UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

KATEDRA ORGANICKE CHEMIE

Bakalatsky studijni obor: Klinicka a toxikologicka analyza

Syntéza steroidnich karboxylovych kyselin

s predpokladanou biologickou aktivitou

BAKALARSKA PRACE
Alena SLAVICKOVA

Skolitel: RNDr. Hana Chodounska, CSc.

interni Skolitel: Doc. Ing. Stanislav Smrcek, CSc.

Pr irodougdec kd fakulta UK

KNIHOUNA CHEMIE

ravacoos (NNONNARD

3233218510



Prohla$uji, Ze jsem tuto bakalafskou préci vypracovala samostatné pod odbornym vedenim

RNDr. Hany Chodounské, CSc., a Ze fadné cituji v§echna pievzata data a skuteCnosti.

=
V Praze dne 26. kvétna 2008 AQU“G\ . &Mr((w\eg

Alena Slavic¢kova



Podékovani

Na tomto mist¢ bych chtéla pod€kovat vSem, ktefi mé podporovali a pomdhali mi
s vypracovanim této prace. Pfedev§im bych chtéla podékovat pani RNDr. Hané Chodounské,
CSc. za cenné rady a laskavé odborné vedeni, Mgr. Evé Stastné za predané védomosti,
odbornou pomoc a velkou trpélivost. Mgr. Jifin€ Borovské za odbornou i psychickou podporu

a celému tymu steroidni chemie za vielé pfijeti, pomoc a pfatelskou pracovni atmosféru.



Seznam zkratek a symbolu

BF; Et,0
Bz
DMSO
DNA
EtOH
EtOAc
GABA

GABA 4 receptor

HPLC

Me
MeOH
mRNA
NMDA
NMR
PCC na Al,O;
PTLC
RI
THF
TLC
uv

etherat fluoridu boritého

benzyl

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

ethanol

ethyl-acetat

y-amino-maselna kyselina

receptor pro kyselinu y-aminomaselnou typu A
vysokoucinna kapalinova chromatografie (high
performance liquid chromatography)

methy]l

methanol

mediatorova ribonukleova kyselina
N-methyl-D-aspartat

jaderna magneticka rezonance
pyridiniumchlorochromat na oxidu hlinitém
preparativni tenkovrstva chromatografie
refraktometricky detektor

tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie

ultrafialovy



Prace byla provedena v ramci vyzkumného zaméru Z4 005 905 a za podpory grantu GA AV
CR 203/08/1498.



T UVOD ...ttt ssss s s e s s s snn s s e e e s s ann e e e e s s s snmn e s e s e nnn e e e nns 2
2. UVOD DO PROBLEMATIKY SYNTEZY ......coeorermrreernensessessssssssessessssssssssssssesens 5
3. CILE BAKALARSKE PRAGCE .......ccosteusiuresnsesessessssssssssssssssssssssassssssssasssssssasens 9
4. DISKUZE A VYSLEDKY .......coiritinieerescscssssssssessssssessssssssasssssssssssssssssssasessasases 10
5. EXPERIMENTALNI CAST .....coeuireerereeserenseesesssssssssssessessesssssssssssssssssassssssanns 14
5.1. PRIPRAVA 50-PREGNAN-3-KARBOXYLOVYCH KYSELIN ........cccceoeurerernne. 15
20-Oxo-50-pregnan-3f-yl acetat (2) teeessseesstssantesastesssnesssnesssnessnsessatesantessnsssnssstess 15
20,20-(Ethylendioxy)-Sa-pregnan-3f-yl acetat (3).....ccccereeereesecssanssarssanssnsssasssnssossnssssssassns 15
20, 20-(Ethylendioxy)-Sa-pregnan-3B-0l (4) .......ccocerrererecsnccnessacsnsssasssasssanssnsssassasssassasssasens 16
20, 20-(Ethylendioxy)-S5a-pregnan-3-0n (5) .....ccccoeessecsicsncssnssssssssssassasssssssassssssssssassasssasens 16
3-Methylen-20, 20-(ethylendioxy)-Sa-pregnan (6) ........ccccceeereraeerascense . 17
3a-Hydroxymethyl-Sa-pregnan-20-on (7a) a 3p-hydroxymethyl-Sa-pregnan-20-on (7b)
ttessessstessnssatessatsssasstsstesatssstsasesasesassstsasesatssstse cesersnsnssnrones 17
20-Oxo-5a-pregnan-3a-karboxylova Kyselina (82).......ccececeriesncsnnissncsssnscnssanssnssssssassasssncses 18
20-Oxo-Sa-pregnan-3f-karboxylova kyselina (8b).......cccceceenneee. . 19
5.2. PRIPRAVA 58-PREGNAN-3-KARBOXYLOVYCH KYSELIN........ccccccoerururunene 20
3-Methylen-58-pregnan-20-on (12) . cestesssesssntesastessatssssnesssnesstessstessassssnessasanans 20
3-Methylen-20, 20-(ethylendioxy)-SB-pregnan (13) ......ccccevceeiversinnssnncsnessnessncssasssnssncsansncans 20
3p-Hydroxymethyl-Sp-pregnan-20-on (14a) a 3a-hydroxymethyl-58-pregnan-20-on
(14D)uccurirsnicsrinsunisnnnsssnessissansssnsssnsssnsssnsssnsssssssssssssssssssssssssasssssssasssssssassasess 21
20-Oxo-5p-pregnan-3f-karboxylova kyselina (15a) .....cccceecersuecreccncsaecsnnsancanssansannne 22
20-Oxo-5p-pregnan-3a-karboxylova kyselina (15b)............ . 22
L.\ = 2 PP 23
7. LITERATURA ... crcinntirrrnneneeeeeneeeenessssansens e aaassaass s s sas s e s s s e s e s aseseasssssanassens 24



1. Uvod

Steroidy v organismech plni mnoho dileZitych funkci. Nejznaméj$i jsou steroidni
hormony. Kromé toho se steroidy uUcastni stavby membran a vyznamnou signalizaéni ulohu
maji neurosteroidy. Neurosteroidy patfi do skupiny latek pfirozené se vyskytujicich v tkanich
centralni nervové soustavy'. Vznikaji v neuronech a gliovych buiikach biosyntézou
z cholesterolu nebo z cirkulyjicich steroidnich prekurzori. Zaroveii jsou v nervové tkani
pfitomny enzymové systémy, které se podileji kromé& tvorby neurosteroidii také na jejich
rychlé degradaci® P¥iklady struktur nékterych pfirozené se vyskytujicich neurosteroidd jsou
na Obr.1. Pro latky, které ptsobi obdobné, aviak nevznikaji v nervové tkani, jako napf.

testosteron nebo alphaxalon, se uziva terminu neuroaktivni steroidy’.
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Obr.1
Steroidni hormony, které jsou produkovany endokrinnimi Zlazami (androgeny,
gestageny, kortikoidy) u¢inkuji klasickym mechanismem. To znamena, Ze jsou
transportovany krvi az k receptorim cilovych tkani, kde se specifickym zpiisobem vaZou

a vytvafi tak komplex steroidni hormon-receptor. Po piemisténi vazebného paru steroidni



hormon-receptor do jadra dochézi k ovlivnéni genové transkripce, vazebny komplex vazbou
na bilkovinny represor uvolni blokovanou DNA (deoxyribonukleova kyselina), ¢imz dojde
k tvorbé mRNA (mediatorova ribonukleova kyselina) a nasledné enzymt na ribozomech.
Pro klasické piisobeni steroidnich hormont je charakteristicka relativné dlouha doba potiebna
k vyvolani uginku (hodiny az dny)'.

Naopak neurosteroidy ucinkuji v centrdlni nervové soustavé velmi rychle, maji
schopnost ovlivnit neuronalni dradivost béhem sekund aZ milisekund'. Tato vlastnost je
znama jizZ od 40. let 20. stoleti, kdy byl také rozpoznéan anesteticky vliv steroidd (anestetikum
alphaxalon). Steroidy maji schopnost prochazet hematoencefalickou bariérou, pusobi tedy
i v mozku a jejich pisobenim dochézi ke zménam v naladé a chovani.

Piesto vSak byly molekularni mechanismy takového ptisobeni dlouho neznamé,
az v70. letech byl pfi zkoumani mechanismu pisobeni alphaxolonu rozpoznan vliv
neurosteroidi na receptory pro neurotransmitery®>. Tyto mechanismy jsou odlidné
od klasického mechanismu pulisobeni steroidnich hormonti. Divodem této odliSnosti je
skute¢nost, Ze neurosteroidy ovliviiuji neuronalni drazdivost membranovych receptorti
nervovych bunék a zaroveri jsou produkovany neurony, tedy blizko mista svého pﬁsobenil’z.

V osmdesatych letech pfisly prvni informace vedouci k objasnéni u€inku steroidnich
latek na funkci GABA 4 receptoru (receptor pro kyselinu y-aminomaselnou typu A) a na dalsi
receptory ze skupiny ligandem aktivovanych iontovych kanald. Jednd se naptiklad
o glutamatové, glycinové a nikotinové acetylcholinové receptory. Tento objev spolu
s dikazem tvorby steroidi pfimo v nervové tkani hral zasadni roli pfi rozvoji zdjmu
o zkoumani metabolismu neurosteroidi a o zpusobu, jakym ovliviiuji nervovou ¢innost
pomoci modulace aktivity iontovych kanali. Toto poznani pfinaSi nové moznosti
v psychofarmakologickych a terapeutickych postupech, nebot mnoho neurologickych
a psychiatrickych onemocnéni je zasadné spojeno pravé s €innosti ligandem aktivovanych
iontovych kanala"

Na iontové kanaly ma specificky vliv pfedev§im pregnenolon a dehydro-
epiandrosteron (Obr.2). Pregnenolon v mozku se vyskytuje jako nekonjugovany steroid, jako
ester kyseliny sirové - pregnenolon sulfét a jako estery vysSich mastnych kyselin' (Obr.2).

Diky svému plsobeni na ionotropnich receptorech maji neurosteroidy potencial
pfi terapeutickém vyuZiti. Vysledky studii potvrdily jejich pozitivni u€inky v reakcich
na stres, agresivitu, uzkost, pamét’, schopnost u€eni, pfi 1é¢bé nervovych onemocnéni jako je

epilepsie, schizofrenie, Alzheimerova choroba®* .
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2. Uvod do problematiky syntézy

Cilem této bakalafské prace je piiprava pregnanovych derivati s karboxylovou skupinou
v poloze 3. Existuje Siroka $kéla obecné metodiky pro pfipravu karboxylovych kyselin, kterou
lze nastudovat v zékladni literatufe organické chemie. Patfi mezi né oxidace alkohold ¢i
aldehydt, oxidativni $té€peni olefini ozonolyzou, bazicka hydrolyza nitrili, estert ¢i amidi
nebo také karbonylace vhodného alkyl magnesiumbromidu. V rdmci této préace, kterad je
zaméfena na syntézu steroidnich 3-karboxylovych kyselin, je klicovym krokem vytvoteni C-C
vazby v poloze 3 na vhodné, synteticky snadno dostupné vychozi struktuie. JelikoZ vychozi
latka jak v Sa tak 5B-fadé mé v poloze 3 karbonylovou skupinu, moZnych postuptli piipravy
jJiZz neni tolik. Presto se nabizi né€kolik variant pfipravy. NiZe uvedena schémata jsou pouze
obecna, jejich pouziti na steroidnim skeletu by vyzadovalo zvazeni potadi reakénich kroki
a vyuZiti vhodnych chrénicich skupin.

Na Schématu A je vychozi 3-keto skupina pievedena Wittigovou reakci® na olefin, ktery
snadno podléha epoxidaci. V dalSim kroku je moZno epoxid kysele ¢i bazicky oteviit
na odpovidajici alkohol, ktery poskytne poZadovanou karboxylovou kyselinu oxidaci®.
Schéma B zobrazuje pouziti kyanhydrinové syntézy: v prvnim kroku je vychozi 3-keton
pfeveden na kyanhydrin, ktery eliminaci hydroxylové skupiny a hydrogenaci dvojné vazby
poskytne nitril. PoZadovanou karboxylovou kyselinu Ize poté ziskat hydrolyzou. Schéma C
zobrazuje Pd-katalyzovanou alkoxykarbonylaci triflati, pfipadné nonaflati (I, )%, které lze
pfipravit z pfislusného 3-ketonu. Hydrogenaci a hydrolyzou nenasyceného esteru ziskdme
karboxylovou kyselinu. Schéma D nabizi variantu hydroborace’ 3-exomethylenové skupiny,
kterou lze pfipravit Wittigovou reakci. Vznikly alkohol se snadno oxiduje na Zadanou

karboxylovou skupinu.
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Zasadnim a zcela kliCovym problémem v pifipadé€ syntézy 3-karboxylovych kyselin
pregnanového typu je stereochemie reakce a tvorba 3o a 3B-izomerti s riznou selektivitou.
Jelikoz metodika uvedena na Schématu A, B a C byla jiZ na oddéleni Medicinélnich steroidd
v pfedchozi dobé zkouSena a selektivita reakce nebyla dostate¢nd, byla pro mou praci vybrana

metoda popsana na Schématu D.



3. Cile bakalarské prace

Cilem této prace byla pfiprava nize uvedenych steroidnich karboxylovych kyselin

s pfedpokladanou biologickou aktivitou.

1. 3a- a 3B-karboxylové kyseliny pregnanového typu v Sa-tfadé.

2. 3a- a 3B-karboxylové kyseliny pregnanového typu v 5B-fadé.



4. Diskuze a vysledky

Byly pfipraveny axialni 1 ekvatoridlni karboxylové kyseliny pregnanového typu
v Sa- 1 v 5B-fadé.

Vychozi latkou pro syntézu karboxylovych kyselin v Sa-fadé (Schéma 2) byl Sa-
pregnan-3,20-dion s chranénou 20-keto skupinou (5), ktery lze snadno pfipravit Ctyfmi
reakénimi kroky (Schéma 1): Komer¢né dostupny pregnenolon acetat (1) byl hydrogenovan
na palladiovém katalyzatoru (Pd na CaCO;) za vzniku nasyceného Sa-derivatu, jehoz
20-keto skupina byla nasledn€ ochranéna jako acetal. Takto pfipraveny ochranény derivat byl
hydrolyzovan na 3B-hydroxy derivat (4), ktery byl poté oxidovan na Zadany 5a-pregnan-3,20-
dion s chranénou 20-keto skupinou (5).

Vychozi latkou pro syntézu karboxylovych kyselin v 5B fadé (Schéma 3) byl
5B-pregnan-3,20-dion (11), ktery je pfipravitelny v jednom reakénim kroku hydrogenaci
progesteronu.

Pro ptipravu karboxylovych kyselin v obou fadach bylo pouZito zékladni reakéni
schéma, jehoZ prvnim krokem bylo pfevedeni 3-oxoskupiny Wittigovou reakci na
methylenovou skupinu. Ze ziskaného exomethylenderivatu byla hydroboraci ziskana smés
primarnich alkoholi, které je mozZno separovat pomoci napt. HPLC. Poslednim krokem
syntézy byla oxidace pfipravenych alkohold Jonesovym ¢inidlem za vzniku poZadovanych
karboxylovych kyselin.

20-Ketoskupina byla v obou piipadech (pokazdé vjiné fazi) ochranéna jako
ethylendioxo-derivat a ve vhodné ¢asti syntézy (po hydroboraci) byla jednoduse odchranéna
stanim ve vodném roztoku acetonu s kyselinou chlorovodikovou.

Touto metodikou se podafilo piipravit vSechny 4 poZadované karboxylové kyseliny
ve velmi dobrém vytézku.

U pfipravenych karboxylovych kyselin byla testovana jejich aktivita na NMDA
receptoru na Odd&leni bun&&né neurofyziologie Fyziologického tstavu AV CR. Zjisténa
aktivita byla pro kyselinu 8b rovna 31,1 £ 5,7% (potencuje), pro kyselinu 15a 40,1 + 7%
(inhibuje) a pro kyselinu 15b se rovnala -64,7 + 5,9% (inhibuje). Pro kyselinu 8a nebyly

v dobé sepisovani bakalatské prace jesté k dispozici vysledky testovani.
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5. Experimentalni ¢ast

Body tani byly uréeny na bodotavku Hund H 600 (Helmut Hund, Némecko) a nejsou
korigovany. Vzorky pro analyzu byly suSeny nad oxidem fosfore¢nym pfi 50 °C a tlaku
100 Pa. Optickd rotace byla meétena v chloroformu polarimetrem Autopol IV (Rudolf
Research Analytical, Flanders), USA, [o]p hodnoty jsou uvedeny v 10".deg.cm’g”.
Infracervena spektra byla méfena v roztocich vzorkd v chloroformu pomoci spektrometru
Bruker IFS 55, vino&ty jsou udany v cm™. "H NMR spektra byla méfena v FT modu pi 24 °C
a 400 MHz na spektrometru Bruker AVANCE-400 v deuteriochloroformu,
s tetramethylsilanem (TMS) jako vnitinim standardem. Chemické posuny jsou udany v ppm
(6-stupnice), interakéni konstanty (J) a $itky multipletd (W) jsou udany v Hz. Multiplicity
signalli jsou oznaeny nasledovné: s — singlet, d — dublet, t — triplet, q — kvadruplet,
m — multiplet, pismeno b oznacuje Siroky signal (broad). VSechna spektra byla interpretovana
jako spektra prvniho fadu. Pfi zpracovani reakénich smési byl pouZivan vodny roztok
kyseliny chlorovodikové (5%), pfipadné nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného.
Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na deskach pokrytych vrstvickou
silikagelu (ICN Biochemicals). Preparativni tenkovrstvd chromatografie (PTLC) byla
provadéna na deskach 200x200 mm pokrytych 0,7 mm silikagelu (ICN Biochemicals).
Preparativni sloupcova chromatografie byla provadéna na silikagelu Fluka (60 pm). K detekci
steroidnich latek na TLC deskach byla pouzita 98% kyselina sirova s naslednym zahfatim
na 300 — 400 °C. Latky na PTLC deskach byly vizualizovany 0,5% roztokem morinu
v methanolu s naslednym osvicenim UV zéafenim (254 nm). Produkty byly izolovany
kontinualni extrakci pfislusné chromatografické zény diethyletherem. Rozpoustédla byla
zroztoki odpafovéana na vakuové odparce (0,25 kPa) pfi teploté lazn€é 40°C. Pouzivany
HPLC systétm mél toto uspofadani: vysokotlaké cerpadlo Gilson (model 321-322),
preparativni HPLC kolona (Labio 25 x 250 mm, sorbent Biospher PSI 200, 7 pm), RI detektor
(Lab. pfristroje Praha), propojeny pfes RS-232 sPC sprogramem Chromulan 0.10
a automaticky sbéra¢ frakci Gilson (model 206). Mobilni faze pro sloupcovou chromatografii
a HPLC jsou uvedeny vzdy u experimentu. Jonesovo ¢inidlo bylo pfipraveno smisenim CrO;
(67 g, 0,67 mmol) s roztokem H;SO4 (58 ml H,SO4 ve 100 ml vody) a smés byla doplnéna
vodou do 250 ml.

14



5.1. Priprava 5a-pregnan-3-karboxylovych kyselin

20-Oxo-5a-pregnan-3f3-yl acetat (2)

Pregnenolon acetat 1 (20,0 g, 56 mmol) byl v 2 1 baiice s michadlem rozpustén v 99%
EtOH (400 ml) a ethyl-acetatu (120 ml). Do smési byl po 1zi¢kach pfidan katalyzator Pd
na CaCO; (2,0 g, 9,7 mmol) a barika byla naplnéna argonem, ktery byl pfi samotné reakci
vyménén za vodik, reakéni smés byla michana pfes noc. Druhy den byla reakéni smés
zkontrolovana pomoci TLC ve smési petrolether-ether (4:1) a pomoci 'H NMR. Reakéni smés
byla prefiltrovana pifes filtra¢ni papir a odpafena za sniZeného tlaku. Tuhy odparek byl
nasledné prekrystalovan ve smési aceton-petrolether za vzniku krystalt 2 (18,7 mg, 93,5%).
B.t.: 124,6-127,7 °C, [a]p +72,2 (c 0,238).
'H NMR (400 MHz) v CDCl3: 0,60 s, 3 H (3 x H-18); 0,82's, 3 H (3 x H-19); 2,025, 3H (3 x
H-OAc); 2,11's,3 H (3 x H-21);2,52t,1 H,J =9 (H-17); 4,68 m, 1 H, W= 32,5 (H-3).
IC spektrum: 1723 (C=0, acetat); 1699 (C=0, acetat); 1255, 1027 (C-O, acetat); 1367 (CHs,
acetat); 1359 (CH3, acetat); 1389, 1380 (CHj3, methyl).
Pro Cy3H3603 (360,5) vypoéteno: 76,62% C, 10,06% H; nalezeno: 77,02% C, 10,06% H.

20,20-(Ethylendioxy)-5a-pregnan-3f3-yl acetat (3)

Pregnanolon acetat 2 (10 g, 28 mmol) byl rozpustén v absolutnim benzenu (75 ml),
roztok byl odpafen zhruba na polovinu a ke smési byl pfidan ethylenglykol (5 ml, 90 mmol).
Nasledné byl pfidan orthomravencan ethylnaty (13,5 ml, 81 mmol) a monohydrat kyseliny
p-toluensulfonové (0,107 g, 0,53 mmol). Smés byla michana 12 hodin za laboratorni teploty,
pribéh reakce byl kontrolovan TLC ve smési petrolether-ether (7:3). Druhy den byla reakéni
smés nalita do nasyceného roztoku hydrogenuhliitanu sodného (70 ml), produkt byl
extrahovan ethyl-acetitem (100 ml), organicka faze byla promyta hydrogenuhli¢itanem
sodnym (70 ml), vodou (2 x 100 ml) a suSena bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédla byla
odpafena za sniZeného tlaku. Ziskany odparek byl ¢istén sloupcovou chromatografii ve smési
petrolether-ether (7:3) za vzniku latky 3 (5,04 g, 50,4%).

B.t.: 157,1-161,0 °C, [a]p +11,1 (c 0,234).
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'H NMR (400 MHz) v CDCls: 0,65 s, 3 H (3 x H-18); 0,72's, 3 H (3 x H-19); 1,195, 3H (3 x
H-21); 1,92 s, 3 H (3 x H-OAc); 3,74-3,92 m, 4 H (-O-CH,-CH,-0O-); 4,56 m, 1 H, W=32,6
(H-3).

IC spektrum: 1724 (C=0, acetat); 1255, 1027 (C-O, acetat); 1369 (CHs, acetat); 1377 (CHs,
ethylenketal); 1389 (CH3, methyl); 1472, 1293 (CH,, ethylenketal).

Pro C;5sH4004 (404,6) vypocteno: 74,22% C, 9,97% H; nalezeno: 74,60% C, 10,07% H.

20, 20-(Ethylendioxy)-5a-pregnan-3f-ol (4)

K derivatu 3 (5,25 g, 13 mmol), ktery byl rozpustén v methanolu (5 ml, za tepla) byl
za horka nalit roztok hydroxidu draselného (0,71 g, 12,7 mmol) v methanolu (2 ml). Smés
byla zahfivana a michana na vodni lazni (40 °C). Pribéh reakce byl kontrolovan TLC
ve smési petrolether-ether (7:3). Nasledné byla k reakéni smési pfilita voda (10 ml) a reakéni
smés stila 2 hodiny pfi 5 °C. Vzniklé krystaly 4 (4,49 g, 85,5%) byly odsaty a suSeny
v termostatu (40 °C).

B.t.: 159,8-162,5 °C, [a]p+19,7 (c 0,228).

'H NMR (400 MHz) v CDCl3: 0,75 s, 3 H (3 x H-18); 0,80 s, 3 H (3 x H-19); 1,295, 3H (3 x
H-21); 3,84-4,02 m, 4 H (-O-CH,-CH,-0-); 3,58 m, 1 H, W=35,1 (H-3).

IC spektrum: 3610 (O-H, alkohol); 1035 (C-OH, alkohol); 1472, 1293 (CH,, ethylenketal);
1374 (CHs, ethylenketal); 1382 (CH3, methyl).

Pro C»3H3303 (362,5) vypocteno: 76,2% C, 10,56% H; nalezeno: 76,27% C, 10,66% H.

20, 20-(Ethylendioxy)-5a-pregnan-3-on (5)
K roztoku latky 4 (4,49 g, 12 mmol) v benzenu byl pfidan PCC na ALO; (5 g)

a smés byla michana za laboratorni teploty 48 hodin. Pribéh reakce byl sledovan TLC
ve smési petrolether-ether (1:1). Poté byl za stalého michani pfidan dalsi PCC
na AlbO; (2 g), po 6 hodinach dalsi PCC na Al,O; (2 g). Reakéni smés ponechana michat
12 hodin a kontrolovano TLC, stéle zlstala nezreagovana vychozi latka. Smés byla sfiltovana,
odpafena a rozpusténa v benzenu a ptidan PCC na Al,Os (5 g) a PCC (0,5 g), reakéni smés
byla michana 12 hodin. Po zreagovani byla smés piefiltrovaina a krystalovana ze smési
aceton - heptanu, byl ziskan produkt § (3,57 g, 79,6%).

B.t.: 149,8-153,9°C, [a]p + 48,7 (c 0,269).
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'H NMR (400 MHz) v CDCl3: 0,78 s, 3 H (3 x H-18); 1,01 s, 3 H (3 x H-19); 1,295, 3H (3 x
H-21); 3,85-4,03 m, 4 H (-O-CH,-CH,-0-).

IC spektrum: 1705 (C=0O, 3-keton); 1472, 1294 (CH,, ethylenketal); 1374 (CHj,
ethylenketal); 1385 (CH3, methyl).

Pro Cy3H3603 (360,5) vypocteno: 76,62% C, 10,06% H; nalezeno: 76,98% C, 10,20% H.

3-Methylen-20, 20-(ethylendioxy)-5a-pregnan (6)

Barika (100 ml) se septovym uzdvérem a michadlem byla vysuSena v termostatu
(40 °C, 2 hodiny), poté byl do ni navazen hydrid sodny (NaH 50% v parafinovém oleji, 0,3 g,
6,25 mmol). NaH byl vinertni atmosfére tfikrat oplachnut petroletherem. Takto byla
odstranéna vétSina parafinového oleje. Poté byl pfidan absolutni dimethylsulfoxid (DMSO,
44 ml) a roztok byl michan a zahfivan 1 hodinu na vodni lézni pfi 65 °C pod inertni
atmosférou argonu. Po uplynuti této doby byla reakéni smés nechdna zchladnout
za laboratorni teploty a byl pfidan trifenylmethylfosfonium jodid (4,38 g, 10,8 mmol). Obsah
bariky byl michdn 30 min za laboratorni teploty pod argonem a nésledné byl pfidan keton §
(1 g, 2,8 mmol) a smés byla nechana 24 hodin pfi -15°C. Zluta reakéni smés byla nalita
do smési nasyceného roztoku chloridu amonného (1 x 500 ml) s diethyletherem (1 x 400 ml)
a vytiepana. Vodna faze byla vytiepana diethyletherem (1 x 200 ml), etherické faze byly
spojeny, suSeny bezvodym siranem sodnym, pfefiltrovany a odpafeny. Ziskany odparek byl
¢istén sloupcovou chromatografii ve smési petrolether-ether (30:1). Produktem byl olefin 6
(950 mg, 95%).
B.t.: 158-161,1 °C, [a]p + 22,8 (c 0,243).
'H NMR (400 MHz) v CDCl3: 0,75 s, 3 H (3 x H-18); 0,86 s, 3 H (3 x H-19); 1,295, 3H (3 x
H-21); 3,85-4,02 m, 4 H (-O-CH,-CH;-0-); 4,54-4,56 m, 2 H (CH,=).
IC spektrum: 3070, 888 (=CH,); 1648 (C=C); 1471, 1294 (CH, ethylenketal); 1375 (CHs,
ethylenketal);
Pro C4H330, (358,6) vypocteno: 80,39% C, 10,68% H; nalezeno: 80,07% C, 10,75% H.

3a-Hydroxymethyl-5a-pregnan-20-on (7a) a 33-hydroxymethyl-5a-
pregnan-20-on (7b)

K roztoku LiAlH4 (544,5 mg, 14,3 mmol) v suchém THF (72,5ml) byla pod inertni
atmosférou za stalého michani pfidana smés BF;.Et,0 (1,8 ml, 14,2 mmol) a THF (36 ml).

Poté byl pod inertni atmosférou argonu pfidan olefin 6 (950 mg, 2,65 mmol) v THF (36 ml)
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a reakéni smés byla michana (5 hod, 0°C). Poté byla nechana 12 hod pfi -16°C a nasledné byl
injek¢ni stfikatkou pfidan roztok hydroxidu draselného (0,58 g v 5,8 ml H,0) a peroxid
vodiku (3,5 ml, 30%) a reakéni smés byla michdna 80 min pod argonem pii 0°C. Reak¢ni
smés byla nalita do ethyl-acetatu (900 ml) a organicka faze byla promyta vodou (4 x 150 ml),
suSena bezvodym siranem sodnym, pfefiltrovina a odpafena. K odparku rozpusténém
v acetonu (10 ml) byla pfidana voda (3 ml) a kyselina chlorovodikova (10%, 5 kapek). Smés
byla nechana stat 30 min, byla nalita na vodu s ledem a vytfepana diethyletherem (2 x 200
ml). Organicka faze byla vytfepana hydrogenuhli¢itanem sodnym (2 x 100 ml) a vodou
(2 x 100 ml). Déle suSena bezvodym siranem sodnym, pfefiltrovana a odpafenim rozpoustédel
byla ziskana smés alkoholti 7a + 7b (820 mg, 86,3%). Tato smés alkoholi byla rozdélena
pomoci HPLC ve smési ethyl-acetat : hexanova frakce (3:7). Byly ziskany alkoholy 7a (437
mg, 53,3%) a 7b (230 mg, 28%)).

3a-Izomer (7a):

B.t.: 140,8-143,4 °C, [a]p + 101,7 (¢ 0,177).

'H NMR (400 MHz) v CDCl3: 0,60 s, 3 H (3 x H-18); 0,80 s, 3 H (3 x H-19); 2,11 s, 3H (3 x
H-21);2,51t,1H, J =9 (H-17); 3,65 d, 2H, J = 7,6 (CH,OH).

IC spektrum: 3622, 3475, 1045, 1027 (O-H, alkohol); 1698 (C=0, acetat); 1386 (CH3_ acetat).
Pro C»,H360, (332,5) vypoéteno: 79,46% C, 10,91% H; nalezeno: 79,30% C, 11,02% H.
3B-1zomer (7b):

B.t.: 158,5-162,4 °C, [a]p +108,6 (c 0,181).

'H NMR (400 MHz) v CDCl3: 0,60 s, 3 H (3 x H-18); 0,80 s, 3 H (3 x H-19); 2,11 s, 3 H (3 x
H-21); 2,52 t, 1H, J =9 (H-17); 3,46 d, 2H, J = 5,6 (CH,OH).

IC spektrum: 3628, 1055 (O-H, alkohol); 1698 (C=0, methyl); 1387 (CH3, acetat).

Pro C»H360, (332,5) vypocteno: 79,46% C, 10,91% H; nalezeno: 79,60% C, 10,95% H.

20-Oxo-5a-pregnan-3a-karboxylova kyselina (8a)

K alkoholu 7a (80 mg, 0,23 mmol), rozpusténém v acetonu (3 ml) bylo po kapkach
ptidavano Jonesovo &inidlo aZ do zhnédnuti smési. Poté byla reakéni smés nechana stat
30 min za laboratorni teploty. Piebytek ¢inidla byl rozloZzen pfidanim isopropylalkoholu
(1 ml) do reakéni smési. Reakéni smés byla nalita do smési voda-led (50 ml) a extrahovana
chloroformem (1 x 20 ml). Organicka faze byla promyta vodou (1 x 10 ml), suSena
a odpafena. Krystalizaci ze smési aceton-voda byla ziskana kyselina 8a (79 mg, 98,8%).

B.t.: 158,6-162,7 °C, [a]p + 109,4 (c 0,212).
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'H NMR (400 MHz) v CDCls: 0,60 s, 3 H (3 x H-18); 0,80 s, 3 H (3 x H-19); 2,11 5, 3H (3 x
H-21);2,51t,1H,J=9,1 (H-17); 2,72 t, I1H, W = 5,6 (H-3).

IC spektrum: 3518 (O-H, COOH, monomer); 3092, 2652, 2570 (O-H, COOH, dimer); 1737
(C=0, COOH, monomer); 1699 (C=0, COOH, dimer); 1699, 593 (C=0, acetat); 1386 (CHj3,
methyl); 1358 (CHs, acetét).

Pro C»H3403 (346,5) vypoéteno: 76,26% C, 9,89% H; nalezeno: 76,14% C, 9,97% H.

20-Oxo-5a-pregnan-33-karboxylova kyselina (8b)

K alkoholu 7b (83 mg, 0,24 mmol), rozpusténém v acetonu (3 ml) bylo po kapkach
pfidavano Jonesovo Cinidlo az do zhnédnuti smési. Poté byla reakéni smés nechdna stat
30 min za laboratorni teploty. Prebytek ¢inidla byl rozloZen pfiddnim isopropylalkoholu
(1 ml) do reakéni smési. Reakéni smés byla nalita do smési voda-led (50 ml) a extrahovana
chloroformem (1 x 20 ml). Organickd faze byla promyta vodou (1 x 10 ml), suSena
a odparena. Krystalizaci ze smeési aceton-voda byla ziskana kyselina 8b (80 mg, 96,4%).

B.t.: 184,0-187,5 °C, [a]p + 118,8 (c 0,170).

'H NMR (400 MHz) v CDCl3: 0,60 s, 3 H (3 x H-18); 0,81 s, 3 H (3 x H-19); 2,115, 3H(3 x
H-21); 2,36 tt, 1H, J, = 12,4, J,=4,2 (H-3); 2,52 t, 1H (H-17).

IC spektrum: 3516 (O-H, COOH, monomer); 3090, 2668, 2579 (O-H, COOH, dimer);1735
(C=0, COOH, monomer); 1701 (C=0, COOH, dimer); 1421, 1291 (dimer -COOH); 593
(C=0, acetat); 1358 (CH3, acetat); 1387 (CHj3, methyl).

Pro C»H3403 (346,5) vypocteno: 76,26% C, 9,89% H; nalezeno: 76,02% C, 9,95% H.
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5.2. Priprava 5p-pregnan-3-karboxylovych kyselin

3-Methylen-5B-pregnan-20-on (12)

Barikka (100 ml) se septovym uzavérem a michadlem byla vysuSena v termostatu
(40 °C, 2 hodiny), poté byl do ni rychle navazen NaH (50% v parafinovém oleji, 0,3 g, 6,25
mmol). NaH byl vinertni atmosféfe 3x oplachnut petroletherem. Takto byla odstranéna
vétSina parafinového oleje. Poté byl pfidan absolutni DMSO (44 ml) a roztok byl michan
a zahfivian 1 hodinu na vodni lazni pifi 65 °C pod inertni atmosférou argonu.
Po uplynuti uvedené doby byla reakéni smés nechana zchladnout za laboratorni teploty a byl
pfidan trifenylmethylfosfonium jodid (5,62 g, 13,9 mmol). Obsah bariky byl michan 30 min
na laboratorni teplotu pod argonem. Takto pfipravené ¢inidlo bylo pomalu ptikapavéano
ke ketonu 11 (4 g, 11,2 mmol) rozpusténém v tetrahydrofuranu (250 ml) za soucasného
chlazeni na 10 — 15 °C. Pribéh byl kontrolovan TLC petrolether-ether (4:1), po 1,5 hod byla
reakéni smés nalita do smeési nasyceného roztoku chloridu amonného (I x 500 ml)
s diethyletherem (1 x 400 ml) a protfepana. Vodna faze byla vytiepana diethyletherem
(1 x 400 ml), organické faze byly spojeny, suseny bezvodym siranem sodnym, piefiltrovany
a odpafeny. Produktem byl olefin 12 (3 g, 75%).
B.t.: 86,3-88,5°C, [a]p + 136,2 (c 0,254).
'H NMR (400 MHz) v CDCl;: 0,61 s, 3 H (3 x H-18); 0,93 s, 3 H (3 x H-19); 2,125, 3H (3 x
H-21); 4,57-4,59 m, 2 H (CH,=).
IC spektrum: 1698, 593 (C=0, acetat); 1357 (CH3, acetat); 3071, 888 (=CH;); 1648 (C=C);
1386, 1377 (CH3, methyl).
Pro C5,H340 (314,5) vypoéteno: 84,02% C, 10,90% H; nalezeno: 84,1% C, 10,95% H.

3-Methylen-20, 20-(ethylendioxy)-5B-pregnan (13)
Methylenderivat 12 (1,5 g, 4,8 mmol) byl rozpustén v absolutnim benzenu (45 ml),

roztok byl odpafen zhruba na polovinu a ke smési byl pfidan ethylenglykol (1,12 ml, 20,1
mmol). Nasledné byl pfidan orthomravencan ethylnaty (2 ml, 12 mmol) a monohydrat
kyseliny p-toluensulfonové (0,016 g, 0,079 mmol). Smés byla michéna 2 dny za laboratorni
teploty. Reakéni smés byla nalita do nasyceného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného (50 ml),
produkt byl extrahovan ethyl-acetitem (100 ml), organickd faze byla promyta

hydrogenuhli¢itanem sodnym (50 ml), vodou (2 x 100 ml) a suSena bezvodym siranem
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sodnym. Rozpoustédla byla odpafena za sniZzeného tlaku. Ziskany odparek byl ¢istén
sloupcovou chromatografii ve smési petrolether : diethylether (7:3) za vzniku latky 13 (0,97 g,
65%).

B.t.: 102,1-106,3°C, [a]p + 46,4 (c 0,263).

'H NMR (400 MHz) v CDCl3: 0,76 s, 3 H (3 x H-18); 0,93 s, 3 H (3 x H-19); 1,30's, 3 H (3 x
H-21); 3,87-4,01 m, 4 H (-O-CH,-CH,-0-); 4,56-4,58 m, 2 H (CH,=).

IC spektrum: 887 (CH,=); 1070, 1053 (ethylenketal); 1376 (CH3, methyl).

Pro C,4H330, (358,6) vypocteno: 80,39% C, 10,68% H; nalezeno: 80,40% C, 10,88% H.

3B-Hydroxymethyl-5B-pregnan-20-on (14a) a 3a-hydroxymethyl-583-
pregnan-20-on (14b)

Methylenderivat 13 (2 g, 6 mmol) byl rozpustén v Cerstvé destilovaném
tetrahydrofuranu (50 ml), k reakéni smési byl za michani pfikapan roztok komplexu boran-
THF (1IM) v THF (55,8 ml) pfi 0 °C pod inertni atmosférou argonu. Pribéh reakce byl
kontrolovan TLC ve smési petrolether-ether (4:1). Po 3 hodinach pfidan hydroxid draselny
(3,7g v 37 ml H,0) a peroxid vodiku (22,2 ml, 30%) a reakéni smés byla michdna 80 min pod
argonem pii 0°C. Reak¢ni smés byla nalita do ethyl-acetatu (1000 ml) a organicka faze byla
vytfepana vodou (4 x 400 ml), poté suSena bezvodym siranem sodnym, piefiltrovana
a odpafena. K odparku rozpusténém v acetonu (20 ml) byla ptidana voda (6 ml) a kyselina
chlorovodikova (10%, 10 kapek). Smés byla nechéna stat 30 min, byla nalita na vodu s ledem
a vytfepana diethyletherem (2 x 400 ml). Organicka faze byla vytiepana hydrogenuhli¢itanem
sodnym (2 x 200 ml) a vodou (2 x 200 ml). Dale susena bezvodym siranem sodnym,
prefiltrovana a odpaienim rozpoustédel byla ziskdna smés alkohold 14a + 14b (2 g, 100%).
Tato smés alkoholii byla rozdélena na sloupci silikagelu (80 g), mobilni fazi byla smés
petrolether-ether (7% etheru v petroletheru). Byly ziskany alkoholy 14a (700 mg, 35%) a 14b
(260 mg, 13 %).
3p-1zomer (14a):

B.t.: 112,8-115,6°C, [a]p + 68,4 (0,209).

'H NMR (400 MHz) v CDCl3: 0,60 s, 3 H (3 x H-18); 0,90 s, 3 H (3 x H-19); 2,115, 3H (3 x
H-21); 2,54 t, 1H, J =9 (H-17); 3,64-3,68 m, 2H (CH,OH).

IC spektrum: 3625 ((O-H, alkohol); 1698 (C=0, acetat); 1358 (CHj, acetat).

Pro C2,H360; (332,5) vypoéteno: 79,46% C, 10,91% H; nalezeno: 79,33% C, 11,02% H.
3a-Izomer (14b):
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B.t.: 126,8-129,7°C, [a]p + 80,2 (0,222).

'H NMR (400 MHz) v CDCl3: 0,60 s, 3 H (3 x H-18); 0,94 s, 3 H (3 x H-19); 2,11 5, 3H (3 x
H-21); 2,54 t, 1H, J =9 (H-17); 3,48-3,50 t, 2H, J=5,7 (CH,OH).

IC spektrum: 3627 (O-H, alkohol); 1698 (C=0, acetat); 1359 (CHj3, acetat).

Pro Cy,H360, (332,5) vypocteno: 79,46% C, 10,91% H; nalezeno: 79,51% C, 9,98% H.

20-Oxo-5B-pregnan-3B-karboxylova kyselina (15a)
K alkoholu 14a (50 mg, 0,15 mmol), rozpusténém v acetonu (4 ml) bylo po kapkach

ptfidavano Jonesovo ¢inidlo aZ do zhnédnuti smési. Poté byla reakéni smés nechdna stat
30 min za laboratorni teploty. Piebytek ¢inidla byl rozloZen ptidanim isopropylalkoholu
(1 ml) do reakéni smési. Reakéni smés byla nalita do smési voda-led (30 ml) a extrahovana
chloroformem (2 x 25 ml). Organicka faze byla promyta vodou (1 x 30 ml), suSena
a odpafena. Krystalizaci ze smési aceton-voda byla ziskana kyselina 15a (26 mg, 52%).

B.t.: 212,1-215,2°C, [a]p + 94,0 (0,200).

'H NMR (400 MHz) v CDCl3: 0,60 s, 3 H (3 x H-18); 0,93 s, 3 H (3 x H-19); 2,125, 3H (3 x
H-21); 2,76-2,79 m, 1H (H-3); 2,53 t, 1H (H-17).

IC spektrum: 1737 (C=0, COOH, monomer); 1699 (C=0, COOH, dimer); 1386 (CH3,
methyl).

Pro C»,H3405 (346,5) vypocteno: 76,26% C, 9,89% H; nalezeno: 76,56% C, 9,98% H.

20-Oxo-5B-pregnan-3a-karboxylova kyselina (15b)

K alkoholu 14b (83 mg, 0,25 mmol), rozpusténém v acetonu (5 ml) bylo po kapkach
ptidavano Jonesovo ¢inidlo aZ do zhnédnuti smési. Poté byla reakéni smés nechdna stat
30 min za laboratorni teploty. Prebytek &inidla byl rozloZen pfidanim isopropylalkoholu
(1 ml) do reakéni smési. Reakéni smés byla nalita do smési voda-led (50 ml) a extrahovana
chloroformem (1 x 100 ml). Organickd faze byla promyta vodou (1 x 50 ml), suSena
a odparena. Krystalizaci ze smési methanol-voda byla ziskana kyselina 15b (37mg, 44,6%).
B.t.: 132,9-136,0°C, [a]p + 81,6 (0,250).

'H NMR (400 MHz) v CDCl;: 0,60 s, 3 H (3 x H-18); 0,955, 3 H (3 x H-19); 2,115, 3H(3 x
H-21); 2,35-2,43 m, 1H (H-3); 2,54 t, 1H, J=9 (H-17).

IC spektrum: 1732 (C=0, COOH, monomer); 1700 (C=0O, COOH, dimer); 1385 (CHj,
methyl).

Pro C3;H3405 (346,5) vypocteno: 76,26% C, 9,89% H; nalezeno: 76,03% C, 9,68% H.
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6. Zaver

Z vychozich latek § a 11 se podafilo pfipravit vSechny &tyfi Zadané steroidni
karboxylové kyseliny v fadach 5-a (8a, 8b) a 5-B (15a, 15b). Nasledné byla testovana jejich
aktivita na rekombinantnich NMDA receptorech a to na Oddéleni bunééné neurofyziologie
Fyziologického ustavu AV CR. Testovani potvrdilo ptedem ptedpokladanou biologickou

aktivitu syntetizovanych kyselin na NMDA receptoru.
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