1 a na zavér Cisty MeOH. Touto metodou bylo ziskano 60 mg 9-
aminoellipticinu, coz ptedstavuje 66 % teoretického vytézku. NMR data 9-aminoellipticinu

jsou uvedena v tabulce 3.
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Tabulka 3: *H a *C NMR data 9-aminoellipticinu (16) (600,23 MHz pro ‘H, 150,93 MHz
pro *C, DMSO-dg, 303.2 K)

3¢ on Jin

Atom # m" m"

[ppm] [ppm] [HZz]
1 149.56 d 9.608 d 0.4

140.16 d 8.350 d 6.0
4 115.70 d 7.847 dd 0.4,6.0
4a 132.12 S - - -
5 107.35 S - - -
5a 141.22 S - - -
6 - - 11.054 brs -
6a 135.30 S - - -
7 110.97 d 7.303 d 8.3
8 115.80 d 6.880 dd 2.0,8.3
9 141.81 S - - -
10 108.41 d 7.655 d 2.0
10a 123.82 S - - -
10b 123.70 S - - -
11 127.57 S - - -
INE] 121.57 S - - -
5-CH3; 11.98 q 2.741 S -
11-CH, 14.20 q 3.207 s -

Ji — vicinalni interakéni konstanta atomi vodiku, m* — multiplicita signalii, 8c — chemicky posun
uhliku 13C, 8y — chemicky posun vodiku H, s - singlet, d — dublet, g — kvartet, br s — §iroky signal, dd —
dublet dubletu.

3.3.3 Syntéza 13-acetoxy-9-nitroellipticinu

o Oxidace 9-nitroellipticinu — 13-acetoxy-9-nitroellipticin (15)

O,N
CHs
N =
H
OAc
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13-Acetoxy-9-nitroelliptin (15) byl pfipraven podle diive publikovaného postupu
[10]. Vznikla sraZenina byla rozpusténa ve smési CH,Cl,/MeOH a odpatena do sucha. Poté
byla rozpusténa v 5 ml MeOH a pro odstranéni anorganickych soli byl roztok filtrovan ptes
fritu s vrstvou silikagelu zalitého ethylacetatem (EA). Jako mobilni faze byla nejprve
pouzita smés EA/MeOH v poméru 5:1 a poté Cisty MeOH. Podle vysledkti kontrolni TLC
byly filtraty spojeny a odpafeny do sucha. Bylo ziskdno 27 % 13-acetoxy-9-
nitroellipticinu.

NMR analyza vzorku, ktery se na TLC jevil jako cCista latka, prokazala, ze se jedna
0smés vice nez 4 latek s oxidovanou methylovou skupinou. Slo tedy pravdépodobné

0 smés C-12 a C-13-acetoxy-9-nitro-ellipticinti spolu s dal§imi vedlej$imi produkty.

3.3.4 Pokus o syntézu 13-hydroxyellipticinu
o Redukce 13-acetoxy-9-nitroellipticinu SnCl, - 9-amino-13-hydroxyellipticin (17)

HoN
CHj
N =
H

OH

9-Amino-13-hydroxyellipticin (17) byl ptipraven podle dfive publikovaného postupu
[10, 11]. Reakéni smes byla po ochlazeni na laboratorni teplotu alkalizovana roztokem
NaOH, vznikla sraZenina byla odsata, promyta vodou a nechana schnout za laboratorni
teploty na vzduchu. Podle TLC analyzy filtrat také obsahoval ptipravovany derivat. Filtrat
byl tedy extrahovan ethylacetaitem a odpaten do sucha. SraZenina byla rozpusSténa ve smeési
CH,Cl,/MeOH a odpafena do sucha, poté byla rozpusténa v5 ml MeOH. Roztok byl
filtrovan pies fritu s vrstvou silikagelu zalitého ethylacetitem pro odstranéni
anorganickych soli cinu. Podle vysledkiit TLC byly filtraty spojeny a odpafeny do sucha.
Na zakladé HPLC analyzy vSak byla vysledkem neseparovatelnd smés produktii velmi

blizké polarity, coz vysvétluje, pro€ se tato smés jevila pii TLC jako jedina latka.

40



o Pokus o redukci 13-acetoxy-9-nitroellipticinu zinkem —

9-amino-13-hydroxyellipticin (17)

Oxidovany 9-nitroellipticin (15, 269 mg, 0,77 mmol) byl rozpustén v roztoku
kyseliny chlorovodikové (41,4 ml) a destilované vody (5,6 ml). Do roztoku byl po malych
Castech piisypavan praskovy zinek (1,532 g, 23,42 mmol), reakéni smés byla michana 2 h
za laboratorni teploty. Reakce byla ukoncena fedénim vodou a naslednym alkalizovanim
vzniklé smési roztokem NaOH. Vytvofila se cervend sraZzenina, kterd byla odséta
a promyta vodou. Filtrat byl 3 x extrahovan ethylacetatem, organicka faze byla vysusena
bezvodym Na,SO, a nasledné odparena do sucha. SraZzenina byla po vyschnuti na vzduchu
za laboratorni teploty rozpusténa ve smési CH,Cl,/MeOH, vznikly roztok byl spojen
S podilem ziskanym extrakci filtratu a odpafen do sucha. Analyza reakéni smési pomoci
TLC ve srovnani se standardem 9-amino-13-hydroxyellipticinu (ziskan redukci latky 15
pomoci SnCl,) ukazala, ze produktem této reakce neni pozadovany 9-amino-13-

hydroxyellipticin (17). Reakéni smés proto nebyla dale separovana.

o Pokus o syntézu 13-hydroxyellipticinu (9)
CH4

@ =N

N =
H

OH
Pro ptipravu 13-hydroxyellipticinu (9) byla pouzita pfed¢isténa smés, ziskana
redukci  13-acetoxy-9-nitroellipticinu  (15) pomoci SnCl,. Diazotace piitomné
aminoskupiny a redukce diazoniové soli ethanolem byla provedena podle publikovaného
postupu [10, 11]. Vysledkem této syntézy vSak byla pomémé komplikovana,

neseparovatelna smés latek.

3.3.5 NMR spektrometrie

NMR spektra byla méfena na spektrometru Bruker AVANCE III 600 (pozorovaci
frekvence 600,23 MHz pro *H, 150,93 MHz pro *C) v DMSO-ds (99.8 atom % D,
ARMAR AG, Déttingen, Svycarsko) pii 30 °C. Jako vnitini standard slouzil zbytkovy
signal rozpoustédla (8y 2,500; 8¢ 39.60). Chemické posuny a interakéni konstanty v *H
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NMR spektrech byly odecitany ze spekter ziskanych doplnénim dat o ¢tyfnasobny pocet
bodi paméti a pred Fourierovou transformaci vynasobenych vézici funkci zvySujici
rozliseni (exponenciala se zapornym exponentem plus Gaussova funkce). U ¥C NMR
spekter bylo naopak pouzito umélé rozsiteni ¢ar (1 Hz) kvili zvySeni poméru signal/Sum.
Chemické posuny jsou uvadény v o-stupnici (ppm), interak¢ni konstanty v Hz. Pouzité
digitalni rozliSeni opraviiuje k udavani chemickych posunt protond s platnosti na tii,
uhlik@i na dvé a proton-protonovych interak¢nich konstant na jedno desetinné misto.
Piifazeni signali se opira o dvojrozmémé NMR experimenty — COSY (Correlation
Spectroscopy), gHSQC (gradientova verze Heteronuclear Single Quantum Correlation)
a gHMQC (gradientova verze Heteronuclear Multiple Bond Correlation), které byly

provedeny pomoci standardnich programti dodavanych vyrobcem.

3.3.6 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektra byla métena na MALDI-TOF/TOF ultraFLEX III hmotnostnim
spektrometru (Bruker-Daltonics, Brémy, Némecko). Pozitivni/negativni spektra byla
kalibrovana externé pomoci monoisotopickych [M+H]" iontd kalibrantu PepMixII
(Bruker-Daltonics, Brémy). Jako MALDI matrice byl pouzit roztok dihydroxybenzoové
kyseliny (10 mg/ml) v50 % acetonitrilu s0,1 % TFA. Pro vlastni MALDI-TOF MS
experiment bylo 0,4 ul vzorku rozpusténého v acetonitrilu naneseno na krystalizovanou
matrici na terc¢iku a nechéno vyschnout pfi laboratorni teploté. MALDI-TOF pozitivni

spektra byla akumulovana v reflektronovém modu.

3.3.7 Studium metabolismu ellipticinu a jeho derivati 9-nitroellipticinu, 9-

hydroxyellipticinu a 9-aminoellipticinu jaternim mikrosomalnim systémem

3.3.7.1 Oxidace ellipticinu
Pro studium metabolismu ellipticinu byly pfipraveny inkubacni smési vzdy ve dvou
paralelnich vzorcich o celkovém objemu 500 pl. SloZeni jednotlivych inkuba¢nich smési
bylo nasledujici:
e 10 uM ellipticin (1,25 mM zasobni roztok v DMSQO)

e 0,5 mg proteinu/ml mikrosomalni frakce
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e 10 mM MgCly; 10 mM glukosa-6-fosfat; 1 mM NADP"; 1 U/ml glukosa-6-
fosfat dehydrogenasa (NADPH—generujici systém)
e fosfatovy pufr (100 mM KH,POy; pH 7,4)

Mnozstvi jednotlivych slozek bylo do inkuba¢ni smési dodano podle potieby tak, aby
jejich vysledna koncentrace ve smési odpovidala pozadovanym koncentracim. Posledni
slozkou piidanou do inkubacni smési byl NADPH-generujici systém (50 pl, coz odpovida
10 % celkového objemu), ktery startoval reakci. Nasledn¢ byly pfipravené roztoky za
stalého michani (450 otacek za minutu, RPM) inkubovany za pfistupu kysliku. Inkubace
probihala 20 minut pti 37 °C. Poté byla inkubace jednotlivych vzorkil zastavena ptidanim
1 ml ethylacetatu, dale bylo pfidano 2,5 pl fenacetinu, ktery slouzil jako vnitini standard
pro HPLC (1 mM roztok v methanolu). Inkubacni smési byly extrahovany 2 x 1 ml
ethylacetatu pii intenzivnim tfepani (MS 1 Minishaker), nasledné byly centrifugaci pii
13000 RPM (Sanyo Microcentaur MSE) po dobu 3 minut obé faze oddéleny. Organicka
faze byla odebrana a odpatfena do sucha pod atmosférou dusiku. Extrakce a nasledné
odebrani organické vrstvy byly provedeny dvakrat. Odpafené vzorky byly uchovany pfti
teploté -20 °C.

3.3.7.2 Oxidace 9-nitroellipticinu
Metabolismu 9-nitroellipticinu byl studovan pomoci inkubaénich smési, které byly

pfipraveny vzdy ve dvou paralelnich vzorcich. Celkovy objem inkuba¢ni smési byl vZdy
500 pl. Jednotlivé inkubaéni smési byly nasledujiciho sloZeni:

e 10 uM 9-nitroellipticin (1,25 mM zasobni roztok v DMSO)

e 0,5 mg proteinu/ml mikrosomalni frakce

e 10 mM MgCl,; 10 mM glukosa-6-fosfat; 1 mM NADP"; 1 U/ml glukosa-6-

fostat dehydrogenasa (NADPH—generujici systém)
e fosfatovy pufr (100 mM KH,POg; pH 7,4)

Nejprve byl pipetovan prislusny objem fosfatového pufru, do kterého byly postupné
pfidany jednotlivé sloZky inkubacni smési v takovém mnoZstvi, aby jejich vysledna
koncentrace v roztoku odpovidala koncentracim uvedenym ve sloZeni inkubacni smési.

Posledni ptfidanou slozkou byl NADPH-generujici systém (50 pl, tedy 10 % celkového
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objemu vzorku), jehoz ukolem bylo doddvat NADPH nutny pro reakci. Poté byly
pfipravené roztoky 20 minut inkubovany pii 37 °C za pfistupu kysliku a za stalého michani
(450 RPM). Po 20 minutach byla inkubace zastavena ptfidanim 1 ml ethylacetatu ke
kazdému vzorku, dale bylo ptidano 2,5 ul fenacetinu (1 mM roztok v MeOH), vnitiniho
standardu pro HPLC. Inkubacni smési byly celkem 2 x extrahovany 1 ml ethylacetatu pti
intenzivnim tfepani (MS 1 Minishaker). Nasledovala centrifugace pii 13000 RPM (Sanyo
Microcentaur MSE) po dobu 3 minut, béhem které byly obé faze odd€leny. Organicka faze
byla odebréna a odpafena do sucha pod atmosférou dusiku. Extrakce a ndsledné odebrani
organické vrstvy byly provedeny dvakrat. Odpatené vzorky byly uchovéany pii teploté
-20 °C.

3.3.7.3 Oxidace 9-aminoellipticinu
Pro studium metabolismu dalSiho pfipraveného derivatu ellipticinu, 9-

aminoellipticinu, byly pfipraveny inkubaéni smési ve tfech paralelnich vzorcich
0 celkovém objemu 500 pl. Slozeni jednotlivych inkubaénich smési bylo nasledujici:

e 10 uM 9-aminoellipticin (1,25 mM zasobni roztok v DMSO)

¢ 0,5 mg proteinu/ml mikrosomalni frakce

e 10 mM MgCly; 10 mM glukosa-6-fosfat; 1 mM NADP"; 1 U/ml glukosa-6-

fostat dehydrogenasa (NADPH—-generujici systém)
e fosfatovy pufr (100 mM KH,POy; pH 7,4)

Jednotlivé sloZky inkubacéni smési byly do fosfatového pufru o pfisluSném objemu
pfidavany tak, aby jejich vyslednd koncentrace ve vzorku odpovidala pozadovanym
koncentracim uvedenym ve sloZeni inkuba¢ni smési. Jako posledni byl do roztoku piidan
NADPH-generujici systém (50 ul, coZz odpovida 10 % celkového objemu), jehoz tkolem
bylo dodavat NADPH nutny pro reakci. Nasledovala inkubace pfipravenych roztokl za
ptistupu kysliku za stdlého michani (450 RPM). Takto byly vzorky inkubovany 20 minut
pfi 37 °C. Nasledovalo zastaveni inkubace pfidanim 1 ml ethylacetatu, dale bylo pfidano
2,5 pl fenacetinu (I mM roztok v methanolu), ktery slouzil jako vnitini standard pro
HPLC. Jednotlivé inkubacni smési byly dvakrat extrahovany 1 ml ethylacetatu pfii
intenzivnim tfepani (MS 1 Minishaker) a nasledovalo oddé€leni obou fazi pomoci

centrifugace pti 13000 RPM (Sanyo Microcentaur MSE) po dobu 3 minut. Ethylacetatova
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faze byla odebrana a odpaiena do sucha pod atmosférou dusiku. Extrakce a nasledné
odebrani organické vrstvy byly provedeny dvakrat. Odpatené vzorky byly uchovény pfi
teploté -20 °C.

3.3.7.4 Oxidace 9-hydroxyellipticinu
Metabolismus 9-hydroxyellipticinu byl studovan v inkuba¢nich smésich, které byly

pfipraveny ve Ctyfech paralelnich vzorcich, celkovy objem inkubacnich smési byl vzdy
500 pl. Jednotlivé inkuba¢ni smési mély nasledujici slozeni:

e 10 uM 9-hydroxyellipticin (1,25 mM zésobni roztok v DMSO)

e 0,5 mg proteinu/ml mikrosomalni frakce

e 10 mM MgCly; 10 mM glukosa-6-fosfat; 1 mM NADP"; 1 U/ml glukosa-6-

fosfat dehydrogenasa (NADPH-generujici systém)
e fosfatovy pufr (100 mM KH,POy; pH 7,4)

Mnozstvi jednotlivych slozek bylo do daného objemu fosfitového pufru dodéno
podle potieby tak, aby jejich vysledna koncentrace ve smési odpovidala pozadovanym
koncentracim. Posledni slozkou, ktera byla do inkubacni smési piidana, byl NADPH-
generujici systém (50 pl, coz odpovidd 10 % celkového objemu), jehoz ukolem bylo
dodavat NADPH nutny pro reakci. Pfipravené roztoky byly nésledné inkubovany za
pfistupu kysliku a stdlého michani (450 RPM). Inkubace probihala 20 minut pii 37 °C.
Poté byla inkubace jednotlivych vzorkli zastavena ptfidanim 1 ml ethylacetatu, dale bylo
pfidano 2,5 pl fenacetinu (1 mM roztok v methanolu), ktery slouZzil jako vnitini standard
pro HPLC. Jednotlivé inkubac¢ni smési byly extrahovany 2 x 1 ml ethylacetatu pfi
intenzivnim tfepani (MS 1 Minishaker), nasledné byly centrifugaci pfi 13000 RPM (Sanyo
Microcentaur MSE) po dobu 3 minut obé faze oddéleny. Ethylacetatova faze byla
odebrana a odpafena do sucha pod atmosférou dusiku. Extrakce a nasledné odebrani
organické vrstvy byly provedeny dvakrat. Odpafené vzorky byly uchovany pii teploté
-20 °C.
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3.3.8 Separace metaboliti vzniklych oxidaci 9-nitroellipticinu a ellipticinu pomoci
HPLC

Metabolity, které vznikly oxidaci 9-nitroellipticinu a ellipticinu katalyzovanou
potkanimi jaternimi mikrosomy, byly separovany pomoci HPLC na kolon¢ Ultrasphere
(ODS, C18, 250 x 4,6 mm, 5 um, Beckman-Coulter). Pro separaci na uvedené¢ koloné byla
pouzita mobilni faze néasledujiciho slozeni: 64 % methanol, 5 mM heptansulfonat sodny,
32 mM kyselina octova, ze které byl vzdy pied pouzitim odstranén vzduch sonikaci.
Vzorek uchovany pii teploté -20 °C byl pro méteni rozpustén v 25 pl methanolu, aplikace
vzorku byla nastavena na 20 pl. Metabolity byly detekovany pii vlnové délce 296 nm.
Separace metabolitii 9-nitroellipticinu a ellipticinu probihala pii teploté¢ 37 °C a pritok
mobilni faze kolonou byl nastaven na 0,7 ml/min. Pro vyhodnoceni vzniklych metabolitii
byla vztazena plocha kazdého ,,piku‘ K vnitinimu standardu, tedy plose ,,piku‘ fenacetinu.

Jednotlivé metabolity vznikajici oxidaci 9-nitroellipticinu byly postupné jimany do
Eppendorfovych zkumavek a nésledné¢ odpafeny pro analyzu vzniklych metabolitd 9-

nitroellipticinu pomoci hmotnostni spektrometrie.

3.3.9 Oxidace 9-aminoellipticinu a 9-hydroxyellipticinu potkanim jaternim
mikrosomalnim systémem analyzovana pomoci HPLC

Oba uvedené derivaty ellipticinu byly podrobeny oxidaci katalyzované potkanimi
jaternimi mikrosomy. Vysledek této oxidace byl analyzovan pomoci HPLC na koloné
Ultrasphere (ODS, C18, 250 x 4,6 mm, 5 pm, Beckman-Coulter). Méfeni probihalo za
stejnych podminek, tedy pfi teploté 37 °C a pritoku mobilni faze kolonou 0,7 ml/min.
SloZeni mobilni faze bylo nésledujici: 64 % methanol, 5 mM heptansulfonat sodny, 32 mM
kyselina octova. Z piipravené mobilni faze byl vzdy pied pouzitim odstranén vzduch
sonikaci. Vzorek uchovavany pii teplot¢ -20 °C byl pro méfeni rozpustén v 25 pl
methanolu, ,,nastiik* vzorku byl nastaven na 20 pl. Detekce byla provadéna pii vlnové

délce 296 nm.
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4 Vysledky

4.1 Syntéza 9-nitroellipticinu

Syntéza tohoto derivatu ellipticinu probihala ptes nékolik meziproduktt. Vychozimi
latkami celé syntézy byly indol a 2,5-hexandion, jejichz kysele katalyzovanou kondenzaci
(kyselinou p-toluensulfonovou) v EtOH vznikal 1,4-dimethylkarbazol (2). Modifikaci
zpracovani reakéni smési oproti publikovanému postupu bylo dosazeno vytézku 56 %
(vytézek v pivodni praci byl 43 %) [10].

Nasledovala Vilsmeierova-Haackova formylace 1,4-dimethylkarbazolu (2), kdy
k vychozimu 1,4-dimethylkarbazolu (2) byl ptidan N-methylformanilid a chlorid fosforylu,
reakce probihala v 1,2-dichlorethanu (obr. 3, str. 15). Formylova skupina se vazala
ptednostné do polohy C-3, minoritnim produktem pak byl 9-formyl-derivat. Bylo ziskano
54 % teoretického vytézku 3-formyl-1,4-dimethylkarbazolu (3).

Dalsim krokem v syntéze 9-nitroellipticinu (10) byla ptiprava aminu 4, ktery vznika
reakci 3-formyl-1,4-dimethylkarbazolu a 2,2-diethoxyethylaminu. Touto reakci vznikl
nejprve imin, ktery byl redukovan NaBH, v suchém MeOH na amin 4 (obr. 3, str. 15).

Pro ptipravu nasledujiciho meziproduktu, sulfonamidu 5 (obr. 10), byl pouzit amin 4.
Sulfonylace aminu 4 byla provedena benzensulfonyl chloridem v dichlormethanu
Vv pfitomnosti pyridinu, ktery slouzil jako akceptor vznikajiciho chlorovodiku. Touto dosud
nepublikovanou reakci bylo ziskdno 47 % teoretického vytéZku odpovidajiciho
sulfonamidu 5, coz predstavuje zlepSeni vytézku oproti vytézku deklarovanému v literatuie

[11] o zhruba 10 %.

PhsoCl
OFt CH Cl/Py / \\

Obr. 10: Schéma ptipravy sulfonamidu 5
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Dalsim krokem syntézy byla ptiprava ellipticinu. Ellipticin vznikl kyselou
hydrolyzou sulfonamidu 5 za varu ve smési ziedéné kyseliny chlorovodikové a dioxanu
(obr. 3, str. 15). Kysela hydrolyza vedla spolu s odstranénim benzensulfonylové skupiny
k uzavieni posledniho ze ¢tyt ellipticinovych kruht (pyridinovy kruh). Zpracovani reak¢éni
smési bylo modifikovano, coz vedlo ke vzniku ¢ist§iho ellipticinu (1) (obr. 11). Reakce
probéhla s vytézkem 70 %.

AU WVL:296 nm

12.54

10.0+

ellipticin

7.5+

5.0 fenacetin

254

min
20— T T T T T T T T T T T T T T
T T T T T T T T T T T T T T
0.0 10 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0

Obr. 11: HPLC vzorku pfipraveného ellipticinu detekovaného pii vinové délce 296 nm.

Fenacetin byl pouzit jako vnitini standard.

9-Nitroellipticin (14) byl pfipraven nitraci ellipticinu pomoci HNOj3 V prostiedi
kyseliny octové za chlazeni reakéni smési na 0 °C. Nitrace za téchto podminek probihala
selektivné na C-9. Bylo ziskano 75 % teoretického vytézku 9-nitroellipticinu, jehoz Cistota

byla ur¢ena pomoci HPLC (obr. 12, str. 49).
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Obr. 12: Porovnani ¢istoty vzorka 9-nitroellipticinu, ptipraveného ellipticinu a ellipticinu

od firmy Sigma, méfené pomoci HPLC pfi vinové délce 296 nm

4.2 Syntéza 9-aminoellipticinu

9-Aminoellipticin (16) byl ptipraven z 9-nitroellipticinu (14) redukci nitroskupiny
v poloze C-9. Nejprve byla pro redukci nitroskupiny pouzita redukce zinkem ve ziedéné
HCI. Vyhodou této metody je pouziti mirnéjSich reakénich podminek, konkrétné prace za
laboratorni teploty, oproti druhé pouzivané metodé, kdy se k redukci vyuziva SnCl, ve
vrouci HCI. Po ukonceni této reakce byl vzorek reakéni smési porovnan pomoci TLC se
standardem 9-aminoellipticinu. Z tohoto porovnani vsak vyplynulo, Ze reakce neposkytla
pozadovany produkt, pfestoze vychozi 9-nitroellipticin ve vzorku reakéni smési piitomen
JiZ nebyl. K reakéni smési byl proto pfidan dal§i Zn a smés byla zahfivana 30 minut na
50 °C, ani tato modifikace vSak ke vzniku 9-aminoellipticinu nevedla.

K redukci 9-nitroellipticinu byl proto pouzit SnCl, (obr. 13) a reakéni smés

rozpusténa v Kyseling chlorovodikové byla zahtivana 1 h na 109 °C.

OoN HoN
CHs CHs
N
O O N sncl, O O Sy
—_—
N = HCI N =
H H
CHs CHs
14 16

Obr. 13: Schéma piipravy 9-aminoellipticinu (16)
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Takto byla pfipravena smés obsahujici 9-aminoellipticin, ktera byla pfeciSténa pies vrstvu
silikagelu na frité, tim byly odstranény piitomné slouceniny cinu. Nasledovalo ,,doc¢isténi*
preparativni sloupcovou chromatografii na silikagelu, ¢imz byl ziskéan Cisty 9-aminoderivat
16 ve vytézku 66 %. Ptipraveny 9-aminoellipticin (16), jehoz Cistotu ukazuje obrazek 14,
byl nasledné¢ podroben biochemickému testovani jeho oxidace jaternimi potkanimi

mikrosomy obsahujicimi cytochromy P450.

+4Y AU WVL:296 nm|

100+

80 9-aminoellipticin

60+

40+

min|

2
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0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 110 12.0 13.0 14.0 15.0

Obr. 14: HPLC vzorku pfipraveného 9-aminoellipticinu detekovaného pii vinové délce

296 nm

4.3 Syntéza 13-acetoxy-9-nitroellipticinu

Také pti ptipravé tohoto derivatu ellipticinu se vychazelo z 9-nitroellipticinu,
u kterého bylo tfeba oxidovat polohu C-13. Bylo zjisténo, ze pfitomnost nitroskupiny
v poloze C-9 ellipticinu je nezbytna pro uspésnou oxidaci C-13 ellipticinu, nebot’ oxidace
samotného ellipticinu vede k polymeraci [11]. Benzylova oxidace 9-nitroellipticinu

v poloze C-13 byla provedena pomoci K,S,0g a CuSO4 ve vrouci kyseling octové [11].
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Obr. 15: HPLC vzorku pfipraveného 13-acetoxy-9-nitroellipticinu detekovaného pfi

vlnové délce 296 nm

Jak vyplyvéa z analyzy vzorku pomoci HPLC majoritni latky reakéni smési z této
oxidace (obr. 15), ktery byl ziskéan jako jeden z podill pfi jejim zpracovani, jednalo se stale
o velmi komplikovanou smeés latek, pfestoze z analyzy pomoci TLC byla patrné jedina,
mirné zneCiSténd latka. Findlni dociSténi tohoto vzorku bylo provedeno pomoci
preparativni HPLC, coz vedlo k izolaci dvou majoritnich latek. Ziskana mnozstvi obou
produktti vSak na urceni jejich struktury pomoci NMR nepostacovala. Z ¢asovych divoda
jiz nebylo mozno ziskat vétSi mnoZstvi smési pro tuto separaci a ziskat tak potiebna
mnozstvi obou majoritnich produktl, nezbytna pro urceni jejich struktury. V dalSich
reak¢nich krocich proto byla pouzivana pouze smés téchto latek, obdobné jako tomu bylo

V piivodni praci [11].

4.4 Syntéza 13-hydroxyellipticinu

Syntéza 13-hydroxyellipticinu (9) byla provedena podle postupu uvedeného
v literatuie [10, 11]. Tato syntéza vychdzela z 9-nitroellipticinu, ktery byl v dal§im kroku
podroben oxidaci v poloze C-13, jak je uvedeno v kapitole 4.3. Nasledné bylo nutné
odstranit nitroskupinu oxidované¢ho produktu — 13-acetoxy-9-nitroellipticinu (15), aby byl
ziskan pozadovany 13-hydroxyellipticin. Odstranéni nitroskupiny spocivalo v tiikrokové
syntéze, kdy byla nejprve nitroskupina redukovana na aminoskupinu (pfi redukci dochazi

soucasné k hydrolyze acetatu v poloze C-13), ktera byla nasledné diazotovana dusitanem
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sodnym za chlazeni na 5 °C a vznikla diazoniova sil byla poté in situ redukovana
ethanolem.

Redukce nitroskupiny byla v puvodni literatute provadéna pomoci SnCl, ve vrouci
HCI [11], tento postup vSak v naSem piipad¢ vétSinou vedl prakticky k uplnému rozkladu
produktu. Snahou tedy bylo nalézt jemnéj$i metodu redukce nitroskupiny nez je redukce ve
vrouci kyseliné chlorovodikové.

Prvni alternativou bylo pouziti H, na Pd, tento zplisob mél navic umoznit pfipravu
dalSiho derivatu ellipticinu, 13-acetoxy-9-aminoellipticinu, nebot’ za takto mirnych
podminek by nemélo dochazet k deacetylaci. Takto ziskany 13-acetoxy-9-aminoellipticin
mél byt po odstranéni aminoskupiny a vzniku 13-acetoxyellipticinu podroben
biochemickému testovani. Nicméné tento zptsob redukce nitroskupiny se v naSem piipadé
ukédzal jako nepouzitelny, protoze vychozi 9-nitroderivat 15 se nepodafilo rozpustit
v zadném z vhodnych rozpoustédel (MeOH, EtOH, THF, cthylacetat), ani v celé tadé
smési rozpoustédel (MeOH/DMEF 10:1 — 5:1, MeOH/AcOH 25:1 — 10:1, MeOH/Et3N 20:1
—10:1, MeOH/ethylacetat — rizné poméry).

Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno za pouziti smési MeOH/EtsN (10:1), rozpustnost
nitroderivatu 15 zde vsSak byla stale pfiliS§ nizkd a vétSina vychozi latky zustala
nerozpusténa. Ocekavalo se, ze by mohlo dojit k postupnému rozpusténi 13-acetoxy-9-
nitroderivatu 15 v pribéhu reakce, tak jak bude rozpustény podil preménén na lépe
rozpustny 9-aminoderivat 17. Tento pfedpoklad se vSak nenaplnil. Proto byla moZnost
redukce pomoci Hy na Pd opusténa a hledala se nova alternativni cesta.

Posledni variantou redukce nitroskupiny, ktera byla v této praci pouZita, byla
redukce praskovym zinkem v kyseliné chlorovodikové. Oproti redukci pomoci SnCl; lze
tuto reakci provadét za laboratorni teploty, podminky reakce jsou tedy vyrazné mirnéjsi.
Navic byla tato metoda pouzita jako alternativa pii redukci 9-nitroellipticinu na 9-
aminoellipticin [10], tedy latky velice podobné. V nasi reakci byl vSak redukci 13-acetoxy-
O-nitroellipticinu ziskan produkt, ktery se podle TLC neshodoval se standardem, ziskanym
pomoci SnCl,. Aby byla vyloucena moznost, ze se jedna o 13-acetoxy-9-aminoellipticin,
ktery by pii redukci za laboratorni teploty mohl vznikat (a jehoz polarita na TLC by byla
rozdilna od polarity 9-amino-13-hydroxyellipticinu), byla surova reakéni smés po redukci
zinkem podrobena bazické hydrolyze (K,COs;, MeOH/H,O 10:1). Produkt po bazické

hydrolyze v§ak mél totoZnou polaritu jako vychozi latka, ziskana redukci Zn. Bylo tedy
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zfejmé, ze redukci pomoci Zn nevznikd pozadovany 9-aminoderivat 17 a tento zplsob
redukce je v naSem ptipadé opét nepouzitelny.

Vzhledem k tomu, Ze se nepodafilo nalézt vhodnéj$i metodu redukce nitroskupiny,
bylo nutné alespon zkusit modifikovat podminky redukce pomoci SnCl,. Testovala se
redukce za laboratorni teploty, vysledek vSak nebyl nijak odlisSny od reakce ve vrouci
kyselin¢ chlorovodikové — k rozkladu produktu dochazelo i zde, navic se zhorsila konverze
(i kdyZ neni ziejmé, zda K tomu doslo diky zpomaleni reakce vlivem nizsi teploty nebo
zhorSené rozpustnosti 13-acetoxy-9-nitroderivatu za laboratorni teploty). Teprve po mnoha
nezdafenych experimentech bylo zjisténo, ze pribéh reakce je pomérné znacné zavisly na
méfitku reakce (mnozstvi vychozi latky 13-acetoxy-9-nitroellipticinu), rozklad produktu je
tim znatelnéjsi, z ¢im vétSiho mnozstvi latky se vychéazi. Reakce pak probihala nejlépe pfi
mnozstvi zhruba 100 mg 13-acetoxy-9-nitroellipticinu.

Dalsim krokem syntézy 13-hydroxyellipticinu byla diazotace 9-amino-13-
hydroxyellipticinu pomoci NaNO; spojend s naslednou redukci diazoniové soli ethanolem.
Opakovanim publikovaného postupu [11] vSak k poZzadované transformaci nedoslo
a vychozi 9-aminoderivat 17 zlstal nezménén. Proto byla provedena testovaci reakce s 9-
aminoellipticinem, kdy byl pouzit nadbytek NaNO; (6 x véts§i mnozstvi oproti ptivodnimu
postupu), vysledkem této reakce bylo odstranéni aminoskupiny z polohy C-9 za vzniku
ellipticinu.

9-Amino-13-hydroxyellipticin byl proto znovu podroben diazotaci za vyse
uvedenych modifikovanych podminek. Po ukonéeni reakce se ukazalo, ze doslo k rozkladu
latky. Z analyzy pomoci TLC bylo patrné, Zze vznikla smés nékolika latek, ktera vibec
neobsahovala produkt, ktery by polaritou odpovidal 13-hydroxyellipticinu.

Po nékolika nezdarech byl opét ptipraven produkt, ktery mohl odpovidat 13-
hydroxyderivatu. Vysledky NMR-analyzy vsak ukazaly, ze se pravdépodobné jednalo o 9-
amino-13-hydroxyellipticin, doprovazeny smési dalsich, strukturné podobnych latek, které
se vSak nepodafilo oddélit. Béhem analyzy navic dochazelo k rozkladu produktu, coz
znemoznilo ziskani pouzitelnych dat k potvrzeni pfipravené latky. Bylo tak pouze zjisténo,
ze se jedna o smés vice nez dvou latek, u nichZ je modifikovana poloha C-9 ellipticinového
skeletu a objevuji se zde signaly benzylové skupiny (naznacujici UspéSnou oxidaci
methylové skupiny).

Pro ¢isténi smési, jez vznikly pii pokusech o ptipravu 13-hydroxyellipticinu, kde

byla redukce 13-acetoxy-9-nitroderivatu provedena SnCl,, bylo testovano také pouziti
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kolonky SPE C-18 (Solid Phase Extraction). Kolonka SPE byla pouzita jako kolona
sreverzni fazi, kde se smés zacind délit od polarnich latek, nepolarni latky ,,vytékaji“
Z kolony jako posledni. Ze smési se sice podafilo odstranit anorganické latky, rozdéleni
smési se vSak nezdafilo. Tento zpisob ¢isténi tedy nebyl Gc¢inny, navic byl pomérné

zdlouhavy, proto se nadéle nepouzival.

45 Metabolismus ellipticinu a jeho derivati jaternim mikrosomalnim
systémem

Jednim z meziproduktii pfi syntéze 13-hydroxyellipticinu je 9-nitroellipticin, u néhoz
bylo studovéno, zda v pfitomnosti jaternich mikrosomi dochazi k oxidaci tohoto derivatu
ellipticinu za tvorby metabolitl, podobné¢ jako tomu je pravé u ellipticinu. Dal§im
pfipravenym derivatem ellipticinu byl 9-aminoellipticin, ktery byl pfipraven redukci 9-
nitroellipticinu, také tento derivat byl podroben oxidaci jaternim mikrosomalnim
systétmem. Pro porovnani vlivu funkénich skupin v poloze C-9 ellipticinu byl oxidaci
jaternimi mikrosomy podroben také 9-hydroxyellipticin, ten v§ak jako jediny z testovanych
derivatt ellipticinu nebyl pfipraven, ale pracovalo se s komeréné dostupnou latkou.

Pro studium metabolismu ellipticinu a jeho derivatd — 9-nitroellipticinu, 9-
aminoellipticinu a 9-hydroxyellipticinu byly pouzity jaterni mikrosomalni systémy
z potkant premedikovanych Sudanem I, pregnelon-karbonitrilem (PCN), fenobarbitalem
(PB), ethanolem, dale byly také pouzity kontrolni mikrosomy z nepremedikovanych
potkand.

Uvedené latky pouzit¢é pro premedikaci potkant indukuji rtzné podrodiny
cytochromit P450, konkrétné: Sudan I je induktorem cytochromli P450 podrodiny 1A,
PCN indukuje enzymy podrodiny 3A [43], zatimco fenobarbital indukuje cytochromy
P450 podrodiny 2B [43] a nakonec ethanolem je indukovany CYP2E1 [39, 40, 43].

45.1 Oxidace ellipticinu

Oxidaci ellipticinu mikrosomalnimi systémy indukovanymi Sudanem I, PCN, PB,
EtOH a kontrolnim mikrosomalnim systémem bez indukce, vznikaly jednotlivé metabolity
ellipticinu, které byly separovany pomoci HPLC. Ellipticin byl tedy metabolizovan viemi
pouzitymi jaternimi mikrosomalnimi systémy. Jiz v piedchozich studiich byla objasnéna

struktura 5 vznikajicich metabolitt ellipticinu (obr. 16, str. 55) [46]:
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M1: 9-hydroxyellipticin
M2: 12-hydroxyellipticin
M3: 13-hydroxyellipticin
M4: 7-hydroxyellipticin
M5: N%-oxid ellipticinu
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Obr. 16: Metabolity ellipticinu vzniklé oxidaci ellipticinu jaternim mikrosomalnim
syst¢émem indukovanym PCN separované pomoci HPLC pfi vlnové délce 296 nm, M4

V tomto méfeni nebyl patrny

Srovnani tvorby metabolitd ellipticinu vznikajicich oxidaci ellipticinu jaternim
mikrosomalnim systémem potkanli premedikovanych Sudanem I, PCN, ethanolem,
fenobarbitalem a kontrolnim mikrosomalnim systémem z nepremedikovanych potkant
ukazuje obrazek 17 (str. 56). Bylo zjisténo, ze za piitomnosti NADPH-generujiciho
systému je celkoveé nejucinngjs$i mikrosomalni systém indukovany fenobarbitalem. Oxidaci
timto systémem vzniklo nejvétsi mnozstvi metaboliti M2, M3 a MS5. Metabolit M1 (9-
hydroxyellipticin) byl nejvice tvofen oxidaci ellipticinu mikrosomy indukovanymi
Sudanem 1, coz také odpovidd ptedchozim studiim, kdy bylo potvrzeno, Ze 9-
hydroxyellipticin vznikd oxidaci ellipticinu CYP1Al a CYP1A2 [46, 51, 53]. Nicméné
hned na druhém misté v tvorbé tohoto metabolitu byly pravé zminéné nejucinngjsi
mikrosomy indukované PB. Naopak nejméné G€inny mikrosomalni systém byl kontrolni,
z nepremedikovanych potkant. Téméf u vSech pouzitych mikrosoml, kromé téch
indukovanych PCN, se oxidaci ellipticinu tvofil v nejvétsim zastoupeni 9-hydroxyellipticin
(M1). U zminénych PCN mikrosom to byl 13-hydroxyellipticin (M3). U vzork, pro které
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byly pouzity ,,Sudanové®, kontrolni a ,,ethanolové™ mikrosomy bylo shodné zastoupeni
jednotlivych metaboliti, ackoli v celkovém mnozstvi se u jednotlivych mikrosomi lisily.
Nejvice se tvofil metabolit M1 (9-hydroxyellipticin), druhy v potadi byl 13-
hydroxyellipticin (M3), nasledoval 12-hydroxyellipticin (M2) anakonec nejmensi
zastoupeni v t&chto tfech piipadech m&l metabolit M5 (N*-oxid ellipticinu).
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Obr. 17: Metabolity ellipticinu vzniklé oxidaci ellipticinu jaternimi mikrosomy potkand.
Vysledky uvedené v obrazku jsou pruméry a smérodatné odchylky 4 a vice paralelnich

méteni (Sud, PCN, Kon, EtOH a PB mikrosomt).

4.5.2 Oxidace 9-nitroellipticinu

Retencni charakteristiky 9-nitroellipticinu zjis§téné pomoci HPLC jsou velmi
podobné ellipticinu, obrazek 12 (str. 49). To naznacuje, ze se tyto dvé latky lisi svoji
polaritou jen velmi nepatrné. Bylo tedy predpokladano, Ze by 9-nitroellipticin mohl
podléhat biotransformaci podobné jako je tomu u ellipticinu. 9-Nitroderivat 14 byl proto
podroben oxidaci stejnymi jaternimi mikrosomalnimi systémy (Sud, PCN, Kon, EtOH, PB)
Vv ptitomnosti NADPH-generujiciho systému jako ellipticin. Vysledkem tohoto méteni bylo
zjisténi, Ze za pritomnosti jaternich mikrosomti a NADPH-generujiciho systému dochézi
k oxidaci 9-nitroellipticinu. Jeho oxidaci vznikaji minimaln¢ 4 metabolity (obr. 18., str. 57;

obr. 20, str. 58). Metabolity jsou oznaceny podobné jako u ellipticinu, li§i se jen malym
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pismenem — m1, m2, m3, m5. Toto oznaceni bylo zvoleno na zdkladé podobnosti separace
O-nitroellipticinu a ellipticinu, jedna se vSak samoziejmé o jiné slouceniny, nez jsou
metabolity ellipticinu. Metabolity 9-nitroellipticinu se od metabolitd ellipticinu 1isi
Vv reten¢nim Case jen velmi nepatrné, tyto rozdily lze porovnat z obrazku 18 a 19 (str. 58),
podobné jako je tomu u samotného ellipticinu a 9-nitroellipticinu (obr. 12, str. 49).
Struktura metaboliti 9-nitroellipticinu zatim neni zndma a bude pfedmétem dalSich studii.
Nejefektivnéjsi v oxidaci  9-nitroellipticinu  byly jaterni mikrosomy potkana
premedikovaného PB (obr. 20, str. 58).

vy s g s i v e e
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Obr. 18: HPLC metaboliti 9-nitroellipticinu vzniklych oxidaci 9-nitroellipticinu jaternim
mikrosomalnim syst¢émem potkana indukovanym PCN detekované pii vinové délce
296 nm.
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Obr. 19: HPLC metabolitd ellipticinu vzniklych oxidaci ellipticinu jaternim
mikrosomalnim systémem potkana indukovanym PCN detekované pii vinové délce
296 nm, M4 v tomto méfeni nebyl patrny (stejny obrazek jako obr. 16 na str. 55, zde jen

pro porovnani vznikajicich metabolith ellipticinu s metabolity 9-nitroellipticinu).
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Obr. 20: Metabolity 9-nitroellipticinu vzniklé jeho oxidaci jaternimi mikrosomalnimi
systémy laboratorniho potkana. Vysledky uvedené v obrazku jsou priméry a smérodatné

odchylky 3 paralelnich méfeni (Sud, PCN, Kon, EtOH a PB mikrosom).
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4.5.3 Oxidace 9-hydroxyellipticinu

9-Hydroxyellipticin je jednim z metabolitid ellipticinu tvofenych jeho oxidaci
cytochromy P450 podrodiny 1A [46, 51, 53]. Jde o nejpolarnéjsi ze wvznikajicich
metaboliti ellipticinu. 9-Hydroxyellipticin byl jediny z derivatd ellipticinu pouzity pro
dalsi studie, ktery byl ziskany komer¢né (od firmy Sigma). Stejn€¢ jako ostatni derivaty
ellipticinu byl testovan, zda je v pfitomnosti jaternich mikrosomt oxidovan za tvorby
metabolita. Bylo zjiSténo, Ze k oxidaci tohoto derivatu nedochazi, netvoii se zadné

metabolity (obr. 21).
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Obr. 21: HPLC 9-hydroxyellipticinu inkubovaného s jaternim mikrosomalnim systémem

indukovanym Sudanem I, detekce pti vinové délce 296 nm.

4.5.4 Oxidace 9-aminoellipticinu

Porovnanim chromatografickych vlastnosti 9-aminoellipticinu s 9-
hydroxyellipticinem pomoci HPLC bylo zji$téno, Ze 9-aminoellipticin je je$té¢ nepatrné
polarnégjsi nez 9-hydroxyellipticin (obr. 22, str. 60). Také tento derivat ellipticinu byl
podroben oxidaci jaternimi mikrosomalnimi systémy laboratorniho potkana (Sud, PCN,
Kon, EtOH aPB) za ptitomnosti NADPH-generujiciho systému. 1 v pfipadé 9-
aminoellipticinu bylo zjisténo, ze zadny z pouzitych mikrosomalnich systémi nevede

k tvorbé metabolitd 9-aminoellipticinu (obr. 23, str. 60).
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Obr. 22: Srovnani retenénich parametra 9-hydroxyellipticinu a 9-aminoellipticinu pomoci

HPLC, detekce pii vinové délce 296 nm.
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Obr. 23: HPLC 9-aminoellipticinu inkubovaného s jaternim mikrosomalnim systémem

indukovanym Sudanem I, detekce pti vinové délce 296 nm.

455 Vliv riznych funkénich skupin v poloze C-9 ellipticinu na metabolismus
jednotlivych derivati
Z vysledkti provedenych méfeni bylo mozné porovnat chovani derivata ellipticinu,
liSicich se funk¢ni skupinou v poloze C-9. Srovnani bylo mozZné provést jak mezi
pouzitymi derivaty, tak také se samotnym ellipticinem. Pfitomnost funkcéni skupiny
v poloze C-9 m¢éla predevsim vliv na polaritu dané slouceniny. Zatimco nitroskupina
davala slou€enin¢ spiSe nepolarni charakter, pfipraveny 9-aminoderivat byl naopak velmi

polarni (obr. 12 str. 49; obr. 22, str. 60). Aminoskupina byla svou polaritou velmi blizko
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polarit¢ hydroxyskupiny navazané v poloze C-9. VsSechny tii uvedené derivaty byly
testovany, zda mohou byt oxidovany jaternimi mikrosomalnimi systémy potkana, které
oxiduji ellipticin.

Ziejme nejzasadnéjSim vysledkem této prace bylo zjisténi, ze nepolarni derivat
ellipticinu, 9-nitroellipticin (stejn¢ jako ellipticin), je jaternimi mikrosomalnimi systémy
oxidovan, zatimco oba polarni derivaty, 9-amino- a 9-hydroxyellipticin, timto systémem
oxidovany nejsou. Vysledkem oxidace 9-nitroellipticinu byl vznik nejméné 4 metaboliti,
které¢ se svymi retenénimi charakteristikami na HPLC velmi podobaly metabolitim

ellipticinu [46].
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5 Diskuze

5.1 Syntéza 9-nitroellipticinu

Sedmikrokova syntéza 9-nitroellipticinu (14), vychozi latky pro zamyslenou syntézu
13-hydroxyellipticinu, vychazela z diive publikovanych postupti [3, 11, 34]. Né&které
z téchto krokl byly v této praci modifikovany s cilem dosdahnout lepSich vytézka, popft.

Z diivodu nizkého vytézku prvni reakce syntézy ellipticinu, piipravy 1,4-
dimethylkarbazolu, bylo zpracovani této reakce upraveno. Zatimco V ptivodnim postupu
[10] bylo uvedeno, ze se reakéni smés po ochlazeni na laboratorni teplotu fedi vodou
aroztok se nasledn¢ extrahuje etherem, v této praci byla reakéni smés po ochlazeni
zahu$téna na vakuové odparce a ndasledné filtrovana pies vrstvu silikagelu. Timto
postupem byly odstranény prakticky veskeré polarni (barevné) neclistoty, které
komplikovaly docisténi produktu v ptivodnim postupu. Filtrace smési pies silikagel se
navic ukazala jako rychlejsi, Cistsi a efektivnéj$i metoda, coz také dokazuje dosazeny
vytézek této reakce, ktery byl o 13 % vyssi, nez bylo uvedeno v piivodni literatute [10] (56
oproti 43 %). Divod vétsich ztrat u piivodniho postupu spocival ziejmé v tom, ze po fedéni
reak¢ni smési vodou vznikla srazenina, ktera byla jen ¢aste¢né rozpustna v diethyletheru.
TLC analyza této sraZeniny (vzorek byl rozpustén v ethanolu) ukazala, ze stale obsahuje
zbytky 1,4-dimethylkarbazolu. Opétovné rozpusténi této srazeniny v ethanolu a jeji fedéni
vodou S naslednou extrakci diethyletherem vedlo k ziskani dal$iho podilu hrubého
produktu, opét vSak zlstala ¢ast nerozpusténa a cely postup bylo nutno jesté opakovat.
Ziskany hruby 1,4-dimethylkarbazol v extraktu byl znacné znelistény. Jeho docisténi
extrakci do horkého hexanu s néslednou krystalizaci bylo zdlouhavé a ziskany produkt
bylo potieba jeste jednou piekrystalizovat, aby bylo dosazeno uspokojivé €istoty (> 90 %).

Dalsi meziprodukty syntézy ellipticinu byly pfipraveny postupy popsanymi
Vv literatufe [10, 11] se srovnatelnymi vytézky jednotlivych produktd. Vyjimkou byl
sulfonamid 5, jehoz vytézek byl v ptivodnim postupu pomérné nizky (39 %). Puvodni
syntéza spocivala v reakci aminu 4 s benzensulfonyl chloridem ve vodném THF s Na,CO3
jako bazi. Moznym diivodem nizkého vytéZku této reakce mohla byt ¢astecnd hydrolyza
benzensulfonyl chloridu na sodnou stl kyseliny benzensulfonové, k nizZ mohlo v pouZitém

prostiedi dochdzet. Vznikld stl pak jiz nebyla schopna sulfonylovat pfitomny amin.
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Tomuto pfedpokladu odpovida také fakt, ze chlorid benzensulfonové kyseliny nebyl pouzit
Vv mirném ptebytku, ale pouze v ekvimolarnim mnozstvi. V diplomové praci byla proto
vyvinuta alternativni metoda piipravy latky 5, kdy se reakce aminu 4 s benzensulfonyl
chloridem provadéla v bezvodém prostfedi (suchy dichlormethan) s mirnym pifebytkem
chloridu kyseliny. Anorganické baze (Na;CO3) musela byt v tomto postupu nahrazena bazi
organickou (pyridin), aby byla zajiSténa jeji dobra rozpustnost v reakéni smési. Navrzena
syntéza skute¢né vedla ke zlepSeni vytézku této reakce o zhruba 10 %, cozZ je v této fazi
syntézy — jednalo se o predposledni krok syntézy ellipticinu — pomérné vyznamné zlepsSeni.

Dalsi zménou oproti publikovanému postupu [10, 11] bylo zpracovani reakce pfi
ptipravé ellipticinu. PGvodni postup zpracovani reakéni smési po kyselé hydrolyze
sulfonamidu 5 spocival v fedéni reakéni smési vodou, pii¢emz vznikla srazenina byla
odfiltrovana a vysuSena. Takto byl ziskdn prvni podil ellipticinu. Filtrat byl ndsledné
alkalizovan vodnym roztokem NaOH a extrahovan chloroformem. Extrakt po odpaieni
poskytl druhy podil ellipticinu. Nevyhodou tohoto postupu je skutecnost, ze jsou pii ném
ziskany dvé razné formy ellipticinu — prvni podil je ellipticin hydrochlorid (sil ellipticinu,
ktery je slabou bazi, skyselinou chlorovodikovou), druhy podil pak ,,volnd béze*
ellipticinu (alkalizovani ptivodniho roztoku po kyselé hydrolyze pomoci NaOH vede
K uvolnéni ellipticinu z ptitomné soli — ellipticin hydrochloridu). Odlisné chovani obou
forem ellipticinu se ukézalo pfi jeho nitraci na 9-nitroellipticin. Zatimco ,,volna baze*
ellipticinu reagovala pfi nitraci podle diive popsaného postupu [10] a poskytla poZadovany
produkt ve srovnatelném vytézku, jaky zde byl uveden, hydrochlorid ellipticinu byl
extrémné nerozpustny v nitratni smési a vytézek produktu byl proto pomérné nizky.
Reak¢ni smés po kyselé hydrolyze sulfonamidu 5 byla proto v této praci nejprve fedéna
vodou, poté vSak byla nalita na led a rovnou alkalizovana roztokem NaOH, coZ vedlo
K vytvofeni srazeniny. Srazenina byla nasledné odsata, promyta vodou a extrahovana
chloroformem. Ackoli zména ve zpracovani reak¢éni smési nebyla pfilis velka, alkalizace
reakéni smési oproti alkalizaci samotného filtratu vedla k zisku Cist$iho ellipticinu nez
V pivodnim postupu, s vytézkem 70 %. Navic byla takto ziskdna pouze jedind forma
ellipticinu (,,volna baze“), ktera poskytuje pti nasledné nitraci na 9-nitroellipticin
reprodukovatelné vytéZky a u niz nejsou problémy s rozpustnosti v nitraéni smési. Pfestoze
je toto zjisténi pomérné klicové pro syntézu 9-nitroderivatu 14, v literatuie o ném neni

zadna zminka.
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5.2 Syntéza 9-aminoellipticinu

Pro syntézu 9-aminoellipticinu, kterd vychazela z 9-nitroellipticinu, byla nejprve
zvolena redukce nitroskupiny v poloze C-9 pomoci Zn v prostiedi Kkyseliny
chlorovodikové. Redukce zinkem v kyselin¢ chlorovodikové umoziiuje pouziti mirnéjSich
reak¢nich podminek ve srovnani s redukci pomoci SnCl; (laboratorni teplota oproti varu).
Po srovnani reakcni smési se standardem 9-aminoellipticinu pomoci TLC bylo zjisténo, ze
vznikly produkt ma odliSnou polaritu. Analogické srovnani produktu redukce s vychozi
latkou (9-nitroellipticinem) vSak zaroven prokazalo, Ze tyto latky nejsou totozné. Redukce
nitroskupiny tedy zfejmé probehla pouze do stadia nitrosoderivatu v poloze C-9 ellipticinu
[59].

Po tomto zjiSténi tedy musela byt pouzita alternativni metoda. Pro redukci
nitroskupiny byl tentokrat zvolen SnCl,, jeho pouziti vSak vyzadovalo zahtfivani reak¢ni
smési po dobu 1 h na 109 °C. Za téchto podminek jiz dochazelo k ¢astecnému rozkladu
produktu. Vznikld smés proto musela byt precisténa, nejprve byly odstranény slouceniny
cinu filtraci pfes fritu s vrstvou silikagelu, kdy byla smés promyvéna nejprve smési
EA/MeOH v poméru 5:1 a poté Cistym MeOH. Takto pied¢isténa smés byla poté docisténa
pomoci preparativni sloupcové chromatografie na silikagelu za pouziti stejné mobilni faze.

Timto zptisobem se podatilo ziskat ¢isty 9-aminoellipticin (obr. 14, str. 50)

5.3 Syntéza 13-acetoxy-9-nitroellipticinu

Ptiprava tohoto derivatu ellipticinu vychazela z 9-nitroellipticinu, ktery byl podroben
oxidaci polohy C-13. Benzylova oxidace byla provadéna postupem popsanym v literatuie
[11] pomoci K2S,0g V ptitomnosti CuSO, ve vrouci kyselin€ octové. Analogicka oxidace
vychazejici pfimo z ellipticinu neni moZna, nebot’ pfi ni dochazi k polymeraci a dalSim
nezadoucim reakcim [11].

Po n¢kolika nepodafenych experimentech bylo zjiSténo, Ze v plivodnim postupu
popsaném vV literatufe [10, 11] jsou chybné uvedeny jednotky — vSechna ¢inidla a vychozi
9-nitroellipticin jsou zde uvedeny v mmol, coz vSak neni mozné, nebot takto velka
mnozstvi latek nebylo moZno rozpustit v uvedeném mnozstvi rozpoustédla. To nas vedlo
k zavéru, Ze spravna jednotka by méla byt v tomto pfipadé umol, coz se také potvrdilo pii
osobni korespondenci s autorem publikace (Dra¢insky Martin). Zaroven jsme od autora

ziskaly jesté jednu dllezitou informaci — reakce probihd s rozdilnymi vysledky, podstatna
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je ovSem ta skutecnost, ze probihd pouze v malém métitku zhruba do 200 mg vychoziho 9-
nitroellipticinu (Dracinsky M. — osobni sdé€leni). Tyto informace vysvétlily nezdary
predchozich experimentli, nicméné oxidace samotnd i podle novych poznatkii probihala
pomérné nereprodukovatelné s rozdilnymi vysledky. Piesto se nakonec podafilo ziskat
vzorek, ktery byl podle TLC analyzy téméf cisty (obsahoval pouze stopy necistot).
Nasledna analyza tohoto vzorku pomoci HPLC a NMR vs$ak ukdzala, ze se jedna o smés
nekolika velice podobnych latek. Podle NMR analyzy vétSina slozek této smési obsahovala
charakteristicky posun benzylové skupiny, coz naznacuje, Ze k oxidaci skute¢né doslo.
Skutecnost, ze latka jevici se na TLC jako jediny produkt poskytuje pii HPLC analyze
nékolik velice blizkych eluénich vrchold, naznacuje, ze se jednd o smés chemicky velice
podobnych latek, pravdépodobné regioisomert. Podivame-li se na vysledek
biotransformace ellipticinu pomoci cytochromua P450, zjistime, Ze ani jednotlivé isoformy
téchto enzymi nejsou schopny oxidovat ellipticin na jediny metabolit — vzdy zde vznika
smés regioisomert. Konkrétné CYP1A1/2 poskytuji smés 7- a 9-hydroxyellipticinu,
CYP3A4 pak figuruje dokonce pii tvorbg tii odlisnych metaboliti — N2-oxidu ellipticinu,
12-hydroxy- a 13-hydroxyellipticinu [46, 51]. Jestlize ani pomérné stericky objemny
a strukturné komplikovany oxidant, jakym je enzym, neni schopen selektivni oxidace
ellipticinu, je velice malo pravdépodobné, ze by takto selektivni oxidace bylo schopno
jednoduché anorganické oxidac¢ni ¢inidlo, jakym je pouzity K»S,0g. Na zéklad¢ ziskanych
analytickych tidaji a vySe uvedenych Gvah je mozno se domnivat, Ze ziskany 13-acetoxy-
9-nitroellipticin je ve skuteCnosti smési minimalné dvou velice podobnych latek — 12-
acetoxy- a 13-acetoxy-9-nitroellipticinu (obr. 15, str. 51 — dvojice elu¢nich vrchola
s maximy v asi 10,5 a 11,3 min). Pti oxidaci 9-nitroellipticinu pomoci K»S,0g je vSak
kromé 13-acetoxyderivatu ziskano také urcité mnozstvi 13-hydroxy-9-nitroellipticinu [11].
Je tedy pravdépodobné, Ze smés po oxidaci 9-nitroellipticinu obsahuje také dvojici 12-
hydroxy- a 13-hydroxy-9-nitroellipticinu (tyto polarnéj$i produkty by mohly odpovidat
dvéma z trojice ostrych elu¢nich vrcholi v oblasti 6,5-7,5 min na obr. 15, str. 51).
Skutecnost, ze v ptivodni publikaci [11] neni zddnd zminka o dal$ich produktech oxida¢ni
reakce, lze vysvétlit tim, ze oxidace 9-nitroellipticinu zde byla provedena bez separace
jednotlivych meziproduktd, tedy az po odstranéni nitroskupiny v poloze C-9. Finalni
reakéni smés po oxidaci, redukci nitroskupiny, diazotaci aminoskupiny a redukci
diazoniové soli byla separovana pomoci HPLC. Pokud byl 13-hydroxyellipticin ziskan

jako majoritni regioisomer, je mozné, ze vedlejsi produkty (napf. 12-hydroxyellipticin)
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nebyly dale identifikovany. Nicmén¢, tento pfistup nelze povazovat za standardni — bézné
je izolovat produkt kazdé nésledné reakce, pokud touto reakci vznikd jeho smes
s vedlejsimi produkty. Na zaklad¢ postupu uvedeného v literatute [11] 1ze nabyt dojmu, ze
tento postup je selektivni a probiha bez vedlejSich reakci. Jak ukazuji vysledky této prace,

tato metoda selektivni neni, pti oxidaci totiz vzdy vznikaji minimalné dva rizné derivaty.

5.4 Syntéza 13-hydroxyellipticinu

Syntéza 13-hydroxyellipticinu vychazela z 9-nitroellipticinu a podle publikované¢ho
postupu sestavala ze Ctyf reakci — benzylové oxidace v poloze C-13 (kap. 5.3), redukce
nitroskupiny v poloze C-9 na aminoskupinu, diazotace aminoskupiny a redukce vzniklé
diazoniové soli ethanolem, vedouci k finalnimu 13-hydroxyellipticinu [11].

Reakéni smés ziskand po benzylové oxidaci nebyla v pivodnim postupu nijak
separovana, po jejim zpracovani byl hruby produkt (13-acetoxy-9-nitroellipticin) rovnou
podroben dal$im tfem krokiim (redukce nitroskupiny, diazotace aminoskupiny a redukce
diazoniové soli). Ani v prubéhu téchto naslednych krokl nebyla v origindlnim postupu
provedena izolace meziproduktl, vSe bylo tedy uskute¢néno v jedné batice s postupnym
pfiddvanim c¢inidel a zménou teplot [11]. V naSem piipadé se vSak tento postup neosvédcil,
nebot’ v kazdém z krokii se tvotily vedlej$i produkty, coz po tfech néslednych reakcich
vedlo Kk velice bohaté a obtizné separovatelné smési latek. Kromé toho, bez standardu,
ktery by byl k dispozici, nebylo mozno ani odhadnout, zda je v této komplexni smési
produkt viibec pfitomen.

Po této zkuSenosti byly uvedené kroky provedeny oddélené, presnéji nejprve byla
redukovana nitroskupina v poloze C-9, vznikly aminoderivat 17 byl izolovan a nasledné
podroben diazotaci, po které jiz bez izolace diazoniové soli nasledovala jeji redukce
ethanolem. Izolace diazoniové soli byla vynechdna z diivodu jeji vysoké polarity, jez by
znesnadnovala extrakci produktu, ale také kvili jeji pomérné nizké stabilité, kterd by pfi
pokusech o izolaci pravdépodobné vedla k jeji dekompozici.

Problémy s redukci nitroskupiny jsou podrobné rozvedeny v kapitole vénované
vysledkim prace (kapitola 4.4). Nejvétsim problémem pii redukci nitroskupiny 13-
acetoxy-9-nitroellipticinu byla na jedné strané velice S$patnd rozpustnost této latky
V naprosté vétsing€ rozpoustédel, kterd se pii celé fadé moznych metod pouZzivaji, na strané

druhé pak ¢asteCny (az témét Uplny) rozklad produktu pii pouziti publikované metody —
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redukce pomoci SnCl; ve vrouci HCI [11]. Vzhledem k t€émto skute¢nostem byl jiz vytézek
9-amino-13-hydroxyellipticinu velice nizky (< 20 %). Dalsim problémem této redukce
byla také izolace vzniklého 9-aminoderivatu 17 z reakéni smési, nebot SnCl, se zde
pouziva v pomérné vysokém piebytku, pii zpracovani je pak pfeveden na hydroxid cinaty
(a cinicity), ktery je odstranén filtraci spolu s produktem ve formé srazeniny. Hydroxid
cinaty pomérné siln¢ interaguje s polarnim aminoderivatem 17 a je velice obtizné jej
Z produktu odstranit. Promyvani sraZeniny organickymi rozpoustédly je zde neefektivni,
teprve filtrace ptes vrstvu silikagelu vede k izolaci produktu zbaveného anorganickych
necistot. Také tento postup vSak byl spojen s velkymi ztratami (vytézek hrubého produktu
po redukci byl ¢asto mensi nez 20 %). Teprve analyza nerozpustného podilu naznacila,
Vv ¢em spociva problém této reakce — krom¢ zminované interakce aminoderivatu se
slou¢eninami cinu, zde pravdépodobné dochédzi také k oligomeraci popt. polymeraci
produktu. Siln¢ kyselé prostfedi, které se pouziva pii redukci nitroskupiny, vede totiz
k soucasné hydrolyze acetylové skupiny v poloze C-13 (a pravdépodobné také C-12).
Voln4 hydroxylova skupina pak mize byt protonizovéana pfitomnou kyselinou, ¢imz miize
dojit k jejimu odstépeni ve formé vody a ke vzniku benzyliového karbokationtu (9-amino-
ellipticin-13-ylia). Tento karbokation se pak mize vazat na aminoskupinu druhé molekuly
9-aminoellipticin-13-ylia, popt. 9-amino-13-hydroxyellipticinu, podobné jako v piipadé
tvorby adukti s bazemi DNA (obr. 24, str. 68). Je ziejmé, Ze vznikajici dimer mize dale
interagovat s dal§imi molekulami reakéni smési za tvorby oligomernich az polymernich
produktli, jelikoZ po dimerizaci stdle obsahuje obé funkéni skupiny (aminoskupinu
I hydroxyskupinu, popt. karbokation vznikly protonizaci a dehydrataci hydroxyskupiny),

které se interakce ucastni.
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Obr. 24: Pravdépodobné produkty vznikajici z 9-amino-13-hydroxyellipticinu v kyselém
prostedi - 18a (2 molekuly 9-aminoellipticin-13-ylia) a 18b (spojeni 9-aminoellipticin-13-
ylia a 9-amino-13-hydroxyellipticinu).

7Zda se tedy, Ze tento zpusob redukce 13-acetoxy-9-nitroellipticinu je velice
nevhodny, nicméné vhodnd alternativa zatim nebyla popsdna. Vzhledem k extrémni
nerozpustnosti vychozi latky selhala také metoda, ktera by uvedené problémy s kyselym
prostfedim vyfesila, konkrétné redukce H, na Pd (kapitola 4.4.).

Rovnéz diazotace 9-amino-13-hydroxyellipticinu a nasledna redukce vzniklé
diazoniové soli ethanolem neprobihaly podle ocekdvéani. Prvni experimenty provedené
podle literatury [11] vétSinou vedly k ziskani nezménéné vychozi latky — diazotace tedy
evidentné¢ neprobéhla. Nasledné tedy bylo pouzito piebytku NaNO, (6 X vice oproti
literatuie), coz sice vedlo k odstranéni aminoskupiny, ale také k parcidlnimu rozkladu
produktu. Reakce byla proto jesté opakovana s Cerstvé zakoupenym NaNO,. Nejprve bylo
pouzito stejné mnozstvi NaNO; jako v origindlnim postupu — tentokrat k odstranéni
aminoskupiny dochazelo. Nicméné, také zde byl pomoci TLC pozorovan vznik hned
nékolika produktt, pficemz produkt ocekavané polarity (13-hydroxyellipticin) byl
pfitomen pouze jako minoritni slozka reakéni smési. Jedinym produktem, ziskanym v této
Casti prace tak byla pravdépodobné smés 9-amino-13-hydroxyellipticinu spolu s 9-amino-
12-hydroxyellipticinem, ktera vSak obsahovala jest¢ fadu dalSich necistot. Této smési vSak
bylo ziskano tak malé mnozstvi, ze jeji dociSténi pomoci HPLC by pravdépodobné
neposkytlo ani mnoZzstvi vzorku potiebné na analyzu pomoci NMR. NMR smési naznacila
pfitomnost aminoskupiny v poloze C-9 a benzylovou oxidaci, vzhledem K ptitomnosti

dalSich necistot vSak nebylo mozno ziskat smysluplna data oxidovanych slozek.
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5.5 Vliv funkénich skupin (NO,-, OH-, NH,-) v poloze C-9 ellipticinu na

metabolismus jednotlivych derivata

Jak je uvedeno v kapitole 4.5.5, 9-nitroellipticin, podobné¢ jako ellipticin, je
metabolizovdn jaternim mikrosomalnim systémem za pfitomnosti NADPH-generujiciho
systému. Naproti tomu 9-hydroxyellipticin, a ani 9-aminoellipticin, mikrosomy oxidovany
nejsou. Nedochazi ktvorbé zadnych metaboliti. Podobné chovani ellipticinu a 9-
nitroellipticinu a také podobnost mezi 9-hydroxyellipticinem a 9-aminoellipticinem
z hlediska jejich oxidace mikrosomy, by mohla souviset pravé s polaritou téchto latek.
Ellipticin je podobné jako 9-nitroellipticin relativné nepolarni latkou, jejich oxidaci
katalyzovanou pouzitymi mikrosomalnimi systémy vznikaji metabolity téchto latek, které
jsou vzdy polarnéj$i nez plivodni slou€enina.

9-Hydroxyellipticin a také 9-aminoellipticin jsou vSak oproti pfedchozim dvéma
latkhm mnohem polarnéj$i, coz by mohl byt divod, pro¢ nejsou metabolizovany. 9-
Hydroxyellipticin vznikd oxidaci ellipticinu a jednd se o jeho nejpolarnéjsi metabolit.
Zjisténi, Ze tento metabolit neni dale oxidovan, odpovida vysledkiim ziskanym pfti studiu
oxidace ellipticinu, zadné dihydroxyderivaty ¢i dokonce vicendsobné hydroxylované
derivaty nevznikaly [46]. Bylo také prokazano, ze pravé 9-hydroxyellipticin je produktem,
ktery je metabolitem detoxika¢nim, tedy metabolitem, ktery se snadnéji vylucuje
z organismu [46]. 9-Hydroxyellipticin a 9-aminoellipticin zfejmé nejsou oxidovany pravé
proto, Ze jsou uz tak polarni, Ze nejsou dobrymi substraty cytochromii P450
mikrosomalnich systémi.

Hydroxylova a aminoskupina v poloze C-9 ellipticinu tedy na rozdil od nitroskupiny

brani oxidaci téchto sloucenin.
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6 Zavér

Na zakladé vysledkti uvedenych v této diplomové praci lze fici, ze vétSina
stanovenych cilt byla splnéna. Byly pfipraveny derivaty ellipticinu modifikované v poloze
C-9 — 9-nitroellipticin a 9-aminoellipticin. 9-Nitroellipticin byl pfipraven nitraci ellipticinu,
ktery byl pro tento uCel pfipraven syntézou, jeZ vychazela z indolu a 2,5-hexandionu.
Takto ziskany 9-nitroellipticin byl pouzit jednak pro piipravu 9-aminoellipticinu, jednak
pro syntézu 13-hydroxyellipticinu.

Opakovani postupu ptipravy 13-hydroxyellipticinu popsané v literatuie [11] vSak
ukazalo, Ze tato prace obsahuje celou fadu nepiesnosti a je pomérné obtizné
reprodukovatelna. Podafilo se také zjistit, ze pii oxidaci 9-nitroellipticinu publikovanou
metodou vznikd kromé 13-acetoxy-9-nitroderivatu také jeSt€é minimalné jeden dalsi
produkt — velmi pravdépodobné 12-acetoxy-9-nitroellipticin, coz je zjisténi, které se
Vv literatui'e zatim neobjevilo. Redukce 13-acetoxy-9-nitroellipticinu publikovanou metodou
vedla k znatelnému rozkladu reakéni smési na velice polarni produkty (pravdépodobné
oligomery derivatl ellipticinu). V rdmci této diplomové prace byla proto vyvijena nova,
vhodnéj$i metoda redukce nitroskupiny 13-acetoxy-9-nitroellipticinu. Velice S$patna
rozpustnost této latky v naprosté vétSiné rozpoustédel vSak nakonec vyloudila pouziti
vSech vyhodnéjsich alternativnich metod redukce, jako napi. redukci H, na Pd. Vzhledem
k uvedenym problémum se proto nepodatilo v této praci reprodukovat postup ptipravy 13-
hydroxyellipticinu, ptestoze byl cely postup mnohokrat opakovéan, coz vyzadovalo
opakovat pomérn¢ pracnou syntézu 9-nitroellipticinu vice nez ttikrat.

9-Nitroellipticin a 9-aminoellipticin ziskané v této praci byly spolu s komeréné
dostupnym 9-hydroxyellipticinem nasledné vyuzity pro studium jejich metabolismu ve
srovnani s nemodifikovanym ellipticinem. Bylo zjisténo, Ze v pfitomnosti jaterniho
mikrosomalniho systému laboratorniho potkana premedikovaného Sudanem I, PCN,
ethanolem a fenobarbitalem a také v pfitomnosti kontrolniho jaterniho mikrosomalniho
systému nepremedikovanych laboratornich potkanti dochazi k oxidaci 9-nitroellipticinu za
tvorby nejmén¢ 4 metabolitii. Porovnanim chromatografickych vlastnosti t€chto metaboliti
s metabolity ellipticinu bylo zji§téno, Ze se pouze nepatrné lisi v retenénim case, podobné
jako zékladni latky ellipticin a 9-nitroellipticin. Pfitomnost NO; skupiny v poloze C-9
ellipticinu totiz v zasadé neméni hydrofobicitu zakladni molekuly. Naproti tomu 9-amino-

ani  9-hydroxyellipticin  oxidaci uvedenymi jaternimi mikrosomalnimi systémy
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nepodléhaly. Porovnani chromatografickych vlastnosti téchto dvou poldrnich derivata
ellipticinu ukézalo, Ze se jejich reten¢ni Casy lisi také jen velmi nepatrné (obr. 22, str. 60),
stejné jako je tomu u dvojice latek ellipticin a 9-nitroellipticin.

Z uvedenych vysledkti metabolickych experimentli je mozno nastinit, jaky vliv ma
charakter funkéni skupiny ptitomné v poloze C-9 ellipticinu na metabolismus tohoto
derivatu. Je-li tato skupina nepolarni, jako v ptipadé 9-nitroderivatu, je takovy derivat
oxidovan mikrosomalnimi cytochromy P450 podobn¢ jako ellipticin. Struktura metabolith
tvofenych oxidaci 9-nitroellipticinu mikrosomy bude charakterizovana v dalSich studiich
laboratote, kde byla ptredkladana prace vypracovana.

Naopak ptitomnost polarni skupiny v poloze C-9, konkrétné NH, a OH skupiny,
vede K substratu, ktery nepodléha oxidaci cytochromy P450. Toto pozorovani mize mit,
poté co bude dostatecné ovéeteno, zasadni vliv pro nadvrh moznych chemickych modifikaci
ellipticinu s cilem ziskat G¢inngjsi 1é¢ivo. Vhodnou volbou funkéni skupiny v poloze C-9

takového derivatu je totiz mozno ovlivnit ,,metabolicky osud* zamysleného 1é¢iva.
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