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1. UVOD

1.1 Cytostaticke latky

Cytostatické latky (antineoplastika, antitumordzni latky) jsou 1é¢iva pouzivana
pfi terapii malignich nddorovych onemocnéni. Maji vliv nejen na nadorové buiky, ale
1 na dalsi struktury, coz je pfic¢inou jejich nezddoucich u¢inkl. Tyto Gcinky se Casto
projevuji v rychle se délicich tkanich (krvetvorné builky, eliminujici organ, bunky
sliznice travici soustavy, gonady). Cytostatika zpomaluji rast nadorovych bunék
riznymi mechanismy:

a) poskozeni struktury a funkce DNA — alkylujici latky, latky tvotici komplexy
s DNA (interkala¢ni latky), latky zptisobujici destrukci DNA (radiomimetika)

b) inhibice biosyntézy nukleovych kyselin — analogy kyseliny listové, analogy
purinovych a pyrimidinovych bazi

C) inhibice proteosyntézy

d) inhibice mitézy (posSkozeni struktury a funkce mikrotubuli) — alkaloidy Vinca
rosea, taxany (izolovany z ur¢itych druhu tisu), podofylotoxiny (alkaloidy
Podophyllum peltatum)

V této praci bude déle uveden piehled v soucasnosti pouzivanych cytostatickych
latek. Jejich déleni vychazi pfedevSim ze strukturni podobnosti, ale neopomiji ani

jejich ptivod ¢i mechanismus ucinku.

1.1.1 Dusikaté yperity

Svym mechanismem u¢inku se tyto latky fadi mezi alkylacni 1é¢iva. Chemické
zmény vyvolané alkylaci substratu (nukleova kyselina, molekula bilkoviny) mohou byt
nékolikerého typu. Nejcastéjsi jsou prosta substituéni reakce (nejsnaze podléha alkyla-
ci dusik N7 guaninu) a bifunkéni substituce, ktera vyzaduje alkylaéni ¢inidlo se dvéma
funkénimi skupinami. Ty pak vytvateji vazbu mezi dvéma sousednimi guaniny té¢hoz
fetézce nebo fetézci sousednich. Vznikd tak pevnd kovalentni vazba mezi fetézci
DNA, kterd brani jejich separaci pfi replikaci. Tim je inhibovdno bunécéné déleni.
Jelikoz struktura DNA maé rozhodujici tlohu v Zivoté buiiky (nejen transformované,

ale i somatické), nelze se p¥i pouZiti alkyladnich latek vyhnout celkové toxicits.*
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Charakteristickym rysem této skupiny sloucenin je pfitomnost bis(2-
chlorethyl)aminoskupiny v molekule. Za fyziologickych podminek dochazi ke vzniku
aziridiniového kationtu (Obr. 1), ktery je vlastnim alkylaénim ¢inidlem. Do této
skupiny latek patfi velmi vyznamna cytostatika. Cyklofosfamid vyvolava relativné
nejmensi nevolnost zI1ékt této skupiny. Pouziva se v kombinaci s ostatnimi
kancerostatiky na léCeni naprosté vétSiny nadort. Ifosfamid je isomerem
cyklofosfamidu. Melfalan se pouziva pro 1é¢eni mnohocetného myelomu, nadoru
ovarii a prsu. Chlorambucil se uziva v oralni 1ékové formé pii 1é¢eni CLL (chronicka
lymfaticka leukémie) a nadord ovarii. Spiromustin je uréen pro 1é¢eni mozkovych
nador, je ale zna¢né neurotoxicky. Trofosfamid, mafosfamid a 4-hydro-

peroxycyklofosfamid jsou derivaty cyklofosfamidu.?
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1.1.2 Estery kyseliny methansulfonové (alkylsulfonaty)

Jedna se opét o alkylacni ¢inidla alkylujici nukleové kyseliny. Zakladem jejich
struktury jsou dv¢ alkansulfonové kyseliny, oddélené vzajemné riznym poctem uhlika.
Busulfan je vyuzivan v 1é¢bé primarni polycytémie a chronické myeloidni leukémie,
je vsak cytotoxicky i pro bunky v klidovém stavu. Sdm muze pisobit jako karcinogen.
Treosulfan je indikovan pro nador ovarii a na ALL (akutni lymfoblastova leukémie).
Je to rovn&Z bifunkéni alkylaéni &inidlo.?
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1.1.3 Aziridiny (ethyleniminy)

Je to skupina alkylacnich latek ptibuznych dusikatym yperitim. Charakteristicka
je ptitomnost aziridinového kruhu, jehoz elektroneutralita zodpovida za nizsi reaktivitu
pii alkylacich ve srovnani s yperity (viz Obr. 1). Predpoklada se, ze latky vytvaii
kfizovou vazbu mezi obéma komplementarnimi fetézci DNA stejné jako piirodni
antibiotikum mitomycin C (obsahuje chinonové jadro kondenzované s dal§imi
dusikatymi heterockly, vcetn¢ aziridinového). Nejpouzivanéjsi ztéto skupiny je
thiotepa, a to pro 1é¢eni nadort mocového méchyie a u transplantaci kostni dien¢.
Triethylenmelamin a triazichon maji jen omezené pouziti, diazichon je
perspektivnéjsi. Je dostatené lipofilni, aby pronikal mozkomi$ni bariérou a mohl byt

v 194 W 14 o 2
vyuzit v 16cbé nadort mozku.

Thiotepa

1.1.4 Derivaty nitrosomocoviny

Tato vyznamnd alkylaéni c¢inidla jsou zaloZzend na tvorbé 2-
chlorethyldiazoniového Kationtu, ke které¢ dochazi ve fyziologickych podminkach
vlivem nukleofilniho ataku. Nejcast&ji alkyluji guanin v poloze 6. Karmustin se
pouziva k 1é€eni primarniho intracerebralniho tumoru (jeho vysoka lipofilita umoziuje
prunik do mozku) a mnohocetného myelomu, lomustin kl1éceni nadort CNS
a lymfomi, semustin pro gastrointestinalni tumory. Streptosotocin je pfirodni
antimikrobialné ucinna latka izolovana ze Streptomyces achromogenes. Ptitomnost
cukerné slozky v jeho molekule zodpovida za slabsi alkylaéni aktivitu, pouziti je
omezeno vysokou nefrotoxicitou. Semisynteticky chlorosotocin je méné
neurotoxicky. Oblast derivati mocoviny je pfedmétem intenzivniho vyzkumu, hledaji

, cvvr .. 1.2
se latky s niz§i toxicitou.™
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1.1.5 Hydraziny

V této skupiné cytostatik nejsou zcela vyjasnéné¢ veskeré mechanismy ucinku,
ale alkylace mezi né¢ v kazdém piipadé patii. Dakarbazin obsahuje ve své struktuie
imidazolovy kruh snavazanou karboxamidovou a dimethyltriazenovou skupinou.
Za fyziologickych podminek uvolfiuje methylujici diazomethan, kromé toho jako
analog purinu ovliviiuje syntézu DNA dal§imi mechanismy. Pouziva se pro léCeni
Hodgkinova lymfomu, maligniho melanomu a sarkoml. Prokarbazin je
methylhydrazinovy derivat urCeny pro mnohocetny myelom. V buiice je konvertovan
na u¢inné metabolity, aktivuje se z n¢j methylskupina, ktera alkyluje DNA."?

H
N

'U/ / N\\N_N/CHg

\

CONH, CHg

Dakarbazin

1.1.6 Komplexni slou€eniny platiny

Tato skupina anorganickych slouenin ma alkylacni mechanismus ucinku.
Obecné se jednd o komplexni slouceniny platiny s koordinaénim ¢islem 4 nebo 6.
Ligandy téchto komplexi mohou byt nahrazeny nukleofilnimi ¢asticemi (thiolovou
skupinou, dusikovymi atomy aminoskupin), je tedy vytvafena vazba s dusikem
purinovych a pyrimidinovych bazi v molekule DNA. Efekt téchto latek byl objeven
nahodné pii studiu vlivu elektrolyzy na rast kultury E.coli pfi pouziti platinové
elektrody a chloridu amonného jako elektrolytu. Bylo zji§téno, Ze inhibici zplsobuje
platinovy komplex vznikajici na elektrods , ktery je dnes znam jako cisplatina.’

Protinadorovy ucinek zavisi na geometrii molekuly: trans-isomery jsou inaktivni,
cis-isomery vymeénuji své ligandy (chloridové, karboxylatové) za nukleofily.
Komplexy s koordinaé¢nim ¢islem 4 jsou planarni, komplexy s koordina¢nim ¢islem 6
jsou hexaedralni a méné toxické. Reaktivita téchto slou€enin je soustfedéna na Ny-
polohu guaninu. Nejstar$i a nejpouzivanéjsi cisplatina je vysoce nefrotoxicka. Piesto
se uzivd u nadort varlat, vajecnikli, mo¢ového méchyie, vétSinou v kombinacich
Sjinymi cytostatiky (vincristin, vinblastin), jejichz ucinek Casto zvySuyje.
Karboplatina se pouziva v chemoterapii nadord prsu, ovarii, varlat a ORL

(otorinolaryngologickych) nadort, nevyhodou je hematologicka toxicita. Karboplatina



Uvod

se proto podava v kombinaci s thiosiranem sodnym (donator siry), ktery vaze tézké
kovy a snizuje tak toxicitu. Oxaliplatina ma vyuziti v 1é¢bé kolorektalniho karcinomu
stejné jako endoplatina. Iproplatina a zeniplatina jsou derivaty se sniZzenou

nefrotoxicitou.t

H3N cl
Pt<

H3N Cl
Cisplatina

1.1.7 Kamptotecin a jeho analoga

Tyto latky plsobi mechanismem inhibice topoizomerdzy I, coz je enzym
zéasadniho vyznamu pro pribéh replikace DNA. Docasnym pierusenim fetézce DNA
umozni topoizomeraza zahdjeni replikace a fetézec pak opét spoji. Blokddou funkce
tohoto enzymu nedojde ke spojeni fetézcl a vzniklé zlomy v DNA jsou pro buiku
letalni. Kamptotecin obsahuje ve své struktufe aromaticky chinolinovy Kkruh
a hydroxylakton, je obsahovou latkou rostlin Camptotheca acuminata a Mappia
foetida. Pro piili§ velkou ireverzibilni toxicitu a nizkou rozpustnost bylo od jeho
klinické aplikace opusténo, ale zacaly se pouzivat semisyntetické rozpustné derivaty
(vznikajici substituci chinolinového kruhu) irinotekan a topotekan, které maji vyuziti
pii 1écbé kolorektalniho karcinomu a karcinomu ovarii. Kamptoteciny nepodléhaji
mnohocetné 1ékové rezistenci (multiple drug resistance, MDR), kterd nepfijemné

omezuje protinddorovou terapii nékterymi cytostatiky.l’?’

(H3C)2N

HO

e

HaC OH ¢}

Topotekan
1.1.8 Antracyklinova antibiotika

Mechanismus plsobeni téchto latek a jejich semisyntetickych derivatl je

schopnost interkalace (vmezefeni) a z toho vyplyvajici inhibice topoizomerazy II.
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Molekula cytostatika se zasune mezi dvojspiralu DNA, kde se vaze vodikovymi
mustky a vysledkem je inhibice replikace a transkripce (a samozfejmé znemoznéni
vazby topoizomerazy). Tuto schopnost interkalace ma planarni aromaticka ¢ast
molekuly. Obecné maji tyto latky charakter glykosidii. Skladaji se z cukerné slozky
a aglykonu, coz je tetracyklicky systém obsahujici antrachinon. Latky byly izolovany
z kultur plisné Streptomyces. Doxorubicin (adriamycin) je jedno ze zakladnich
a nepostradatelnych cytostatik, jak pro 1é¢bu hematologickych malignit, tak pro solidni
nadory. Jeho kardiotoxicitu lze omezit podanim kardioprotektiva dexrazoxanu.
Daunorubicin a aklarubicin jsou ur¢eny pro terapii ALL a AML (akutni myeloidni
leukémie). Pirarubicin je derivat doxorubicinu indikovany hlavné pro karcinom prsu,
endometria a zaludku. Dal§i semisyntetickd antrachinonova antibiotika jsou
idarubicin, zorubicin a epirubicin.**

Tento dvoji mechanismus u¢inku mizeme najit i u dalsich latek. Mitoxanthron
se strukturné podoba antracyklinovym antibiotikim. Je to derivat anthrachinonu
vyuzivany pii 1é¢bé AML a né€kterych solidnich tumord. Jeho analog ametanthron je
klinicky zkousen. Ze skupiny anthrapyrazolii je vyznamny pyroxanthron. Amsakrin

obsahujici akridinovy kruh se uplatituje vyhradn& pfi 1é¢eni leukémii (AML)."?

0 OH 0
OH
‘IO‘ T OH
////,,,,,
OCHjg o] OH
5 NH,
Doxorubicin
CHg

1.1.9 Aktinomyciny

Mechanismem tuc¢inku je opét interkalace a inhibice topoizomerazy Il. Struktura
téchto latek obsahuje 2-aminofenoxazin-3-onovou chromoforovou skupinu a dva
pentapeptidové laktonové Kruhy. Sekvence aminokyselin v peptidovém kruhu ma
vyznam pro protinadorovou aktivitu. Dnes uz se pouziva pouze aktinomycin D a to
u Wilmsova nadoru, Ewingova sarkomu a nadort varlat. Byl ziskan z kultur
Streptomyces antibioticus. Dulezitym vedlejSim efektem je jeho pusobeni

proti reparaci DNA, coz n¢kdy synergicky stupiiuje efekty jinych cy‘tostatik.z’3
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Aktinomycin D
1.1.10 Bleomyciny a peplomyciny

Tato skupina protinadorovych antibiotik byla izolovana ze Streptomyces
verticillus. Jedna se o smés glykopeptidt, pficemz hlavni jsou bleomycin A2 a B2.
Svym mechanismem ucinku se fadi mezi radiomimetika, coz jsou latky $té€pici vazby
mezi nukleotidovymi jednotkami v DNA obdobné¢, jako k tomu dochazi vlivem zéfeni.
Ke stépeni dochdzi radikalovym mechanismem na uhlikovych atomech cukerného
zbytku 2°‘-deoxyribonukleotidu. Tento proces je podminén piitomnosti kysliku
a kovovych iontl (Zelezo nebo méd’) schopnych vytvofit redoxni systém. Struktura
bleomycinu je slozitd. Na DNA se selektivné vaze Cast zvana ,.tripeptid S* slozena
z threoninu, bithiazolu a C- konce. N- konec zodpovédny za vazbu kovu obsahuje
glykosylovany p-hydroxyhistidin a substituovanou pyrimidinkarboxylovou kyselinu.
N- a C- konce bleomycinu jsou spojeny substiutovanou kyselinou valerovou.
Bleomycin je pouzivan pro terapii testikularnich nadord, koznich karcinomu
a karcinomu délozniho ¢ipku. Peplomycin ma obdobné vyuziti, zvlasté ucinny je

u karcinomu prostaty.**

1.1.11 Vinka alkaloidy

Tyto latky vykazuji antimitotickou aktivitu. Blokada bunééné mitdzy v metafazi
nastava v duasledku defektni polymerizace tubulinu. Vinka alkaloidy pochazeji
z amerického barvinku Vinca rosea. Maji strukturu dimeru slozeného z indolového
a indolinového jadra. Lisi se v substituentu navazaném na dusik dihydroindolové
(indolinové) casti. Maji velmi vyznamné uplatnéni v klinické praxi. Vinkristin se
uziva pro léceni Hodgkinova lymfomu, jako slozka ,koktejld* pfi terapii nadort

vajecnikti a karcinomu prsu. Vinblastin ma Sirsi spektrum pouziti, v monoterapii
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hlavné¢ u ALL jako soucast kombinaci napt. u Ewingova sarkomu. Vinorelbin
je anhydroderivat vinblastinu, ma niz§i neurotoxicitu, protoze neptisobi na polymeraci
tubulinu v neuronech. Pouziva se u karcinomu plic, ovaria a prsu. Vindesin je
deacetylderivat vinblastinu pouzivany u ALL, AML a maligniho melanomu.t%?

OH

Vinkristin

1.1.12 Podofylotoxiny

Podofylotoxin je obsahova latka kefe Podophyllum emodii, P. peltatum
a Juniperus virginiana. Ma vyrazny inhibi¢ni u¢inek na mitézu. V praxi se pouziva jen
k topické aplikaci. Jeho struktura je planarni. Tvoii ji tetrahydronaftalen
kondenzovany s 1,3-dioxolanovym a laktonovym kruhem. U dale uvedenych
semisyntetickych ~ derivati  doSlo  strukturnimi  zménami  (Substituce tetra-
hydronaftalenového kruhu cukernou slozkou) také k radikalni zméné mechanismu
u¢inku. Derivaty maji na rozdil od podofylotoxinu cytostatickou aktivitu vyvolanou
inhibici topoisomerasy II. Etoposid je oralni preparat pouzivany u malignich
lymfomt, testikularnich nadorti a dalSich neoplasii. Jeho analog teniposid se uziva

Xt . . (1l X < R
pro lé¢eni ALL, nadord mozku, karcinomu délozniho ¢ipku a moc¢ového méchyie. 3

OCH,

Podofylotoxin
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1.1.13 Taxany

Jedna se o latky piirodniho ptivodu. Mechanismus jejich G¢inku je inhibice
depolymerizace tubulinu, ptsobi tedy opacné nez vinka alkaloidy. Tento efekt
stabilizujici strukturu mikrotubull eliminuje nejen jejich funkci pii mitdze, ale plsobi
téZ omezeni bunééné motility. Paklitaxel (taxol) izolovany z kary tisu Taxus brevifolia
je diterpenoidni slou¢enina. Z duvodu nizkého obsahu ucinné latky v ke
a neobnovitelnosti zdroje byla hledana nahrada. V jehli¢i Taxus baccata byl nalezen
bakatin, bezprostiedni prekurzor paklitaxelu. Dale byly syntetizovany derivaty liSici
se charakterem acylaminovych a acyloxylovych zbytki na diterpenoidnim jadie.
Docetaxel je jako jediny z nich U¢inné&jsi nez paklitaxel. Hlavni indikaci obou latek
je karcinom ovaria a prsu, ¢asto se podavaji v kombinaci s cisplatinou, doxorubicinem

apod.”?

OCOCH3; O

NHCOPh O

Ph Y Ol

Ol
I

Paklitaxel ~ (Ph.....fenyl)

Stejné jako taxany maji vyznamny ucinek proti depolymerizaci tubulinu také
dalsi latky ptirodniho plvodu, které jsou pfedmétem intenzivniho vyzkumu.
Epothilony (ptivodné izolované z kultur myxobakterie Sorangium cellulosum) a jejich
semisynteticka analoga jsou latky obsahujici methylthiazolylovy zbytek navéazany
na 16-clenny makrolaktonovy kruh. Dale kryptofyciny, jejichz strukturu tvofi

16-Clenny makrolidovy kruh se dvéma esterovymi a dvéma amidovymi vazbami.?

%
//,,,

HaC

Epothilon A

10
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1.1.14 Homoharringtonin

Mechanismem uc¢inku tohoto alkaloidu (druh Cephalotaxus) je degradace
polyribosomt, ale pfedevsim je zastupcem latek inhibujicich proteosyntézu. Je to latka
se silnym antileukemickym efektem, jejiz vyuziti v kombinaci s dal§imi

antineoplastiky je v soucasnosti podrobovéno vyzkumu. 3

1.1.15 Antimetabolity

Antimetabolity jsou chemicky obménéné piirozené metabolity (analoga
metabolitll), které ovliviiuji metabolické procesy probihajici v buiice. Jejich plisobeni
je vzdy spojeno s ovlivnénim pribéhu enzymové reakce nebo jejiho produktu a tcinek
zalozen na principu strukturni podobnosti S pfirozenou latkou a na rozpoznani této
modifikované latky enzymem. Vysledkem vzajemné interakce antimetabolitu
S enzymem muze byt:

e prosta inhibice enzymem katalyzované reakce

¢ vznik modifikovaného produktu neschopného dalsi metabolické premény

e pevna kovalentni vazba latky s enzymem a jeho ireverzibilni inaktivace

e vznik modifikovaného produktu inhibujiciho pribéh této nebo dalsi
reakce

¢ vznik modifikovaného produktu jinych fyzikaln&-chemickych ¢i
molekularné-biologickych vlastnosti

e terminace ristu polymerniho fetézce (biosyntéza proteinti nebo
nukleovych kyselin)?

Je pochopitelné, Ze se snazime nalézt takovy metabolicky proces, ktery by byl
typicky jen pro nadorové buiky. Zatim se jej bohuzel nepodatfilo objevit.
V nésledujicich odstavcich budou struéné popsany antimetabolity vyuZivané pii 1é€bé

nadorovych onemocnéni.

Analoga kyseliny listové

Redukci kyseliny listové (jeji struktura se sklada z pteridinu, Kkys. p-
aminobenzoové a kys. glutamové) vznika Kys. tetrahydrolistova, coz je kofaktor
metabolismu jednouhlikatych zbytkli nepostradatelnych pii biosyntéze purini,
thymidinu a methioninu. Enzym katalyzujici tuto pfeménu je dihydrofolat-reduktasa

(DHF-reduktasa). Mechanismem inhibice tohoto enzymu pusobi 4-aminopterin

11
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(kyselina 4-aminopteroylglutamova), coz je derivat kyseliny listové vznikly zaménou
hydroxylové skupiny v poloze 4 pteridinového jadra za aminoskupinu. V p- amino-
benzoylovém zbytku se nachéazi alkylovatelnda NH-funkce, jejiz methylaci ziskdme
vyznamné cytostatikum methotrexat (kyselina 4-amino-N-10-methylpteroyl-
glutamova). Pouziva se pfi 1éCeni solidnich tumord i hematologickych neoplazii.

Edatrexat je urCen piedev§im pro nadory ORL, palitrexat pro kolorektalni

karcinom.?
(0] COOH
NH, N COOH
H
N
NF | X ||\1
A
H,N N N

Methotrexat

Analoga purinovych bazi

Purinové baze (adenin, guanin), resp. jejich nukleotidy, patfi k zakladnim
stavebnim jednotkdm nukleovych kyselin. Kladribin (2-chlordeoxyadenosin) je
Vv buiice fosforylovan na aktivni metabolit, ktery inkorporaci do DNA a RNA ptisobi
poruchu jejich syntézy. Inhibuje téz opravu poSkozené DNA. Pouziva se u HCL
(trichocelularni leukémie), kde ma zcela zaruceny ucinek, dale u ALL, AML a CLL.
Fludarabin se uziva v terapii CLL. Dalsi vyznamné latky jsou merkaptopurin

a thioguanin.*?

A
A

N N

Cl
Ho/\g

OH

NH,
o

Kladribin

Analoga pyrimidinovych bazi

5-Fluorouracil je intracelularné pfeménén na aktivni antimetabolity, pfi¢emz
jeden se inkorporuje do DNA a poskozuje jeji funkci, druhy je inhibitorem
thymidylatsynthasy, zptsobi tedy thyminovou smrt buiikky. Pouziva se pro terapii

kolorektalnich nadord, karcinomt Zaludku a jater, v topické formé i k 1é€bé koznich
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nadorti. Nema pfili§ vyhodné farmakologické vlastnosti, proto se vyvijeji a uspésné
pouzivaji jeho profarmaka - tegafur, floxuridin, doxifluridin. Cytarabin
(cytosinarabinosid) je analog cytidinu, ve kterém je rib6za nahrazena arabindzou. Je to
jedno z nejznaméjsich cytostatik, pouziva se pro léeni AML, ALL, malignich
lymfomti a v dal$ich indikacich jako soucast kombinované 1écby. Gemcitabin
(2°,2°-dideoxydifluorcytidin) patii ke druhé generaci cytosinovych cytostatik, je urcen

hlavné pro bronchogenni karcinom.™?

Fluorouracil

1.1.16 Hormonalni latky

Hormonalni 1écba se pouzivd v onkologii déle nez chemoterapie. Bylo totiz
zjisténo, ze rast nékterych nadorovych onemocnéni je hormonalnd zavisly. U¢inek
hormontl je vdzan na pfitomnost specifickych bunéénych receptorti a pravé ty byly
objeveny u bunc¢k hormon-dependentnich nddor. Hormony jsou steroidni latky
s malymi hydrofobnimi molekulami.

e Pohlavni hormony

Latky pouzivané v terapii karcinomu prostaty, prsu a endometria. Stale vice se
pouzivaji predev§im antihormony. Vyznamny je napf. nesteroidni antagonista
androgennich receptort flutamid nebo antiestrogen tamoxifen.

e Hormony kury nadledvin

Jedna se o pfirozeny glukokortikoid kortizol a jeho syntetické derivaty, napf.

prednizon a dexametazon. Pouzivaji se v terapii leukémii a lymfomu.
e Inhibitory aromataz

Aromatazy jsou odpoveédné za finalni stupen konverze steroidi (androstendionu,
testosteronu) na estron a estradiol. Jejich inhibitory tedy vyvolaji depleci estrogentl,
coz je piinosné pii 1écbé nadorti zdvislych na téchto hormonech (karcinom prsu,
endometria). Mimofadné ucinna a dobfe tolerovana 1é¢iva jsou fadrozol a anastrozol.
Aminoglutetimid je nejen inhibitorem aromataz, ale inhibuje také vznik hormonti

V kife nadledvin.
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¢ Analoga hypotalamickych hormoniu
Somatostatin a gonadoliberin jsou hormony s regulaéni funkci. Ridi uvoliiovani
hormonti, napf. somatostatin inhibuje uvoliiovani rdstového hormonu, prolaktinu
a tyreotropinu. Jeho analog oktreotid piisobi na endokrinné aktivni nadory (napf.
inzulinomy), na nichz se nachazeji specifické somatostatinové receptory. Tlumi

endokrinné vazané symptomy (hypoglykémie).l’2

CHs
H CoHs
N

CHg NH,
(0]
O,N o N o)
H
CF3
Flutamid Aminoglutetimid
1.1.17 Vybrané perspektivni latky ve vyvoji

Existuje cela fada dalSich cytostatickych latek potencialné vyuzitelnych v 1é¢be,
které jsou v soucasnosti podrobovany védeckému zkoumani. Nekteré z nich jsou
popsany nize.

e Kombretastatiny

Tyto latky putsobi stejnym mechanismem jako podofylotoxin, rozvolnuji
strukturu mikrotubulil a tim inhibuji mitéozu. Kombretastatin A4 byl izolovan z ktiry
stromu Combretum caffrum. Je to cis-stilbenovy derivat. Kombretastatiny délime
do c¢tyt skupin na zaklad¢ jejich struktury. Kombretastatiny A (cis-stilbeny) a B
(diaryl-ethyleny) obsahuji dvé fenylova jadra spojena dvouuhlikatym fetézcem, ktery
je bud’ nenasyceny (v pfipad€ stilbenll) nebo nasyceny. Fenylové kruhy jsou
substituovany methoxylovymi a hydroxylovymi skupinami v riznych polohach.
Kombretastatin C obsahuje chinonové jadro. Skupina D ma charakteristickou strukturu
makrocyklického laktonu. Tyto latky jsou podrobovany intenzivnim studiim
a klinickému testovani. Vyznamny je jejich vliv na cévni zasobeni tumord, fada z nich
mé antivaskularni a antiangiogenni Gginky.**

e Bryostatiny

Jejich 20-Clenny makrolaktonovy kruh obsahuje 3 pyranovd jadra. Vykazuji
zajimavé biologické aktivity, kromé cytotoxicity napf. imunostimulace. Jejich uziti
V monoterapii se nezdd byt pfinosné, ale mohly by byt soucasti kombinované 1écby

leukémii.’
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1.1.18 Dalsi latky

Mitotan je derivat znamého insekticida DDT. Jedna se o cytostatikum
s vysokym stupném selektivni toxicity. Pasobi atrofii urcitych casti kliry nadledvin
a inhibuje vznik steroidii. Na zaklad¢ této selektivni ucinnosti byl zaveden do terapie
adrenokortikalnich karcinomd.*

L-asparaginaza je proteinovy enzym, Katalyzujici hydrolyzu extracelularniho
asparaginu (na molekulu aspartamu a amoniaku). Leukemické a nékteré jiné
neoplastické bunky nejsou schopny syntetizovat asparagin potiebny pro svij rast
a jsou odkazany na mimobunécné zdroje. Nedostatek asparaginu indukovany

L-asparaginazou zpisobuje jejich destrukei. Latka se pouZiva predevsim v 16¢b& ALL.?

Z predchoziho textu je ziejmé, ze cytostatické latky jsou latky rtiznych struktur,
mezi nimiz nelze najit zddnou podobnost. Pti vyzkumu a hledani novych potencilnich
antineoplastik se tedy mtzeme zabyvat latkami jakékoliv struktury, at’ jsou ptirodniho

nebo syntetického ptivodu.

1.2 Vyvoj novych cytostatickych latek

Systematické klinické zkouSeni farmak s antitumor6znim u¢inkem bylo zahajeno
po druhé svétové valce, kdy se zacaly podavat alkylujici latky. Od t¢ doby bylo
identifikovano (pokud se tye ucéinku a toxicity) vice nez 50 farmak riznych
farmakologickych skupin a struktur.* Mezi nejpouzivangjsi postupy pti hledani novych
latek patfi modifikace predlohové struktury o urcité aktivité, na zakladé které lze
piipravit fadu derivatt a dle jejich aktivit posoudit, jakym smérem by se mély ubirat
dalsi strukturni obmény. Lze konstatovat, ze pfi vyvoji novych cytostatik se pfili$
nehledi (na rozdil od 1é¢iv jinych terapeutickych skupin) na parametry toxicity, nebot
se jednad o léciva zachranujici lidské Zivoty.

V dnesni dobé se stale Castéji obracime k ,,moudrosti® pfirody. Sama pfiroda je
totiz unikatnim zdrojem odlisnych biologicky aktivnich molekul, jejichz struktura byla
optimalizovdna v pribéhu evoluce. Ackoli vyznam biosyntézy nékterych
nizkomolekularnich pfirodnich latek neni vzdy zcela jasny, zda se, ze mnoho téchto

struktur ziskalo schopnost selektivni vazby na proteiny se strategickymi funkcemi
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pro zivé organismy. Kazda latka schopna selektivné se vazat a nasledné aktivovat ¢i
inhibovat tyto klicové proteiny, je potencialnim lé¢ivem. Role téchto ptirodnich
produkti ve vyzkumu a vyvoji novych 1éCiv je tedy ziejma. Tyto latky maji ruzné
vlastnosti, funkce a ucinky, diky nimz se stavaji prototypy novych Ié¢iv.

Pfipravit pozadované mnozstvi pfirodni latky tradi¢ni izolaci a ¢iSténim je Casto
obtizny ukol. Potom je vyhodné pfipravit latku chemickou syntézou, ktera zajisti
dostate¢né mnozstvi pro biologické hodnoceni in vitro a in vivo. Dalsi pfednosti
syntézy je moznost zkoumat vztah mezi strukturou a aktivitou latky na molekularni
urovni. Ziskané poznatky se vyuziji k systematické upravé piirodni latky, eliminaci
toxickych ¢asti molekuly, zlep$eni Gi¢innosti a farmakokinetického profilu. Diky témto
moznostem hraje vyzkum piirodnich produkti v kombinaci s chemickou syntézou
vyznamnou roli pfi hledani a vyvoji potencialnich 1é¢iv.”

Mezi sekundarnimi metabolity nachdzime mnoho cennych cytostatickych latek.
Vykazuji také antibakterialni aktivitu, ¢imZ je vysvétlena jejich prospé$nost pro zivé
organismy. Ptitomnost antibakteridlnich latek je totiz prokazatelné¢ vyznamna
a univerzalni evoluéni vyhoda. Minimaln¢ 60 % latek s cytostatickou aktivitou
objevenych za poslednich 22 let je pfirodniho pivodu. Vyzkum téchto latek a syntéza
jejich analogti se zda byt hodnotnéjsi, nez ndhodny screening obrovského mnozstvi
synteticky pfipravenych latek Sndhodnou strukturou. Také tdaje z klinické praxe
sv€déi o terapeutické hodnoté piirodnich latek. Paklitaxel, vinblastin, etoposid
a adriamycin patfi mezi nejCastéji uzivana a vysoce efektivni IéCiva v boji
proti rakoviné formou chemoterapie. Dalsi analogy pfirodnich latek (halichondrin
a epothilon) jsou ve fazi klinického testovani.”

Neustalé zdokonalovani diagnostickych metod a ztoho plynouci odhalovani
novych druhii nadort si zada vyzkum a vyvoj novych latek, nehledé na to, ze 1éCiva
pouzivana v soucasnosti nejsou ¢asto v 1é¢bé dostateéné efektivni (jeden z problémi je
vyskyt mnohocetné 1ékové rezistence - MDR, kdy pomoci transmembranového
P-glykoproteinu dochézi k aktivnimu transportu cytostatik ven z buriky a tim se sniZuje

jejich Gi¢inek). Proto je nutny dalsi screening latek nejriizngjsich struktur.*®
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1.3 Cytostaticka aktivita specifického derivatu inkrustoporinu

V roce 2003 byly v odborné literature ° publikovany vysledky studie, ktera se
zabyvala antifungalnimi latkami typu 3-(halogenfenyl)-5-acyloxymethyl-2,5-
dihydrofuran-2-onu, coz jsou derivaty prirodni latky inkrustoporinu. Specificky derivat
3-(4-bromfenyl)-5-acyloxymethyl-2,5-dihydrofuran-2-on 1 vykazoval také urcitou
cytotoxicitu a velmi nizkou akutni toxicitu. Byl podroben testovani cytostatické
aktivity na 4 typech bunétnych kultur, pfi¢emzZ byla zjiSténa vyznamna aktivita
proti buiitkam lidské akutni lymfoblastické leukémie (CCRF-CEM T lymfoblastové
bunky) : MIC =1.5 pg/ml. Struktura tohoto derivatu se stala inspiraci pfi syntéze

dalsich potencialné cytostatickych latek.

Br
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2. CIL PRACE

které se podobaji derivatu inkrustoporinu. Shodné obsahuji 2,5-dihydrofuran-2-onovy
(butenolidovy) kruh, dalsi ¢asti molekuly je heterocyklus (substituovany tetrazol).
Cytostaticka aktivita latek A, B, C, D byla testovana pomoci 4 druhti buné¢nych
kultur. Vysledky jsou patrné z tabulek 1, 2. Tabulka 1 popisuje aktivitu pomoci
inhibice rlstu vyjadiené v procentech proti nartstu kontroly, latky byly testovany
pii koncentraci 1, 5 a 10 uM. Tabulka 2 uvadi hodnoty ICs, (latka A vykazovala
pti koncentraci 10 pM minimalni inhibi¢ni aktivitu, proto stanoveni ICsy nebylo
provedeno). Obecné plati, Ze latka dosahujici ICsp 10 pmol.I* a méng, je vyznamné

cytostatickd a ma smysl se ji dale zabyvat.

A R= H-

N%N\ o B R= CH3CH,S-

N_
,L \/ \ C  R=  CHg(CHp)sS-
) Q " Q\CHZS_
E R= (CH3)2CHS'
Tab. 1 : Inhibice bunééného rustu (% ristu proti kontrole)
L1210 HL-60 HelLa S3 CCRF-CEM

Latka,

C [uM] 1 5 10 1 5 10 1 5 10 | 1 5 10
A - - 86 - - 73 - - 100 | - - 63,80
B 91 20 16 64 | 35 33 - 68 46 - 41 28
C 86 23 14 51 35 33 - - 71 - 56 29
D 94 18 15 56 34 37 - - 71 - 49 32

Buriky L1210 mysi leukemie (ATCC CCL 219), busiky lidské promyelocytdrni leukemie HL-60 (ATCC
CCL 240), buiiky karcinomu delozniho cipku HeLa S3 (ATCC CCL 2.2), CCRF-CEM T- lymfo-
blasticka bunécna linie (ATCC CCL 119)
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Tab. 2 : Inhibice buné&ného riistu (hodnoty ICso, pmol.1™)

Latka L1210 HL-60 HeLa S3 |CCRF-CEM
B 4.6 2,6 8,4 2,3
c 6,3 2,7 >25 3,6
D 6 3,2 >25 3,2

Bustky L1210 mysi leukemie (ATCC CCL 219), buiiky lidské promyelocytdarni
leukemie HL-60 (ATCC CCL 240), buriky karcinomu délozniho ¢ipku HeLa S3
(ATCC CCL 2.2), CCRF-CEM T- lymfoblastickd bunécna linie (ATCC CCL 119)

V literatufe neexistuji systematické studie, které by se zabyvaly cytostatickou
aktivitou butenolidii, a ani nebyly nalezeny prace zabyvajici se timto u derivati
tetrazolu. Jevilo se tak logické zkoumat cytostatickou aktivitu téchto latek pravé
po oddéleni casti butenolidové a heterocyklické, jak naznacuje nasledujici obrazek

(Obr. 2)

\

J 1

| .
s
\

Obr. 2

Vlastnim cilem prace tedy bylo zjistit, ktera slozka molekuly (butenolidovy kruh
nebo substituovany tetrazol) je zodpovédna za cytostatickou aktivitu. Proto jsme
navrhli syntézu série nizeuvedenych derivati 1-fenyl-5-sulfanyl-1,2,3,4-tetrazolu
a jejich testovani za stejnych podminek jako latky A, B, C, D (na stejnych typech

bunéénych kultur).

4-NO,

Z/Z\
\Z
/
pzd
loo I~ I~
pel pe) 0
I [TRT]
T

- 3-OCH,
S—CH, 9 R'= 4-OCH,
10 R'= 4Cl
/ \> 11 R= 4F
\R'
— 12 R'= 3-CH,
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3. VYSLEDKY S KOMENTAREM

3.1. Syntéza 1-fenyl-5-sulfanyltetrazolu

Pro ptipravu téchto latek existuje fada rGznych metod. Vychozim krokem je
dle pivodni metody® reakce aminu se sirouhlikem, kdy vznika 1,3-dialkyl-(1,3-diaryl)-

2-thiomoc¢ovina.

Tato substituovand thiomocovina dale slouzi k pfipravé isothiokyanatu bud’
metodou® destilace thiomo&oviny s vodni parou v prostiedi kyseliny sirové, nebo
metodou’®  zahfivani thiomocoviny s acetanhydridem pod zpétnym chladicem.
Z ptipraveného  isothiokyanatu  vznikd  pusobenim hydrazinu  odpovidajici
thiosemikarbazid.

R HN——NH,

NH, -NH \
R——N=—=C——=S #» HN——-C

\\s

Ten reaguje s dusitanem sodnym v kyselém prostiedi za vzniku 5-alkylamino-

(5-arylamino)-1,2,3,4-thiatriazolu.
R HN——NH,

S R
N/
EN_C/ NaNO,, HCI I />7Nﬁ
\\s N—

Kone¢nou fazi syntézy je zahiivani tohoto substituovaného 1,2,3,4-thiatriazolu
pod zpétnym chladi¢em s hydroxidem sodnym. Po okyseleni vznika pfislusny 1-alkyl-

(1-aryl)-5-sulfanyl-1,2,3,4-tetrazol.

T|/S : / 1. NaOH
NH _ama
N\N/ \\ /ﬁ

N——N
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Popsany zpiisob syntézy je nevyhodny vzhledem k ¢asové naro¢nosti a nizké
vytéznosti reakce.

Na KAOCH Farmaceutick¢ fakulty UK v Hradci Kralové byl navrzen
a vyzkousen modifikovany zptsob syntézy.lg‘14 Jedna se o zptisob vyhodnéjsi nez vyse
uvedené postupy, proto jsme jej vyuzili pro syntézu vychozi latky.

V prvni fazi reaguje aromaticky amin (anilin) se sirouhlikem a triethylaminem

V bezvodém prostiedi za vzniku triethylamoniové soli piislusné dithiokarbamové

HN_//
S’ N H(C2H5)3
N(Csz)s

Dale tato sul (dithiokarbamat) reaguje s ethylchlorformiatem za vzniku

kyseliny.**

fenylisothiokyanatu.

HN—(,// i

S NH(C,Hs)s

CICOOC,Hs
_——

Kone¢nou fazi je 1,3-dipolarni adice azidu sodného (rozpusténého ve vod¢)
na fenylisothiokyanat.'? Okyselenim kyselinou chlorovodikovou vznika 1-aryl-5-
sulfanyl-1,2,3,4-tetrazol.

1. NaN,
N

R

N—N

Pouziti vySe uvedeného zplsobu syntézy arylisothiokyanatu bylo ovéfeno fadou
praci V predesSlych letech.”***  Zakladnim piedpokladem pro pribéh reakce
se sirouhlikem a triethylaminem je dostate¢na bazicita aromatického aminu. Pfi této
reakci 1 nasledném kroku (dithiokarbamat — fenylisothiokyanat) je nutné velmi

intenzivni chlazeni a michani reak¢ni smeési.
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3.2. Moznosti alkylace 1-fenyl-5-sulfanyltetrazolu

Pro piipravu S5-alkylsulfanyltetrazolti lze vyuzit nékolik metod. Vzhledem
k reaktivni Kyselosti —SH skupiny a nukleofilit¢ atomu siry se logicky nabizi vyuziti
substituce nukleofilni (Sy). Ta probiha dvéma limitnimi mechanismy: Syl
(monomolekularni) nebo Sy2 (bimolekularni).™

Reakce probiha bud’ za klasickych podminek, kdy sul (thiolat S°) pfipravena
napi. rozpusténim 1-fenyl-5-sulfanyltetrazolu v alkoholatu sodném  reaguje
s alkylhalogenidem (R-X).'® Reakci podpoiime vhodnou volbou rozpoustédla. V tomto
ptipad¢ je alkylace sodné soli urychlena pouzitim DMF (dimethylformamidu) nebo
DMSO (dimethylsulfoxidu), ale vzhledem k vysoké nukleofilit¢ atomu siry Ize
jako rozpoustdlo pouzit také alkohol.’

Dalsi moznosti je reakce 1-fenyl-5-sulfanyltetrazolu s alkylhalogenidem
v alkalickém prostiedi za p¥itomnosti katalyzatoru fazového prenosu.’® Vychozi latka
a katalyzator fazového prenosu (tetraalkylamoniumhalogenid R*N*X) se rozpusti
Vv toluenu, ptida se alkyla¢ni ¢inidlo (alkylhalogenid R?Y) a roztok hydroxidu sodného.
Ve vodné fazi vznikd z vychoziho 1-fenyl-5-sulfanyltetrazolu odstépenim protonu
odpovidajici sodna stl. Vyménou sodného Kationtu za amoniovy vznikne
tetraalkylamoniumthiolat, ktery muze, po pienosu do organické faze (toluen), reagovat

s alkyla¢nim ¢inidlem za vzniku 1-fenyl-5-alkylsulfanyltetrazolu.

3.3. Vlastni syntéza derivatu 1-fenyl-5-sulfanyl-1,2,3,4-tetrazolu

Vychozi latka (1-fenyl-5-sulfanyl-1,2,3,4-tetrazol) byla ptipravena a vycisténa

standardnim zptisobem a nasledné pouzita pro syntézu jednotlivych derivat.

Pii piipraveé derivati 1-fenyl-5-sulfanyltetrazolu se osvédc¢ila metoda vyuzivajici
katalyzator fazového prenosu. Tento zpusob alkylace je vyhodny diky jednoduchosti,
mensi ¢asové naro€nosti (neni tieba pfipravovat nejprve alkoholat) a ve srovnani

s metodou alkylace sodné soli v bezvodém prostiedi poskytuje vyssi vytézky.
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Syntéza probihala v prostfedi toluenu a 1M roztoku hydroxidu sodného (NaOH)
s ruznymi alkyla¢nimi Cinidly (Ar-CH,-X). Jako katalyzator fazového pienosu byl
pouzit tetrabutylamoniumbromid (BusN*Br). Z vychozi latky 2 se nejprve vytvofila
stl s kationtem BusN™ a po pienosu do toluenové faze vznikl produkt 3 (schéma 1).
Jednotlivé reakce probihaly fadové hodiny s vytézky v rozmezi 25 — 94 % (piesné
hodnoty uvadi tabulka 3) a byly ukonceny vzdy, kdyz TLC analyza ukézala

nepiitomnost vychozi latky v reakéni smési (100 % konverze veskeré vychozi latky

na produkt).
N N /N\
-0 e D) sgeen T
N— BuyN"Br , NaOH N Ar-CH,-X , toluen _
S——CH,
SH S'N'Bu,
7\
N
2 3
Schéma 1
Tab. 3
derivat ¢. substituce vytézek doba reakce
7 Z=H 84 % 2 hod
8 Z=m—0OCHjs; 74 % 4 hod
9 Z=p-0CHj; 55 % 2 hod 30 min
10 Z=p-ClI 25 % 3 hod
11 Z=p-F 94 % 2 hod 30 min
12 Z=m-CHg 92 % 2 hod 30 min

Totoznost lipofilnich produktd jsme po vy&isténi ovéfili na zakladé jejich 'H
a '*C NMR spekter, ktera byla shodna se spektry uvedenymi v literatufe, 20214423

V 'H spektrech vsech derivati se objevil singlet dvou vodiki methylenové
skupiny (4.58 — 4.67 ppm). V *C NMR spektrech se signal uhliku této CH, skupiny
objevil v rozmezi 36.8 — 37.6 ppm, dale se spektra vSech derivati shoduji signalem C;’
uhliku substituovaného benzylu (153.5 — 154.0 ppm). Uhliky benzenového jadra
navazaného ptes —S—CH>— na jadro tetrazolu jsou znaceny C~ (viz Obr. 3).

Derivat 7 ma v *H spektru dva multiplety (7.47 — 7.40, 7.38 — 7.27 ppm) péti

vodikd nesubstituovaného benzenového jadra. Ve spektru latky 8 s methoxyskupinou
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v meta poloze se objevil singlet vodikit —OCHj3 skupiny (3.78 ppm). Analogicky signal
byl podobny u derivatu 9 s —OCHg; skupinou v poloze para (singlet 3 vodikd,
3.79 ppm), p— substituce fenylového jadra se projevila vznikem AA'BB" systému.
V 3C spektrech latek 8 a 9 méa uhlik —OCHs5 skupiny signal pfi 55.2, 55.3 ppm,
pticemz C3" nebo C;, na nichZ je methoxyskupina navdzana maji signal posunut
K niz§imu poli (159.5, 159.8 ppm). Ve spektru derivatu 10 se objevil AA'BB" systém,
coz je prukaz p- substituce fenylového jadra, v tomto piipad¢ chlorem. V B¢ spektru
dochazi k posunu signalu vlivem navazaného elektronegativniho prvku (chlor)
k vy$sim hodnotam ppm (k niz§imu poli) (C4 S navazanym Cl 130.1 ppm). Latka
smethylem vm- poloze 12 ma v alifatické &asti 'H spektra singlet 3 vodiki
(2.33 ppm) této CHs skupiny. Uhlik C3" nesouci methylovou skupinu je v **C spektru
posunut k vyssimu poli (21.3 ppm). V ptipadé derivatu 11 s fluorem v p— poloze byla
totoznost potvrzena na zéklads uhlikového **C NMR spektra, kde se piitomnost fluoru
projevila S$tépenim uhliki. Objevil se dublet C, uhliku s navazanym fluorem
(162.5 ppm) a dublety uhlikd sousednich.

Obr. 3

3.3.2. Priprava nitroderivatu 4

Nitroderivat se metodou fazového ptenosu opakované nedatilo pripravit, a to ani
pii zméné podminek, kdy misto toluenu byl pouzit xylen. Proto byla pro jeho syntézu
pouzita metoda alkylace v bezvodém prostiedi. Prvnim krokem byla ptiprava
alkoholatu sodného. K vzniklému alkoholatu byl pfidan DMF, jehoz funkci bylo
poutat kation Na* zaporn& nabitymi kyslikovymi konci. Po piidani vychozi latky 2
se vytvorila jeji sodna sul reagujici s alkylatnim ¢inidlem za vzniku nitroderivatu 4
(schéma 2). Reakce probihala 48 hodin s vytézkem 40 %, byla opét ukoncena
na zakladé TLC analyzy, kterd ukazala neptitomnost vychozi latky. Totoznost jsme

overili pomoci NMR spekter, kterd se shodovala s vysledky uvedenymi v literatuie.?°
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V 'H spektru se objevil singlet vodiki methylenové skupiny (4.67 ppm), p— substituce
fenylového jadra se projevila vznikem AA'BB’ systému (2 multiplety u vyssich
hodnot ppm). Ve *C spektru mél uhlik methylenové skupiny, podobné jako

u ostatnich derivatt, signal pti 36.3 ppm.

NéN\ NéN\ Cl, S\CHZ
’L alkoholat Na*, DMF ’L N HoC D NO,

~ —_— —_—_—

\< = 40 %

N
SH S'Na*

N
I~

Schéma 2

3.4. Hodnoceni biologické aktivity

Cytostatickd aktivita byla u pfipravenych derivati testovana na 4 typech
bunéénych kultur: bunky L1210 mySi lymfocytarni leukémie (ATCC CCL 219),
CCRF-CEM T-lymfoblastickd bunécénd linie (bunky lidské akutni lymfoblastické
leukémie, ATCC CCL 119), bunky HL-60 lidské promyelocytarni leukémie (ATCC
CCL 240), bunky HeLa S3 lidského karcinomu dé€lozniho ¢ipku (ATCC CCL 2.2).
Bunééné linie L1210, CCRF-CEM a HL-60 byly kultivovany v médiu RPMI 1640
s fetalnim telecim sérem na 24-jamkovych destickach s tkanovou kulturou. Bunéény
nartst byl odeCten 72 hodin po pfidani testovanych latek. Bunky HelLa S3 byly
suspendovany v bunécném kultivaénim médiu RPMI 1640 — HEPES s fetdlnim
telecim sérem. Hodnoceni bylo provedeno 48 hodin po aplikaci testovanych derivati.
Bunéény rist byl vyhodnocen v porovnani s paralelné pfipravenym kontrolnim
vzorkem, ktery kvantifikoval bunéénou viabilitu.

Cytostatickd aktivita testovanych latek byva zpravidla vyjadfena hodnotou ICsy,
coz je inhibi¢ni koncentrace latky v pmol/l, pii které dochazi K zamezeni rlstu
50 % organismi (bun&k). Latky s hodnotou ICsy nad 10 pmol.l* nejsou zajimavé
pro daldi vyzkum a vyvoj potencialnich cytostatik, jejich aktivita je pfili§ nizka.'®
U neprozkoumanych latek se prvotni screening provadi pii koncentraci 10 pmol.lI”

a inhibice ristu bunécnych kultur je tak vyjadiena v procentech proti nartistu kontroly.
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Stanoveni hodnoty ICsg, které je pomérné pracné, se pak provadi pouze u téch latek,
u nichz je z prvotniho screeningu patrné, ze se hodnota nachdzi pod zminénou hranici
10 umol.l’l.

Vzhledem k tomu, Ze v ptipad¢ derivatu tetrazolu se jednalo o prvni screening
na cytostatickou aktivitu, pouzili jsme koncentraci 10 pmol.1"1. Z tabulky 4 je zfejmé,
ze nami piipravené derivaty nevykazuji inhibi¢ni aktivitu, proto nemélo smysl

stanovovat 1Csg.

Tab. 4 : Cytostaticka aktivita —inhibice bunééného ristu
( % proti nartstu kontroly)

L 1210 HL-60 HeLaS3 | CCRF-CEM
Latka
4 86 103 100 97
7 93 83 103 104
8 99 85 107 103
9 79 85 98 84
10 76 86 103 91
11 78 95 107 106
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité experimentalni postupy

Pouzita alkyla¢ni c¢inidla, tetrabutylamoniumbromid, sirouhlik, chloroform
a triethylamin byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich a pouzity bez C¢isténi.
Dimethylformamid byl vysuSen uchovavanim nad molekulovymi sity. Anilin pouzity
pii syntéze vychozi latky bylo nutné piecistit.

Teploty tani vSech latek byly métfeny na Koflerové bloku a nejsou korigovany.
NMR spektra byla métena v roztocich CDCIl; pifi laboratorni teploté¢ na pfistroji
VARIAN MERKURY- Vx BB 300 pracujicim pii 300 MHz pro 'H a pii 75 MHz
pro *C. Chemické posuny byly zméfeny jako hodnoty & v parts per milion (ppm)
a byly nepfimo vztazeny k tetramethylsilanu (TMS) jako standardu pomoci
zbytkového signalu rozpoustédla (7.26 pro *H a 77.00 pro *3C). Data jsou presentovéana
v nasledujicim potadi: chemicky posun (J), integrovand intenzita ( v protonovych
spektrech), multiplicita (s: singlet, d: dublet, t: triplet, g: kvartet, qd: kvartet dubletu,
bd: Siroky dublet, dd: dublet dubleti, m: multiplet), interakéni konstanty (Hz)
a ptifazeni (v nékterych ptipadech).

Pribéh reakce a Ccistota vyslednych produktii byla kontrolovdna pomoci
tenkovrstvé chromatografie na Silufolu UV 254 (Kavalier) s detekci pod UV lampou
a na aluminiovych TLC deskach Silica gel 60 Fus4 (Merck) s pomoci detekéniho
¢inidla Ce(SQ04)2.4H,0 (2 @), Hi3[P(M03010)4] (4 9), konc. H,SO, (10 ml), H,O
(200 ml) a zahrati.

Bunééné kultury pouzité na testovani pochazely z American Type Culture
Collection (ATCC). Testovani bylo provedeno RNDr. 1. Votrubou v Ustavu organické
chemie a biochemie AV CR, Praha.

4.2. Syntéza vychozi latky

4.2.1. Priprava triethylamoniové soli fenyldithiokarbamové kyseliny

S s
HZ*N—C// HN—C//

NH,
N i
S s N*H(CoHs)3
+ cs, (CoHs)sN
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Anilin (26,15 g, 0.28 mol) jsem rozpustila v minimalnim mnozstvi etheru
(27 ml), ptidala triethylamin (CyHs)sN (18.3 ml, 0.3 mol), ochladila na 0 °C
a piikapavala sirouhlik (8.6 ml, 0.34 mol) tak, aby teplota nepiesahla hranici 5 °C.
Roztok jsem ponechala 3 dny v lednici, poté jsem odfiltrovala vzniklé krystaly
a promyla je etherem. Vytézek reakce byl 45.5 g (60 %), ziskala jsem zlutou
krystalickou latku 5 a pouzila ji v nasledujicim kroku syntézy.

4.2.2. Priprava fenylisothiokyanatu

s
HN—C/< N=C=S

S N"H(C,Hs)s

CICOOC,Hs

5 6
Pfipravila jsem roztok dithiokarbamatu 5 (45.5 g, 0.17 mol) v chloroformu
(180 ml), ptidala triethylamin (22.7 ml, 0.17 mol) a smés ochladila na -10 °C. Poté
jsem za neustalého michani pomalu ptikapéavala ethylchlorformiét (16.6 ml, 0.17 mol).
Roztok jsem nechala 15 minut michat pfi teploté 0 °C a poté hodinu stat, aby se ohtal
na laboratorni teplotu. Tuto smés jsem promyla roztokem 3M HCI, ttikrat destilovanou
vodou a vysuSila bezvodym siranem sodnym. Chloroform jsem vakuové odpafila.

Ziskala jsem kapalnou latku 6. Vytézek reakce byl 21.85 g (95 %).

4.2 3. Priprava 1-fenyl-5-sulfanyl-1, 2, 3, 4-tetrazolu

N=—/C=—7=S
1. NaN, !
—_—
2. Hl N YSH
.
N——N
6 2

Smés fenylisothiokyanatu 6 (21.85 g, 0.16 mol), azidu sodného (10.5 g,
0.16 mol) a destilované vody (90 ml) jsem za stalého michéani zahtivala pod zpétnym
chladicem 6 hodin. Reakce prob¢hla kdyz se vSe ve smési rozpustilo — vznikla polarni
sodna stl. Smés jsem dvakrat extrahovala etherem. Vodnou fazi jsem za chlazeni
okyselila koncentrovanou HCI. Ziskany produkt 2 jsem promyla destilovanou vodou
a precistila krystalizaci z EtOH. Vytézek reakce byl 15.68 g (55 %). Latka 2 byla

pouzita jako vychozi latka pii syntéze dalSich derivath.
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4.3. Obecny postup pripravy latek 7 - 12

Vychozi latku 2 (1.00 g, 5.6 mmol) a tetrabutylamoniumbromid (0.16 g,
0.5 mmol) jsem rozpustila v toluenu (20 ml), ptidala alkylaéni ¢inidlo (15 mmol)
a 1M roztok NaOH (20 ml). Reakéni smés jsem za stalého michani zahtivala
pod zpétnym chladicem. Po vychladnuti jsem oddélila anorganickou vodnou vrstvu
a organickou jsem 3x vytiepala vodou (do neutrdlni reakce). Po opétovném oddéleni
vodné faze jsem smés vysusila bezvodym Nap,SO, a rozpoustédlo odpafrila. Produkt
jsem precistila. Jednotlivé reakce se lisily dobou trvani, pouzitym alkyla¢nim ¢inidlem

a zpusobem ¢isténi vysledného produktu.
4.3.1. 1-fenyl-5-benzylsulfanyl-1,2,3,4-tetrazol
“?N\@ = 1=
N>~ / oluen N§c

t \S

C

\,

(LN}
I~

Alkylaéni ¢inidlo: benzylbromid (1.8 ml, 15 mmol), ¢as reakce 2 hodiny, produkt
7 pieistén krystalizaci ze smési PE-EtOAc 95:5, vytézek 0.84 g (84 %). Bila
krystalicka latka, t.t. 68 - 69 °C, literatura®® uvadi 68 °C. *H NMR: (300 MHz, CD Cls)
§7.56 - 7.50 (5H, m, H2, H3, H4, H5, H6), 7.47 - 7.40 (2H, m, H2’, H6"), 7.38 - 7.27
(3H, m, H3’, H4", H5"), 4.62 (s, 2H, CH,).

4.3.2. 1-fenyl-5-[(3-methoxybenzyl)sulfanyl]-1,2,3,4-tetrazol

N CHyCl
/ SN —
N ‘ . NaOH s
>/N toluen CHa
S

H OCHs

2 8 OCH3

Alkyla¢ni ¢inidlo: 3-methoxybenzylchlorid (2.35 g, 15 mmol), doba trvani
reakce 4 hodiny, ¢isténi produktu 8 pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu
eluéni soustavou PE-EtOAc 9:1, vytézek: 1.236 g (74 %). Bila krystalicka latka,
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tt. 79 — 81 °C. Latka neni v literatufe popsana. ‘H NMR: (300 MHz, CDCls)
8 7.56 - 7.49 (5H, m, H2, H3, H4, H5, H6), 7.22 (1H, d, J=8.0 Hz, H5"), 7.02 - 6.93
(2H, m, H2", H6"), 6.83 (1H, dd, J=8.0 Hz, J=2.5 Hz, H4"), 4.67 (s, 2H, CH,), 3.78
(s, 3H, OCHs;). *C NMR: (75 MHz, CDCls) & 159.8, 153.9, 136.6, 133.5, 130.1,
129.8,129.7, 123.8, 121.5, 114.6, 113.8, 55.2, 37.6.

4.3.3. 1-fenyl-5-[(4-methoxybenzyl)sulfanyl]-1,2,3,4-tetrazol

N
A
CH,Cl N/ Y

-

/ \N _ NaoH s

\
CH,
>%N toluen

OCH3

HaCO
2 9

Alkyla¢ni ¢inidlo: 4-methoxybenzylchlorid (2.35 g, 15 mmol), cas reakce
2 hodiny 30 minut, produkt 9 zbaven necistot sloupcovou chromatografii na silikagelu
mobilni fazi PE - PE-EtOAC (postupné 95:5, 9:1 a 8:2), vytézek 0.92 g (55 %). Bila
krystalick4 latka, t.t. 51 — 53 °C, literatura®® uvadi vzdy olej. *"H NMR: (300 MHz,
CDCI3) 6 7.55 - 7.50 (5H, m, H2, H3, H4, H5, H6), 7.38 - 7.31 (2H, m, AA'BB’, H3",
H5'), 6.87 - 6.82 (2H, m, AA’BB’, H2', H6"), 4.59 (s, 2H, CHy), 3.79 (s, 3H, OCHs).
3C NMR: (75 MHz, CDCI3) 8 159.5, 154.0, 133.6, 130.5, 130.0, 129.7, 127.0, 123.8,
114.2,55.3, 37.3.

4.3.4. 1-fenyl-5-[(4-chlorbenzyl)sulfanyl]-1,2,3,4-tetrazol

Cl

__N
%N T/ \
NN NaOH /
‘ N + _ N
Ne / toluen <
¢ o/ \ \
\ s
CH,CI =~ ¢

Hz
2 10

Alkylaéni ¢inidlo: 4-chlorbenzylchlorid (2.42 g, 15mmol), ¢as reakce 3 hodiny,
produkt 10 ptekrystalizovan ze smési PE-EtOAc 9:1, vytézek 0.42 g (25 %). Bila
krystalicka latka, t.t. 98 — 101 °C. Latka je popsédna v literatufe 21,22.23
latkami s antimykotickou aktivitou. *H NMR: (300 MHz, CDCl3) & 7.55 - 7.50 (5H, m,

H2, H3, H4, H5, H6), 7.40 - 7.34 (2H, m, AA'BB’, H3’, H5"), 7.31 - 7.26 (2H, m,

zabyvajici se
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AA’BB’, H2', H6"), 4.58 (s, 2H, CH,). 3C NMR: (75 MHz, CDCly) & 153.5, 134.1,
133.9, 133.5, 130.6, 130.2, 129.8, 129.0, 123.7, 36.7.

4.3.5. 1-fenyl-5-[(4-fluorbenzyl)sulfanyl]-1,2,3,4-tetrazol

N¢N\
N
NN NaOH | /N
| N + _ N
N / toluen C
= F \
s
\, %
C
CH,CI Hy

Alkylaéni ¢inidlo: 4-fluorbenzylchlorid (1.8 ml, 15 mmol)), ¢as reakce 2 hodiny

N>
=

a 30 minut, po obvyklém zpracovani reakéni smési produkt 11 piecistén krystalizaci
ze smési PE-EtOAC 95:5, vytézek 1.50 g (94 %). Bila krystalicka latka, t.t. 87 — 90 °C,
literatura?® udava hodnotu 91 — 93 °C. *H NMR: (300 MHz, CDCls) & 7.55 - 7.50 (5H,
m, H2, H3, H4, H5, H6), 7.45 - 7.37 (2H, m, H3", H5"), 7.05 - 6.96 (2H, m, H2", H6"),
459 (s, 2H, CH,). **C NMR: (75 MHz, CDCls) & 162.5 (d, J=247.4 Hz), 153.7, 133.5,
131.1, 131.0 (d, J=8.3 Hz), 130.2, 129.8, 123.8, 115.7 (d, J=21.8 Hz), 36.8.

4.3.6. 1-fenyl-5-[(3-methylbenzyl)sulfanyl]-1,2,3,4-tetrazol

CH,CI __N
NN

-0 G = R
toluen Q\

Alkyla¢ni c¢inidlo: 3-methylbenzylchlorid (2.05 ml, 15 mmol), cas reakce
2 hodiny a 30 minut. Z organické faze se nepodatilo odpafit v§echen toluen, v ziskané
nazloutlé¢ kapalingé se v chladu vytvortily krystaly, po promyti smési PE-EtOAc 9:1
a vysuseni nebylo tieba produkt 12 dale Cistit, vytézek 0.72 g (92 %). Bila krystalicka
latka, t.t. 71 — 73 °C, latka neni v literatufe popsana. 'H NMR: (300 MHz, CDCls)
d 7.54 - 7.50 (5H, m, H2, H3, H4, H5, H6), 7.25 - 7.07 (4H, m, H2", H4", H5", H6"),
4.60 (s, 2H, CHy), 2.33 (s, 3H, CH3). *C NMR: (75 MHz, CDCls) & 154.0, 138.6,
135.0, 133.6, 130.1, 129.9, 129.7, 129.0, 128.7, 126.2, 123.8, 37.6, 21.3.
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4.4. Syntéza nitroderivatu 4

1-fenyl-5-[(4-nitrobenzyl)sulfanyl]-1,2,3,4-tetrazol

I~
[IN

Vlastni piipravé derivatu ptedchazela pfiprava alkoholatu sodného: sodik (0.17 g,
7.3 mmol) jsem rozpoustéla za studena a neustalého michani v uzaviené baiice v 96 %
etanolu denaturovaném methanolem (5 % obsah MeOH). Pro tplné rozpusténi sodiku
jsem pridala jesté 2 ml MeOH.

Ke pfipravenému alkoholdtu jsem nasledné ptidala DMF (6 ml) a vychozi latku 2
(1.00 g, 5.6 mmol). Po 10 minutach michani jsem do vzniklého roztoku vpravila
¢inidlo 4-nitrobenzylchlorid (1.44 g, 8.4 mmol). Reakéni smés jsem zahtala na 100 °C
a za stalého michani takto ponechala 48 hodin pod vzdusnym chladi¢em. Smés jsem
poté kvantitativné pfevedla do nadbytku vody a vytiepala EtOAc. Z ethylacetatové
vrstvy jsem odstranila zéasadité necistoty vytfepanim s5 % HCI, nasledné jsem
vytiepavala vodou a 5 % roztokem NaHCOs;. Po vysuSeni a odpafeni organické faze
jsem ziskala produkt s neCistotami nerozpustnymi v béZnych organickych
rozpoustédlech (EtOAc, aceton, EtOH, MeOH). Tyto nerozpustné Castice jsem
odfiltrovala na frit¢ a produkt 4 vycistila sloupcovou chromatografii na silikagelu
mobilni fazi PE-EtOAc 75:25.
Vytezek 0.19 g (40 %). Nazloutla krystalicka latka, t.t. 151 — 153 °C, literatura®® uvadi
157 — 158 °C. *H NMR: (300 MHz, CDCls) 6 8.21 - 8.14 (2H, m, AA'BB’, H3", H5"),
7.69 -7.61 (2H, m, AA'BB’, H2", H6"), 7.58 - 7.48 (5H, m, H2, H3, H4, H5, Hb),
4.67 (s, 2H, CH,).**C NMR: (75 MHz, CDCls) & 153.0, 147.6, 143.1, 133.3, 130.4,
130.2, 129.9, 123.9, 123.7, 36.3.
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5. ZAVER

V ramci této diplomové prace bylo syntetizovano nékolik derivatt 1-fenyl-5-
sulfanyl-1,2,3,4-tetrazolu. Vsechny latky byly charakterizovany svymi 'H NMR
a '®C NMR spektry a teplotou tani.

Z vysledkti hodnoceni cytostatické aktivity téchto nami pfipravenych latek je
patrné, Ze substituované tetrazoly nevykazuji signifikantni inhibi¢ni aktivitu. Je tedy
ziejmé, Ze cytostaticka aktivita konjugati butenolidii s heterocykly je zplsobena
butenolidovou ¢asti téchto molekul. Pro dalsi vyvoj cytostatickych latek je tedy
podstatné, aby obsahovaly butenolidovou ¢ést, dalsi substituenty nebo ¢asti molekuly
ovliviiuji predevsim transport.

Toto spojeni jednoduché syntézy derivatd tetrazolu s testovanim jejich aktivity
je ptinosné také proto, ze tetrazol je metabolicky stabilni ndhrada karboxylové

. Ce sy s taxe 24
skupiny, pouzitelna v fadé¢ 1éciv.
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