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Studie sirnych derivata 6-azauracilu (IV)*
Distribuce 2-thio-6-azathyminu v organismu krys

F. HORAK, 0. THOMESOVA
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Vénovino prof. dr. Jurajovi Gadperikovi k 60. narozenindm

Po perordlni aplikaci 2-thio-6-azathyminu bylo zjiSténo, Ze pfiblizné 70 9%
substance se vylou¢i modi za 24 hodin jednak v nezménéné formé, jednak
jako metabolity. Cdst se vyloudi ve vydychdvaném vzduchu jako kysliénik
uhliéity a &dst odchdzi stolici. Z metabolith byly déle identifikovény
6-azathymin, 2-methylmerkapto-6-azathymin a SO3-. K metabolizaci
pravddpodobnd dochézi jiz ve sténé zaiivaciho traktu. Celkové bylo pii
pouziti 2-thio-6-azathyminu-3*S prokdzéno 7 metabolitit a pfi 2-thio-6-
-azathyminu-4-1*C 8 metaboliti. Ze zjisténych ldtek mé 6 spoledné atomy
pavodni molekuly z polohy 2 a 4.

V préci bylo déle sledovdno vychytdvéni radioaktivni substance Stitnou
zldzou. Bylo zjiSténo, Ze v ¢asovém odstupu se jeji mnozstvi v Stitné zldze
zvySuje a za 24 hodin &ini 0,43 9.

Poznani metabolismu nékteré latky v organismu ve vétSiné pripadt ne-
zodpovidéd otdzku o mechanismu déinku. Presto vS8ak v komplexni studii
je nezbytné doplnujici soudasti. Otazka biotransformace 2-thio-6-azathyminu
nebyla doposavad ieSena. Z latek obdobné struktury je poznan metabolismus
thiouracilu [1], thiobarbituratu [2], dale thiomodoviny [3, 4] a 6-azathyminu
[5]. Pievladajicim procesem pii metabolizaci siru obsahujicich latek byla
prokazana S-oxidace.

Mimoi4dné zajimavy strumigenni Géinek 2-thio-6-azathyminu, ktery byl
z 20 rtzné substitucvanych sirnych derivati 6-azauracilu nejiéinnéjsi, byl
podnétem pro bliz¥ poznani jeho biologickych vlastnosti. Jiz J. Skoda
u tohoto derivatu zjistil jeho inhibi¢ni vliv na rast Escherichia coli a prokazal,
#e v koncentraci 100 pg/ml brzdi rést o 36 9%, [6]. Taktéz Z. Sormova se
zabyvala v rameci obsédhlé stadie o uéincich rtznych latek na rast rostlin
také 2-thio-6-azathyminem a zjistila. Ze je jednim z nejtdinngji stimulujicich
faktorl kotenového systému hrachu [7].

Experimentalni ¢ast

Vyludovéni 2-thio-6-azathyminu a jeho metabolismus byl studovén na dospslych
krysich sameich druhu Wistar, kte# dostédvali normélni dietu. Podas pokusu byly krysy
umistény v metabolickych klickédch a tyto byly opatfeny pitnou vodou a zafizeny tak,

* III. sdgleni: Cs. farm. (v tisku).
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Ze umoznovaly analyzu vydechovaného vzduchu. Vyludovand mo¢ se zachytdvala
po frakeich a jeji mnozstvi bylo zaznamendvéno.

Pro dsleni a identifikaci metabolitti se pouzila papirovéd chromatografie. P¥i spektro-
fotometrickém sledovdni kvantitativniho vyludovéni nezménéného 2-thio-6-azathyminu
v moéi bylo z chromatografického papiru Whatman 1 po identifikaci polohy piislusejici
této ldtce oznadené misto vystiizeno a eluovéno. K eluci se pouzilo 10 ml MeIlvainova
pufru o pH 7,2. Vyhodnoceni bylo provedeno za pouziti graft ziskanych piidavkem
standardnich vzorku ldtky do moée normélnich krys a proméfenim pii 264 my. Vlastni
pokus se provedl na tfech krysdch o vdze 200 g. Krysdm byl sondou aplikovédn roztok
sodné soli 2-thio-6-azathyminu o koncentraci 100 mg/ml, a to v mnozstvi 1 ml. Z kazdého
odbéru mode, ziskaného od jedné krysy poéas osmi hodin a od zbyvajicich dvou za 24 ho-
din, bylo naneseno na chromatograficky papir 0,1 ml. Soudasné na stejny chromato-
graficky papir byly naneseny.i standardni roztoky. Chromatografie byla provedena dvojim
opakovanym vyvijenim v soustavé n-butanol nasyceny 5 9, amoniakem a detekce pro-
vedena v ultrafialovém svétle (Philora-Philips).

Dalsi studie byla provedena se substanci, kterd méla v molekule radionuklidy, a sice
1C g 358. Metabolity mode s radioaktivnimi atomy se sledovaly jednorozmérnou nebo
dvojrozmérnou chromatografii kvalitativné tak, Ze byly porovndvény hodnoty Rg
v raznych rozpoustédlovych systémech se standardy [8], pfipadné i kvantitativné.
Pii kvalitativnim vyhodnoceni byla detekce provedena prilozenim chromatogrami
na roéntgenovy film (Agfa). Doba detekce byla volena razné, a to podle mnozstvi radio-
aktivity, jakou vzorek vykazoval, a pohybovala se od 3—10 dniti. Ke kvantitativnimu
vyhodnoceni bylo pouZito Frisekeho—Hoephnerova prfistroje a vlastni vyhodnoceni
bylo provedeno vézenim ploch zdznamu.

Pri papirové chromatografii bylo v prvém sméru pouzivéno vyvijejici smési n-butanol
nasyceny 5 9, amoniakem a v druhém sméru n-butanol, kyselina octové, voda v poméru
4:1 5.

Na izolovaném krysim stievu o u¢inné délce 10 cm byla sledovéna otédzka, zda do-
chézi in vitro k biotransformaci 2-thio-6-azathyminu. Stfevo bylo ihned po vypreparo-
véni promyto dvakrét fyziologickym roztokem o teploté 37 °C a obéma konci bylo upev-
néno na promyvacim zafizeni tak, aby jim kontinuitné protékal 1 9; roztok 2-thio-6-
-azathyminu-%S, majici celkovou radioaktivitu 20 pC a pfipraveny ve fyziologickém
roztoku. Celé zatizeni bylo temperovéno na 37 °C. Doba pritoku byla 4 hodiny. Po skon-
deni byla vnéjsi tekutina extrahovédna etherem, roztok zahustén a extrakt chromato-
grafovén.

Vyhodnoceni resorpce 2-thio-6-azathyminu-4-14C S$titnou Zldzou bylo provedeno
na krysich samecich o védze 100 g. Kazdé kryse byl aplikovdn 1 ml substance o specifické
aktivité 17,5 pC/ml. Roztok byl podédn sondou a po 1, 12 a 24 hodindch byly krysy
usmreeny v etherové narkéze. Intenzita radioaktivity ve §titnych Zldzdch byla vyhodno-
cena po pievedeni na BaCOj,.

Soudasné s predchézejicim pokusem bylo sledovdno, zda vydychdvany vzduch obsa-
huje radioaktivni kysli¢nik uhliéity. Pokus byl proveden jen kvalitativné na zdkladé
vylouteného, radioaktivitu obsahujiciho BaCO,, ziskaného probubldvanim vydychava-
ného vzduchu roztokem hydroxidu barnatého.

Pri sledovéni piitomnosti 2-thio-6-azathyminu, pripadné jeho metaboliti v Stitné
zlaze, byla pouzita papirovéd chromatografie. Stitné #lézy za 24 hodin po aplikaci sub-
stance, majici v molekule C, byly hydrolyzovény trypsinem a hydrolyzit po extrakei
n-butanolem chromatografovén [9].
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Vysledky a diskuse

V pokuse in vitro na izolovaném krysim stfevu bylo zjisténo, Ze vedle
nezreagované substance jsou po prichodu sténou st¥evni v promyvaci teku-
tiné dalsi dvé latky (obr. 1). Je pravdépodobné, Ze obdobny proces probihd
taktéz in vivo

)

Obr. 1. Radiochromatogram extraktu z promy-
vaci tekutiny po aplikaci 2-thio-8-azathymi-
nu-*§ z pokusu in vitro na izolovaném krysim
sttevu. Sipkami jsou oznageny metabolity. Chro- —_—
matografovéno ze smési n-butanol —kyselina oc-
tovi—voda 4 1 5. Detekce autoradiografii.

Dalsi metabolizace v organismu je podstatné slozitéjsi. Pii kvantitativnim
vyhodnoceni, zpracovaném na zakladé sledovani radioaktivity, bylo zjisténo,
7e se za 24 hodin vyloudi asi 70 9, latky, a to éasteéné jako nezménéné substance
a Castetné jako metabolity. Malé mnozstvi metabolitt této substance odchézi
ve vydychaném vzduchu a ¢ast se vyloudi ve stolici.

Pri sledovani postu metaboliti bylo jich zatim zjisténo devét. Osm z nich
bylo zjisténo v moédi a devaty byl identifikovan po aplikaci 2-thio-6-azathymi-
nu-4-1C ve vydychdvaném vzduchu jake kysliénik uhli¢ity.

Metabolity 2-thio-6-azathyminu, podle toho, jakou zaujimaly polohu
na chromatogramech, mozno rozdélit do dvou skupin. Prvou skupinu tvoii
latky oznagené X,—X,, drubou skupinu zbyvajici metaholity X,——Xj.

(dstetny piehled rozlozeni metabolitii je na obr. 2.
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Obr. 2. Dvojrozmérny chromatogram moce krys, ziskané po aplikaci 2-thio-6-azathymi-

nu-4-1C. Metabolity jsou oznaéeny podle tab. 1. Chromatografovéno I. smér n-butanol—

—kyselina octové—voda 4:1:5. I1. smér n-butanol nasyceny 5 %, amoniakem. Detekece
autoradiografii.

Z pcétu osmi metabolitit identifikovanych v moéi bylo sedm zjisténo po po-
dédni 2-thio-6-azathyminu-35S a taktéZz sedm po podani 2-thio-6-azathyminu-4-
-4, Sesti metabolitim jsou spcletna stejnéd seskupeni atomi, jaké méla vy-
chozi molekula v polohach 2 a 4. Piehled metabolismu je v tab. 1.

7Z celkového poétu zjisténych metabolita bylo pét identifikovano. Je to jiz
vzpomenuty kysliénik uhli¢ity, jehoZ piitomnost ve vydychavaném vzduchu
svédéi o biologické destrukei molekuly. Znamena to, Ze v organismu dochdzi
k otevieni asymetrického triazinového skeletu a jeho dal$i metabolizaci.
Na zdkladé tohoto zjisténi nejpravdépodobnéj$im mechanismem je hydro-
lytické rozstépeni molekuly mezi dusikem v poloze 3 a uhlikem v poloze 4
s néasledujici dekarboxylaci.

Dalsim identifikovanym metabolitem v moéi vedle zjisténého nezménéného
2-thio-6-azathyminu (X;) byl anion SO;~ (X,). Oxidativnim odbourdvanim
vznikl i dal8i metabolit, 6-azathymin (X;). Posledni identifikovana latka,
2-methylmerkapto-6-azathymin (X,), byla nalezena jen v nékterych frakeich
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Piehled metabolismu 2-thio-6-azathyminu
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moce. Zajimavé je, Ze neni ani ve vSech frakcich od jedné krysy, jak je vidét
na obr. 3, kde ze sedmi odbéra byl zjistén jen v prvém a patém.
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Obr. 3. Chromatogramy moce, ziskané po aplikaci 2-thio-6-azathyminu-**S. V prvnim

a patém odbéru je Sipkou oznadend skvrna identifikovdna jako 2-methylmerkapto-6-

-azathymin (X;). Chromatografovino ze smési n-butanol nasyceny 5 ©; amoniakem.
Detekee autoradiografii.

Ze zbyvajicich metabolith, které zatim byly identifikovany, jsou X,, X;a X,
ze skupiny prvé a X; ze skupiny druhé. Metabolity prvé skupiny se postupné
objevuji na chromatogramech az v pozdéjsich frakcich mode. Nejprve je zjisti-
telna skvrna oznadena X, a zbyvajici X, a X; se objevi pozdéji. Metabolit X,
dava pozitivni nitroprusidovou reakei. To nasvédduje ptitomnosti sulfhydry-
lové skupiny. U zbyvajicich dvou byla reakce neuréita. Jak bylo prokazano,
obsahuji molekuly téchto metaboliti obé centra pivodni molekuly.

Pii sledovani kvantitativniho vyludovani 2-thio-6-azathyminu v moci
bylo zji§téno, Ze az jedna sedmina se vyloudi za 24 hodin v nezménéné formé.
Vyluéovani nezménéného 2-thio-6-azathyminu je vidét z obr. 4 a 5. Byly vsak
zjistény proménné rozptyly moéi vylouéeného 2-thio-6-azathyminu v jed-
notlivych éasovych intervalech (obr. 5).
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Obr. 4. Vyluéovéani nemetabolizovaného 2-thio-6-azathyminu v modéi krys. U dvou krys
oznatenych @ a X byl odbér proveden béhem 24 hodin a u zbyvajici béhem 8 hodin.
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Obr. 5. Vylutovéni metabolittt v moti krysy po aplikaci 2-thio-6-azathyminu-*S. Chro-
matografovino ze smési n-butanol nasyceny 5 9, amoniakem. Detekece provedena auto-
radiografii.

Podle rozlozeni radioaktivity v metabolitech moé&e bylo zji§téno, ze 42,2 %,
z podaného mnozstvi 2-thio-6-azathyminu-35S se za 24 hodin pfeméni oxida-
tivni biotransformaci na SO}~ a Ze timto mechanismem se metabolizuje nejvétsi
mnozstvi substance (tab. 3).
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K objasnéni mechanismu uéinku strumigentt byla zjistovana resorpce
2-thio-6-azathyminu-4-14C $titnou zldzou. Vysledky uvedené v tab. 2 ukazuji,

Tabulka 2
Mnozstvi radioaktivity ve Stitnych Zldzdch krys po aplikaci 2-thio-6-azathyminu-4-19C
Véha Cas Vaha tripiilz Procento
krysy Stitnych zléz puzy z aplikovaného
v hod. za min. J
veg v mg mnozstvi
100 1 5,3 1139 0,034
100 12 5,8 10 483 0,25
100 24 6,0 17 842 0,43
Tabulka 3
Kvantitativni vyhodnoceni vyloudenych metaboliti 2-thio-6-azathyminu-?*S v moéi krys
Frakce Doba Mnozstvi Metabt.)lity v %
5 exkrece
moce . v ml K
v hod. SOz~ 2-thio-6-azathymin Xy
1 0,5 2,1 4,8
2 1,6 0,5 5,3 1,4
3 5 1,0 8,8 3,0
4 6,75 0,6 2,9 0,5 1,5
5 10,75 1,3 3,1 0,9 2.2
6 12,56 0,6 4,2 1,7 2,3
7 15,75 1,2 5,4 2,6 3,6
8 24 2,2 7,2 4,6 2,3

ze z podaného mnozstvi se resorbuje v této Zlaze za 24 hodin 0,43 %,. Neda se
vSak zatim rozhodnout, zda jde o béZnou resorpci latky organem nebo o funk-
¢éni zgsah strumigenu. Kvalitativné byla zjisténa po hydrolyze Stitné zlazy
trypsinem p¥itomnost nejméné dvou latek vykazujicich radioaktivitu. Blizsi
identifikace obou zjidténych latek zatim provedena nebyla.
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N3YYEHUE CEPHBIX ITPOU3BOOHBIX 6-ASAYPAIINJIA (IV)
PACIIPEJEJIEHUE 2-THO-6-A3BATVMINHA B OPTAHUSME HKPEIC

®. T'opak, O. TomecoBa

Kadenpa opraaunueckoit Texnoaornu CIIoBalKOTO MOJIUTEXHUMYECKOTO MHCTUTYTA,
Bpatucnasa

Ilpn mepopanbHOM BBefleHMM 2-THO-6-a3aTMMMHA IIPOUCXONUT IOIVIOIIEHUE OTOrO Be-
H[ECTBA KEJIYOYHO-KUIIEYHBIM TPAKTOM U ONBIT HA M30JMPOBAHHON KUIIKE KPHICH ITOKA3BI-
BAaeT, YTO Yy e 3[eChb UMeeT MECTO YaCTUYHBI 0OMEH BeIlecCTB.

IIpn nmpuMeHeHUN 2-THO-6-a3aTUMUHA -3S 0GHADYKUIOCH 7 MeTabOJINTOB & C BeleCTBOM
MeYeHHBIM PaMOAKTHBHEIM yTriepomoM 8 MeraGoaurToB. V3 ompefeneHHEIX BeIECTB MMeeT
6 oflue IIEHTPH B IOJOKEHHMM 2 U 4 MCXORHON Monenymﬂ. B manpHeitimeM qoKa3anoch,
YTO B TeYEeHME OJHUX CYTOK BHIZEIMTCA MOYON npubGamsurtensHo 70 9, BBEJEHHOr0 Be-
mecrBa. IIpubnuaurenbHo 1/7 U3 BBEIEHHOTO KOIMYECTBA 2-THO-6-a3aTMMMHA BHIfJAETCA
B HeM3MeHeHHOM Bufie. pome sToro BemecTBa 06HADPYHUIUCH B MOYe 6-a3aTUMUH, 2-MeTUI-
MepKanro-6-asaypanui u cyab(ar-uoH. BHABIXaTeNpHEIN BO3AYX COMepaa YrieKHUCIBIk
rad. OcranpHHe ueTHpe MeTaboJUTHL He ObliM, MO cux mop, upeHtTudunuponaun. Tpu,
U3 ITHX, JAIOT MOJOMKUTEILHYI0 HUTPONMPYCCUNHYIO PEeaKIUIo.

B pabore Takke U3y4asoCch 3afeprKUBaHUEe DPAJMOAKTMBHOI'O BelleCTBA ILIMTOBUIHOM
eJe30it. Onpenesnsoch, YTO KOJNYECTBO BTOTO BellleCTBA CO BpeMeHeM IIOBEILIAETCA M ITOCIIe
OHUX CYTOK cocraBuseT 0,43 9.

Prelozil M. Fedorotiko

THE STUDY ON SULPHUR DERIVATIVES OF 6-AZAURACILE (IV)
DISTRIBUTION OF 2-THIO-6-AZATHYMINE IN RATS

F. Horék, O. Thomesovd

Department of Organic Technology, Slovak Technical University,
Bratislava

After the peroral administration of 2-thio-6-azathymine this substance is absorbed
in the digestive tract and according the experiment on the isolated rat intestine already
here it is partially metabolised.

Using 2-thio-6-azathymine-35S, and compound labelled by radiactive carbon, seven
and eight metabolites, respectively were found. Six of the mentioned substances have
the common centers from the position 2 and 4 of the original molecule. Furthermore,
it was proved, that during 24 hours ca 70 9, of the applicated substance was excreted
by urine. Approximately 1/7 from the given dosis of 2-thio-6-azathymine was excreted
unchanged. Besides this 6-azathymine, 2-methylmercapto-6-azauracil and sulphate
anion were proved to be present in urine. In expired air, carbon dioxane was proved.
The remaining four metabolites have not heen so far identified. Three of them afford
the possitive nitroprusside reaction.

In the presented work the uptake of the radioactive substance by thyroid was in-
vestigated. It was found that its amount was increased in time and in 24 hours it makes
0,43 %.

Prelozil I. Kompis
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