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1. Uvod

1.1 Neurosteroidy

Klasicka aktivita steroidnich hormonl je zprostiedkovana vazbou steroidu na
nitrobuné¢ny receptor. Vznikly komplex hormon-receptor je translokovan do jadra buiiky.
Zde je pak ovlivnéna genova transkripce. Z mechanismu tohoto u¢inku vyplyva dlouha doba
nezbytna pro vyvolani ¢inku (hodiny az dny)'. Od 40. let minulého stoleti (Hans Selye,
1941) jsou vsak také znamy steroidni latky, které vyvolaji okamzity alinek, a to v fadech
sekund, ba dokonce milisekund’. Pfestoze mechanismus pasobeni zlstal dlouho neznamy,
objev rychlého a anestetického u¢inku vedl k prvnimu steroidnimu anestetiku — alphaxalonu.
Az v sedmdesatych letech byl objeven vliv neurosteroidi na receptory pro neuropienasece.
Tento objev v roce 1976 pii hledani mechanismu u¢inku alphaxalonu uéinil Smaje’. Teprve v
osmdesatych letech byly objeveny uc¢inky steroidnich latek na funkci GABA, receptoru a
postupné i dalSich ligandem aktivovanych iontovych kanali. Mezi tyto receptory patii
glutamatové, glycinové nebo nikotinické acetylcholinovéz.

Neurosteroidy jsou latky, které vznikaji v nervovych burikach — tj. v blizkosti svého
pisobeni. Pisobi na membranové receptory pro neurotransmitery. V literatuie se vyskytuje
téZ termin neuroaktivni steroidy — to jsou latky, které maji u€inky jako neurosteroidy a
ovliviluji receptory iontovych kanalli pro neuropienasece, ale které nevznikaji v nervové
tkani'. Casto se viak v literatufe setkame s prolinanim téchto dvou termind, pfi¢emz vétsinou
se uziva termin neuroaktivni steroidy, ktery zahrnuje i vlastni neurosteroidy.

Mezi zékladni pfirozené se vyskytujici neurosteroidy patéi allopregnanolon a
pregnenolon. Vyskytuji se v mozku, a to nejen jako nekonjugovany steroid, ale také ve formé
esteru kyseliny sirové (pregnenolon sulfat) a estert vy$Sich mastnych kyselin'. Zakladni
struktury neuroaktivnich steroidii jsou znazornény na Obrazku 1 (str. 8, jsou pouZity trivialni

nazvy, s kterymi se lze setkat pfedevsim v lékaiské a biochemické literatue)”.
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Obrizek 1. Zakladni struktury neuroaktivnich steroidu

Neuroaktivni steroidy jsou fyziologicky a farmakologicky vyznamnou skupinou latek.
Vyhledové by se vhodné derivaty mohly uplatnit pii 1é¢bé neurologickych a psychiatrickych
onemocnéni. Nejvice prozkoumanou oblasti je vliv neuroaktivnich steroidd na ¢innost
GABA, receptori. Bylo vSak zjisténo, Ze maji vliv i na inhibici napétové fizeného
vapnikového kanalu a NMDA receptoril. A stale se objevuji ¢lanky, popisujici noveé zjisténa
fakta o interakci dal$ich druhid a poddruht neuronovych receptori s neuroaktivnimi steroidy.

Data z preklinickych i klinickych studii potvrdily potencidl neuroaktivnich steroidi
jako nové tridy léCiv pro ovlivnéni epilepsie, uzkosti, nespavosti, migrény a drogové

zavislosti’,
1.2 GABA receptory a jejich modulace neurosteroidy

Nazev GABA receptor je odvozen od hlavniho neuroptfenasece s inhibi¢nim u¢inkem
v CNS savcll — od kyseliny y-aminomaselné (anglicky Gama Amino Butyric Acid).

Receptory, které jsou aktivované touto latkou, jsou rozdéleny do 3 skupin: ionotropni



GABAA, receptory — piimo tvofici kanal pro Cl" ionty, metabotropni GABAg receptory —
pomoci G-proteinii sprazeny s Na" a K* kanaly a GABA( receptory — tvoii také kanal pro CI
ionty, od GABA, se li§i svymi podjednotkami a farmakologickymi vlastnostmi. Alphaxalon
je priklad neurosteroidu, ktery ovliviiuje GABA, receptor — byla to prvni latka, u které se
podafilo prokazat spojitost mezi steroidem a GABA, receptorem. Dal§imi latkami, u nichz
byl prokazan vliv na GABA, jsou nékteré endogenni hormony, jiZ vyse uvadéné -

allopregnanolon, tetrahydrodeoxykortikosteron’.

1.3 NMDA receptory a jejich modulace neurosteoidy

NMDA receptor patii do rodiny ionotropnich (ligandem fizenych iontovych kanali)
CNS obratlovct. Do této rodiny dale patii kainatovy receptor (KA) a a-amino-3-hydroxy- 5-
methyl-4-isoxazolpropionatovy (AMPA) receptor. Nazvy jsou odvozeny od ptislusného
(selektivniho) agonisty. Kli¢ovou tlohu ma NMDA receptor, ktery ma hned nékolik
vyjime¢nych vlastnosti.
1. Vysoka propustnost pro Ca® ionty. Tak je ovlivnéna fada intracelularnich
procesu.
2. K aktivaci jsou nutné dva endogenni agonisté v jednom okamZiku — glutamat
a glycin.

3. Je v zavislosti na napéti membrany blokovan extracelularnimi Mg*" ionty?.

Struktura je oligomerni — dosud je znamo celkem 7 podjednotek — NR1, NR2A-D
a NR3A-B. Sou¢asna piedstava o NMDA receptoru je, Ze hlavni struktura je tetrametr
slozeny ze dvou NR1 a dvou NR2 podjednotek. NR3 podjednotka nékdy miZe nahradit jednu
ze dvou NR2 podjednotek, potom v kombinaci s NR1 podjednotkou tvoii excitacni glycinové
receptory s dosud neobjasnénym fyziologickym vyznamemz.

Spole¢nym znakem pro endogenni neurosteroidy s prokdzanym vlivem na NMDA
receptor je ptitomnost sulfatové skupiny v poloze C3. Ta je nositelem zdporného naboje.
V Tabulce 1 (str. 6) je popsan u¢inek pregnenolonsulfatu a pregnanolonsulfatu na GABA4 a

NMDA receptory.



GABAA NMDAR

Pregnanolonsulfat inhibice inhibice

Pregnenolonsulfat inhibice potenciace

Tabulka 1. Uéinek PS a 3a5pS na GABA, a NMDAR

Jak je vidét z vySe uvedené Tabulky 1, u PS je vliv na GABA, inhibiéni, ale na
NMDAR potenciaéni. Ué¢inky uvedenych neurosteroidii zavisi na podjednotkovém sloZeni
NMDA receptoru. NR1/NR2C-D jsou citlivéjsi k inhibi¢nimu plsobeni pregnanolonsulfatu
nez podjednotky NR2A a NR2B. Vyraznéjsi rozdily miizeme pozorovat pfi pisobeni PS -
pozorovana potenciace NR1/NR2A-B, ale inhibice u NR1//NR2C-D receptorﬁz. Plsobenim
PS miiZe byt u¢inek glutamatu zvySovan, avsak také snizovan. ZaleZi na sloZeni podjednotek.
Receptory s podjednotkami NR2A/B jsou potencovany, kdeZzto NRI/NR2C-D jsou
inhibovany”.

1.4 Mechanismus uc¢inku neurosteroidu na GABA, a NMDA receptory

Zékladnim mechanismem plsobeni neurosteroidli je zmeéna pravdépodobnosti
otevieni pfislusného iontového kanadlu. U obou receptori lze pozorovat potenciatni
i inhibi¢ni u¢inky neurosteroidi. Velmi dulezita je konfigurace na uhliku C3 a C5 steroidniho
skeletu. Sulfatova skupina v poloze C3 je nezbytna pro funkci na NMDA receptoru.
V ptipadé GABA4 receptoru pfitomnost sulfatové skupiny znamena vzdy inhibici bez ohledu
na celkovou strukturu steroidu. Konfigurace na C5 uréuje, zda-li molekula bude spise

planarni (Sa) nebo lomena (5B) (Obrazek 2, str.7).
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Obrazek 2. Tvar molekuly Allopregnanolonu (3a5a) a Pregnanolonu (3a5p)

I ptesto, Ze jsou zndmy ucinky neurosteroidi na GABA, a NMDA receptory, vazebna
mista dosud objasnéna nejsou. Vysledky experimentalni prace ukazuji na nekompetitivni
vazbu vzhledem k zdkladnim neurotransmiterim a nepiisobi ani v jinych mistech pro
alosterické ovlivnéni — pf. u GABA4 vazebné misto pro benzodiazepiny, u NMDAR pro

polyaminy?.
1.5 Glutamat jako ,,posel bunééné smrti

Pfi poranéni mozku ¢i mozkové mrtvici nékteré mozkové burky zahynou v pfimém
dasledku nedostatku kysliku. Vétsi rozsah poSkozeni je vSak zplisoben naslednymi
chemickymi procesy, které vedou k bunééné smrti. Tyto déje jsou vyvolany vyloucenim
nadbytku glutaméatu do okoli poSkozenych a umirajicich bun€k. Odblokovani NMDA
receptortl zpusobi zvySeny vstup Ca** jontd do buriky.

Véapenaté ionty jsou vSudypfitomni intracelularni poslové, regulujici mnoho
bunéénych funkci jako napf. bunéény rist, diferenciaci, membranovou vzru$ivost,
synoptickou aktivitu a exocytosu. Kvili témto dilezitym funkcim je nezbytné nutné, aby
neurony udrZovaly stalou hladinu Ca® jontd v cytosolu. V neuronech se proto vyvinul
komplex homeostatickych mechanizma, které reguluji jak cytosolickou koncentraci Ca®", tak
i rozlozeni (lokaci) Ca®* v bufice. Konkrétné se jedna o vzdjemnou interakci mezi 4

. 1. v ro + LR
zékladnimi procesy - vstupem Ca®* do buriky, vyrovnanim koncentrace Ca®*, vniting
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ukladanym Ca** a uvolnénym Ca** z buriky. Schéma znazorfiujici rovnovahu Ca®* jonti

v neuronu je na Obrazku 3°.

Obrazek 3. Piehled reakci udrzujici rovnoviaznou hladinu Ca**
1. Vstup Ca®* a Na* zaroven s vystupem K na iontovych kanalech spojenych s
receptory, napt. glutamatovych receptorech.
Vystup Ca’* ionti z buiiky za spotfeby ATP.
Vstup Ca®* podminény potencidlem na membrané.

Ca®* Vystup vyménou za Na" jonty.

wokh v

Piidavné iontové kanaly prispivajici k membranové repolarizaci a k iontové

homeostazi.

6. Vstiebavani a uvolfiovani Ca** iontd endoplasmatickym retikulem.

7. Tok Ca* iontd pfes jadernou membranu s potencujicim efektem na transkripci
nukleovych kyselin.

8. Ulozeni Ca®* iontt do mitochondrie.

9. Intracelularni systém vyrovnavajici hladinu Ca® jonti pomoci Ca* -

vazebnych proteini.

V situaci, pfi které dojde k zvyseni Ca®* iontd v bufice a se kterou se nevypotada ani
vySe popsany komplex reakci na udrZeni stalé hladiny Ca®* iontd, jsou aktivovany procesy,
jez vedou k poskozeni neuronu nebo ke vzniku toxind, které zpisobi buné¢nou smrt. Téchto

reakci se ucastni celd fada enzymu — proteasy, lipasy, endonukleasy. Sled moznych reakci,



které mohou nastat po zvySeni intracelularni koncentrace Ca’* iontii, je znazomnén na

Obrazku 4°.
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Obrizek 4. Sled bun&nych reakei reagujicich na zvy$enou hladinu Ca*'
NO = oxid dusnaty
ONOO- = peroxonitrit
ATP = adenosintrifosfat

DNA = deoxyribonukleova kyselina

Objasnéni polohy a struktury vazebného mista pro neurosteroidy, které ovliviuji
glutamatové receptory, a tim i vstup Ca’* iontt do buiiky, by mohlo pomoci pii navrzeni a
syntéze steroidu, jenZ by byl schopen v ptipadé ohrozZeni vhodné inhibovat tento receptor a
regulovat tok Ca® ionti do buiiky. Tim by bylo mozno zabranit ztrat¢ bunék, které
nezahynou bezprostfednim nedostatkem kysliku, ale nasledné vyse popsanym mechanismem

— vylougenim glutamatu a naslednému toku Ca”* iontt do buriky.

Jednou z metod, ktera by mohla objasnit strukturu vazebného mista, je fotoafintni

znadeni.



1.6 Afinitni a fotoafinitni znaceni

Afinitni znaCeni je technika, ktera je vyuZivana pro ziskani informace o struktufe
vazebného mista v biomolekule. K tomu se pouZivaji derivaty ligand®, jeZ maji moznost
vytvofit kovalentni vazbu ligand-protein. Tato technika je vyuZzivana ke znaeni mnoha
vazebnych proteinli — napf. hormonové receptory, enzymy a imunoglobuliny. Afinitni
znadeni se také pouZiva pii studiu membranovych struktur’.

Podstatou metody afinitniho znadeni je pfirozena afinita mezi ligandem - napt.
hormon, protilatka, substrat a receptorem — napf. enzym, transportni protein. A pravé pfi
modifikaci molekuly jednoho ztéchto dvou partneri (nejcastéji v8ak molekuly ligandu) —
jedna se o substituci chemicky reaktivni skupinou — vznika afinitni sonda. Ta by méla po
pfidani do reakéni smési vytvofit kovalentni vazbu se svym vazebnym partnerem. Za
piedpokladu idealniho vzajemného plisobeni vznika kovalentni komplex ligand — receptor.
Touto metodou Ize identifikovat vazebné misto & aktivni centrum na molekule receptoru®.

Popsana metoda afinitniho znaceni obsahuje dva podstatné nedostatky :

1. Afinitni sonda musi mit nizkou reaktivitu, aby nepodléhala hydrolytickym
reakcim (vétSina reakci probihda ve vodném prostfedi) a nedochazelo tak k
deaktivaci sondy jest¢ pred poZzadovanym navazanim.

2. Neni mozné zamaskovat afinitni sondu takovym zplsobem, ktery by umozZiioval
reaktivaci za pozadovanych podminek. Do jisté miry je s timto spojen i problém
nespecifického znaceni, tj. interakce sondy na jiném nez specifickém vazebném

misté pro ligand, resp. receptors.

Proto byly vypracovany postupy vyuzivajici fotoreaktivni derivaty. Hlavni vyhodou
fotoafinitni sondy proti vySe popsané afinitni sond¢ je fotolytickd aktivace chemicky inertni
sondy na chemicky reaktivni skupinu v poZadovaném ¢&ase. Kratky polocas Zivota a zna¢na
reaktivita s pomérné nizkou selektivitou aktivované sondy umoziuje kovalentné modifikovat
véechny AMK zbytky v blizkosti reaktivniho intermediatu. Timto zpisobem je sniZena
pravdépodobnost nespecifického znafeni a mozZnost pouziti fotoafinitnich sond se tak
podstatné rozsifuje ve srovnani s klasickymi afinitnimi sondami. Idealni fotoafintni sonda by

méla spliiovat tato kritéria:

10



1. Aktivace sondy takovou vinovou délkou, ktera neposkozuje a neméni vlastnosti
biomakromolekuly — idealni je nad 300 nm — fotolabilni skupiny by mély mit i
pfi nizké intenzité svételného zdroje vysokou schopnost fotolyzy — tj. co nejvétsi
absorp¢ni maximum pfi této vinové délce.

2. Podobnost sondy s plvodni slougeninou (ligandem). Zavedeni fotolabilni
skupiny do molekuly by nemélo ovlivnit jeho strukturalni a funkéni vlastnosti.

3. Intermediaty vzniklé fotolyzou se musi vyznalovat vysokou reaktivitou, coz
souvisi s kratkou dobou Zivota, anizkou selektivitou — tj. reaktivitou vi&i
riznym funkénim skupindm. Tyto intermedidty nesmi podléhat pfesmyktim,
které by negativné ovlivnily vytézek, poptipadé by vedly i k reakcim mimo
vazebné centrum.

4. Stabilita a chemicka inertnost za experimentalnich podminek. Stabilita pti
zménach pH okolo hodnoty fyziologického pH, odolnost proti oxidaénimu i
redukénimu prostiedi.

5. Jednoducha synteticka dostupnost.

6. Kovalentni vazba mezi ligandem a receptorem by méla byt odolna
v podminkach béZnych separacnich a charakterizaénich metod — napf. proti

¢inidlim, které $tépi proteinys.

Prakticky Zadna molekula vS$ak nespliluje tato pfisna kritéria a pfi jejim vybéru se tak
vzdy jedna o kompromis, ktery vyhovuje danému pouiitis.

Priklady fotolabilnich skupin pouzivanych pfi syntéze fotoafinitnich sond:
diazoketony, alkyl-, acyl-, arylazidy, a, B — nenasycené ketony, arylhalidy, nitro slouéeniny7.

Uginnym nastrojem fotoafinitniho znageni jsou nitreny. Zatim se viak nenagel nitren,
ktery by byl optimalni ve vSech situacich. Z doposud znamych jsou nejpouzZivanéjsi
arylnitreny. Jejich prekurzorem je téméf vzdy azid, ktery ma mnoho vyhod. Arylazidy jsou
snadno dostupné a zpuisob, jimz arylazidova skupina atakuje zkoumanou biochemickou
strukturu, je znam. Fotochemické chovani vodné substituovanych arylazidi vyhovuje
poZadavkim. Absorbuji svétlo vinové délky od 300 nebo dokonce 400 nm, pfi¢emz extinkéni
koeficienty jsou dost vysoké na zachyceni vétSiny dopadajiciho svétla. Z toho vyplyva jednak
kratka doba ozafeni, jednak ochranéni biomolekul proti fotochemickému zniceni — vysoka
absorbce azidii chrani biomolekuly béhem kratké doby ozafeni’.

Fotolyza azidu probiha, jak je znazornéno na Obrazku 5 (str. 11), rozpadem azido

skupiny na dvé hlavni formy reaktivniho intermediatu. Prvotné vznika nitren v singletovém
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stavu, ktery je obklopen sextetem elektronl, a neparové elektrony maji antiparalelni spin.
Elektrofilni atak elektronového paru je tak pro singletovy stav nitrenu charakteristickou
reakci. Druhym intermedidtem je nitren v tripletovém stavu — neparové elektrony tohoto
nitrenu maji paralelni spin — chovaji se jako biradikal. Charakteristickou reakci pro tento stav
je vytrzeni atomu vodiku z atakované skupiny. Tripletovy nitren podléhd pfesmykiim méné a

vykazuje nizsi selektivitu®.

R——N==N==N > R—N - R—N:
S, . nitren - nitren -
azidova skupina . , . .
singletovy stav tripletovy stav

Obrazek S. Fotolyza azidové skupiny na nitren

Moznosti i omezeni nitrentt podminéné jak vlastnostmi jich samotnych, tak jejich
prekursort pro fotoafinitni znaceni, jsou namétem nékolika studii.

Nitren a jeho prekursor by mély spliiovat tyto vlastnosti, které se shoduji sjiz
uvedenymi obecnymi vlastnostmi pro fotoafinitni sondu:

1. Nitrenovy prekursor musi obsahovat takovy substituent R, ktery vykazuje
biochemickou aktivitu, takZe prekursor se navaze na vazebné misto receptoru.

2. Nitren by se mél tvofit efektivné bez ztrat a bez zniCeni cilového systému.
Vytéznost vzniklych nitreni a extinkéni koeficient prekursoru by mély byt
vysoké. Vinova délka svételného zafeni by méla byt dlouhd, aby neposkodila
systém.

3. Prekursor by mél byt chemicky stabilni, nereagujici se systtmem a nemél by se
rozpadat pti pouZitych teplotach. Velmi dilezitou roli hraje hydrolyticka

stabilita’,
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2. Cil bakalarské prace

Syntéza azidovych derivatd 5B-pregnanolonu jako prekursord fotoafinitni sondy pro studium
NMDA receptoru.
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3. Diskuze a vysledky

Byly pfipraveny 20-azidoderivaty 5B-pregnanolonu.

Vychozimi latkami pro syntézu azidi byly (20R)-20-hydroxy-5B-pregnan-3-yl acetat 5a a
(20S)-20-hydroxy-5B-pregnan-3-yl acetat Sb, které lze pfipravit ¢tyfmi reakénimi kroky
(Schéma 1). Komer¢né dostupny progesteron 1 byl hydrogenovan na palladiovém
katalyzatoru (Pd na C) za vzniku nasyceného S5B-derivatu 2, jehoz 3-keto skupina byla
selektivné redukovana tetrahydroboritanem sodnym za vzniku 3a-hydroxy derivatu 3. Ten
byl poté ochranén jako acetdit 4, u kterého byla redukovana 20-keto skupina
tetrahydroboritanem sodnym za vzniku poZadovanych vychozich latek 5a a Sb. Protoze pfi
této reakci dochazi majoritné ke vzniku (20R)-20-alkoholu Sa a protoze k dal§imu postupu
bylo potfeba obou izomerd, byla redukce provadéna za pfitomnosti chloridu ceritého, ktery
podstatné zvysil vznik (20S)-20-alkoholu 5b.

Ptiprava azidu probihala podle reakénich schémat 2 a 3. Prvnim krokem byla aktivace
20-hydroxylové skupiny tosylatem pro nukleofilni substituci Sn2, pii které dochézi k inverzi
konfigurace na stereogennim centru. Ze ziskanych tosylati byly substituci s azidem sodnym
ziskany (20S)- a (20R)-20-azidy, pfiCemz (20S)-20-azid vznikal s lep§imi vytézky. Vznik
azidového derivatu byl potvrzen infradervenou spektroskopii (pas 1175 cm™ pro vazbu S-O
v tosylatu zmizel a objevily se charakteristické pasy pro azid - 2103 a 2080 cm™). Ve
vodikovém spektru NMR bylo mozZné pozorovat pro tosylat typické signaly aromatickych
vodiki.. Po substituci pozorovat tyto signaly jiZ nebylo mozné, objevily se ale multiplety
dublet kvadrupletu pro H-20 a multiplet pro H-3, které u tosylatu splyvaly v jeden multiplet.
Také dublet pro H-21 poukazoval na zachovani pregnanového skeletu a vylucoval tak
pfesmyk, a tedy pifipadny vznik Sesti¢lenného D kruhu. Vznik azidd vSak probihal pouze
minoritné, majoritné vznikaly olefiny. Ty bylo mozné dokazat jak vodikovym spektrem —
chybél signal pro H-20 a byly pozorovany signaly typické pro dvojnou vazbu, tak
infracervenou spektroskopii — pas pro azid nebyl pozorovan.

Dalsim krokem syntézy byla hydrolyza chranici skupiny a obnoveni 3a-hydroxylu.
Ten bylo opét mozné prokazat infradervenou spektroskopii — po hydrolytickém §tépeni nebyl
vidét silny pas pro vazbu C=O v karbonylu (1721 cm™), zato vsak byl vidét pas pro
hydroxylovou skupinu (3609 cm™). Pasy pro azid zistaly zachovany. Ve vodikovém spektru

zustal signal pro H-21 i H-20. Multiplet pro H-3 se posunul z 4,76-4,68 na 3,67-3,59 ppm.
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Zaveérecnou reakci byla sulfatace 3a-hydroxylové skupiny obou izomerti — 8a i 8b.
Vznik sulfatovanych azidi 9a a 9b byl potvrzen spektroskopicky — v infracerveném spektru
jiz nebyl pas pro hydroxylovou skupinu, objevil se pas pro sulfat (1048 cm’), ve vodikovém
spektru doslo opét k posunu signalu pro H-3 na hodnotu 4,51-4,43 ppm. Signaly pro H-20 a
H-21 ztstaly prakticky stejné. ProtoZe produktem byly pyridiniové soli, byly pozorovéany i
aromatické vodiky.

V ramci této bakalaiské prace byly pfipraveny a popsany tyto nové latky: 6a, 7a, 7b,
8a, 8b, 9a, 9b.

Touto metodikou se podatilo ptfipravit oba 20-azidoderivaty 5B-pregnan-3a-olu.

U pripravenych sulfati byla testovana jejich aktivita na NMDA receptoru na Oddéleni
bunééné neurofyziologie Fyziologického ustavu AV CR. Oba sulfaty — 9a i 9b — mély
inhibiéni u¢inky. Pro sulfat 9a byl inhibi¢ni uéinek 85% pii 100uM a pro sulfat 9b byl
inhibi¢ni uéinek 36% pii 100uM. Vysledky testi ukdzaly dobry inhibi¢ni u¢inek, azidova
skupina navazana na 5B-pregnanovy skelet misto keto skupiny nesniZila u€inek neurosteroidu
a vaZe se na NMDA receptor. Bylo by tak mozné pomoci podobnych derivatl objasnit

strukturu vazebného mista NMDA receptoru.
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4. 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 méfena v chloroformu polarimetrem Autopol IV (Rudolf
Research Analytical, Flanders), USA, [a]p hodnoty jsou uvedeny v 10"'.deg.cm®g™.
Infraervend spektra byla méfena v roztocich vzorkd v chloroformu pomoci spektrometru
Bruker IFS 55, vlnoéty jsou udany v cm™. 'H NMR spektra byla méfena v FT modu pfi
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) jsou udany v Hz. Multiplicity signali jsou oznageny
nasledovné: s — singlet, d — dublet, t — triplet, q — kvadruplet, m — multiplet, pismeno b
oznaCuje Siroky signdl (broad). V3echna spektra byla interpretovana jako spektra prvniho
fadu. Pfi zpracovani reak¢nich smési byl pouzivan vodny roztok kyseliny chlorovodikové
(5%), ptipadné¢ nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného. Tenkovrstva
chromatografie (TLC) byla provadéna na deskach pokrytych vrstvickou 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 zahiatim na 300 — 400 °C. Rozpoustédla byla z roztokti odpafovana na vakuové
odparce (0,25 kPa) pfi teploté lazné 40°C. Mobilni faze pro sloupcovou chromatografii je
uvedena vZdy u experimentu. Chlorid cerity dostupny jako heptahydrat byl suSen nad oxidem

fosfore¢nym za sniZeného tlaku na 100 Pa pfi teploté 40 °C po dobu 24 h.
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4.1 Piiprava (20R)- a (20S)-3-20-azido-5p-pregnan-3a-olu
58-Pregnan-3,20-dion (2)

Progesteron 1 (30 g, 95,4 mmol) byl rozpustén v absolutnim pyridinu (60 ml) v 1000 ml
barice s michadlem. Poté byl pfidan katalyzator Pd na C (5%, 600 mg). Reakéni barika byla
3x promyta argonem a poté naplnéna vodikem. Vychozi slou¢enina byla hydrogenovana po
30 h. Poté byla reakéni smés zfiltrovana pfes kiemelinu. Filtrat byl ponechdn pies noc
v lednici krystalizovat. Krystalicky produkt 58 1 (27,55 g, 92%), mate¢ny louh (2,44 g)
obsahoval smés 5a a 5 izomerd.

B.t.: 116-118 °C, [lit."° 118.5-120 °C]. '"H NMR (400 MHz) v CDCls: 0,64 s, 3 H (3 x H-18);
1,03 s, 3 H (3 x H-19); 2,12's, 3 H (3 x H-21); 2,55 dd, 1H, J; = 9, J, = 9 (H-17a). IC
spektrum: 1703 (C=O0, oba karbonyly); 1387 (CHj3). Pro C;;H3,0, (316,5) vypoéteno: 79,70
% C, 10,19 % H; nalezeno: 79,82 % C, 10,51 % H.

3a-hydroxy-5B8-pregnan-20-on (3)

Diketon 2 (13,17 g, 41,61 mmol) byl rozpustén v methanolu (MeOH, 1154 ml) v 5000 ml
kadince. Reakéni smés byla vychlazena na ledové lazni na 5 °C. Hydroxid sodny (NaOH,
1,371 g, 34,28 mmol) byl rozpustén v destilované vodé (13,7 ml) v 500 ml barice. K roztoku
byl pfidan methanol (388 ml). Do dal$i 500 ml baiiky byl nalit pyridin (358 ml) a pifidan
tetrahydridoboritan sodny (NaBH,, 2,503 g). Oba roztoky byly také vychlazeny na 5 °C. Po
vytemperovani byl do 5000 ml kadinky s rozpu$ténym diketonem v methanolu nalit roztok
MeOH, NaOH a H;O a nasledné za stalého michani byl pomalu piilévan roztok pyridinu a
tetrahydroboritanu sodného. Pribéh reakce byl kontrolovan TLC. Po vymizeni vychoziho
diketonu byla reakce ukonCena neutralizaci reakéni smési 5% HClI (pH méfeno
indikatorovym papirkem). Roztok byl nalit do 6000 ml smési vody a ledu. Bila sraZenina
byla odsita na Biichnerové nalevce. Sloupcovou chromatografii na silikagelu eluci smési
petrolether : ether (8:2) byl ziskdn poZadovany 3a alkohol 3 (6,72 g, 51%).

B.t.: 1452-147,5 °C, [lit."" 146-148 °C]. 'H NMR (400 MHz) v CDCl;: 0,60 s, 3 H (3 x H-
18); 0,93s,3 H (3 x H-19); 2,11 s, 3 H (3 x H-21); 2,53 t,1 H, ] =9,1 (H-170); 3,68 — 3,60
m, 1H (H-3a). IC spektrum: 3610, 3476 (OH); 1698, 593 (C=0); 1386 (CH;); 1033 (C-OH).
Pro C;;H340, (318,5) vypoéteno: 79,19 % C, 10,76 % H; nalezeno: 79,12 % C, 10,76 % H.
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20-Oxo-5B-pregnan-3a-yl-acetat (4)

Steroid 3 (6,71 g, 21,07 mmol) byl azeotropicky suSen odpafenim s benzenem. Poté byl
rozpustén v absolutnim pyridinu (33,5 ml). Roztok byl ochlazen v ledové 1azni a za stalého
michani byl pfikapan acetanhydrid (Ac,0, 20 ml). Reakéni smés byla ponechana stat pres
noc za laboratorni teploty. Poté byla nalita do vody (200 ml) a 5% HCI (800 ml) a ponechana
do dalsiho dne vysrazet. Srazenina byla odsata na Biichnerové nalevce a suSena v termostatu.
Suchy produkt byl rozpustén v. CHCl; (50 ml) a pfecistén filtraci ptes sloupecek silikagelu.
Byla ziskéan acetat 4 (7.36 g, 97%).

B.t.: 92 — 94,5 °C, [lit."” 89-90 °C]. 'H NMR (400 MHz) v CDCls: 0,60 s, 3 H (3 x H-18);
0,93s,3 H (3 x H-19); 2,04 s, 3 H (OAc); 2,11 5,3 H (3 x H-21); 2,53 t,1 H,J =9 (H-17a);
4,77 — 4,69 m, 1 H (H-3). IC spektrum: 1720 (C=0, acetat); 1253,1028 (C-O, acetat); 1383
(CHs). Pro Cy3H3603 (360,5) vypocteno: 76,62 % C, 10,06 % H; nalezeno: 76,56 % C, 10,16
% H.

(20R)-20-hydroxy-5B-pregnan-3a-yl-acetat (5a) a (20S)-20-hydroxy-5B-pregnan-
3a-yl-acetat (5b)

Acetat 4 (7,45 g, 15,95 mmol) byl rozpustén ve smési methanol-tetrahydrofuran (2:1, 287
ml). Kroztoku byl ptfidan bezvody chlorid cerity (CeCls, 4,324 g, 1,1 ekv.). Za stalého
michani byl v né€kolika davkach ptidan tetrahydridoboritan sodny (NaBH4, 723 mg, 19,13
mmol). Po ukonéeni reakce potvrzenym TLC byla reakéni smés nalita do vody. Vznikla
srazenina byla odsata (5,4 g). Z filtratu byl na vakuové odparce ze smési odstranén methanol
a tetrahydrofuran. Destilacni zbytek byl extrahovan ethyl-acetitem (2x 200 ml). Spojené
organické faze byly suSeny bezvodym siranem sodnym. Ethyl-acetdt byl odpafen za
snizeného tlaku. Odparek (2,05 g) a sraZenina (5,4 g) byly spojeny a chromatografii na
sloupci silikagelu byly izomery rozdéleny ve smési petrolether-ether (9:1). Byl ziskan (20R)-
20-alkohol 5a (2,69 g, 36%) a (20S)-20-alkohol 5b (1,25 g, 18%) a nerozdélend smes
izomerd 20R a 20S (1,83 g, 25%).

(20R)-Izomer (5a):

B.t.: 129-131,6 °C, [lit."* 137-140 °C]. '"H NMR (400 MHz) v CDCl3: 0,74 s, 3 H (3 x H-18);
0,94s,3H (3 xH-19); 1,14d,3 H,J=6,1 (3 x H-21); 2,03 5, 3 H (OAc); 3,76 — 3,69 m, 1 H,
(H-20); 4,77 — 4,68 m, 1 H (H-3). IC spektrum: 3610, 3452 (O-H, alkohol); 1721 (C=0,
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acetat); 1364 (CHj, acetat);1252, 1028 (C-O, acetat). Pro C,3H3303 (362,2) vypocteno: 76,20
% C, 10,56 % H; nalezeno: 76,33 % C, 10,76 % H.

(20S)-Izomer (5b):

B.t.: 121,5 - 124 °C, [lit."* 131-132 °C]. '"H NMR (400 MHz) v CDCls: 0,65 s, 3 H (3 x H-
18); 0,93s,3 H (3 x H-19); 1,22d,3 H,J =6,2 (3 x H-21); 2,03 s, 3 H (OAc); 3,73 — 3,67 m,
1 H, (H-20); 4,77 — 4,69 m, 1 H (H-3). IC spektrum: 3616, 3451 (O-H, alkohol); 1721 (C=0,
acetat); 1364 (CH3, acetat); 1252, 1027 (C-O, acetat). Pro C,3H3303 (362,2) vypoéteno: 76,20
% C, 10,56 % H; nalezeno: 76,35 % C, 10,75 % H.

(20R)-5B-Pregnan-3a,20diyl-3-acetat-20-tosylat (6a)

(20R)-20-Alkohol Sa (2,4 g, 6,62 mmol) byl rozpustén v absolutnim pyridinu (40 ml) v 250
ml barice. V ledové lazni byl za stalého michani postupné piisypavan p-
toluensulfonylchlorid (p-TsCl, 2,56 g, 0,0134 mmol). Smés byla ponechana stat pfes noc za
laboratorni teploty. Poté byla nalita do vody (100 ml) a extrahovana chloroformem (3x 50
ml). Chloroformové extrakty byly spojeny a promyty vodou (100 ml), 5% HCI (2x 100 ml),
vodou (100 ml), nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho (2x 100 ml) a nakonec
vodou (100 ml). VysuSeno pres bezvody siran sodny. Odpafeno na vakuové odparce.
Odparek byl pozadovany (20R) tosylat 6a (3,29 g, 96%).

B.t.: 147,5-150°C. '"H NMR (400 MHz) v CDCl;: 0,67 s, 3 H (3 x H-18); 0,92 s, 3 H (3 x H-
19); 1,19 d, 3 H, J=6,1 (3 x H-21); 2,02 s, 3H (OAc); 2,44 s, 3H (Ar-CH3); 4,77 — 4,67 m, 2
H, (H-3,H-20); 7,32 d, 2H, J = 8,0 (H-3-Ar, H-5-Ar); 7,79 d, 2H, J = 8,3 (H-2-Ar, H-6-Ar).
IC spektrum: 1721 (C=0, acetat); 1382 (CHj, 18,19); 1362 (CHj3, acetat); 1258, 1251 (C-O,
acetat); 1175 (SO,, tosylat). Pro C30H44OsS (516,73) vypoéteno: 69,73 % C, 8,58 % H;
nalezeno: 70,03 % C, 8,76 % H.

(20S)-5B-pregnan-3a,20diyl-3-acetat-20-tosylat (6b)

(20S)-20-Alkohol 5b (1,2 g, 3,31 mmol) byl rozpustén v absolutnim pyridinu (20 ml) v 250
ml barice. V ledové lazni byl za stalého michani postupné pfisypavan p-toluensulfonylchlorid
(p-TsCl, 1,28 g). Smés byla ponechana stat pfes noc za laboratorni teploty. Poté nalita do
vody (100 ml) a extrahovéana chloroformem (3x 50 ml). Chloroformové extrakty byly spojeny
a promyty vodou (100 ml), 5% HCIl (2x 100 ml), vodou (100 ml), nasycenym roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného (2x 100 ml) a nakonec vodou (100 ml). Odpafeno na vakuové

odparce. Odparek byl poZzadovany (20S)-20-tosylat 6b (1,58 g, 92%).



B.t.: 134-135,5 °C, [lit."> 124-126 °C]. '"H NMR (400 MHz) v CDCl3: 0,62 s, 3 H (3 x H-18);
0,91s,3 H @3 xH-19); 1,31d, 3 HJ=6,2(3 x H-21); 2,02 s, 3H (OAc); 2,44 s, 3H (Ar-CH3);
4,75 - 4,63 m, 2 H, (H-3,H-20); 7,32 d, 2H, J = 8,0 (H-3-Ar, H-5-Ar); 7,78 d, 2H, ] = 8,3 (H-
2-Ar, H-6-Ar). IC spektrum: 1722 (C=0, acetat); 1382 (CHj3, 18,19); 1362 (CHj, acetat);
1256, 1028 (C-O, acetat); 1175 (SO,, tosylat). Pro C3oHs4OsS (516,73) vypoéteno: 69,73 %
C, 8,58 % H; nalezeno: 70,02 % C, 8,87 % H.

(20S)-20-Azido-5B-pregnan-3-yl-acetat (7a)

Tosylat 6a (500 mg, 1,29 mmol) byl rozpustén v 250 ml barice v suchém dimethylsulfoxidu
(50 ml). K roztoku byl pfidan azid sodny (2g, 29,42 mmol). Reakéni smé&s byla zahfivana na
olejové lazni na teplotu 95 °C po dobu 6 h. Konec reakce zkontrolovan TLC ve smési
petrolether-ether (7:3). Reakéni smés byla nalita na vodu (150 ml) a extrahovana ethyl-
acetatem (3x 50 ml). Spojené organické faze promyty vodou (2x 50 ml) a suseny bezvodym
siranem sodnym. Ethyl-acetdt odpafen za sniZeného tlaku. Odparek délen na sloupci
silikagelu v soustavé petrolether-ether (99:1). Byly ziskany dvé hlavni latky: pozadovany
azid 7a (136 mg, 36%) a olefin (140 mg).

'H NMR (400 MHz) v CDCl3: 0,67 s, 3 H (3 x H-18); 0,93 s, 3 H (3 x H-19); 1,32 d, 3 H,
J=6,5(3 x H-21); 2,03 s, 3H (OAc); 3,30 — 3,23 m, 1H (H-20); 4,76 — 4,68 m, 1H (H-3). IC
spektrum: 2103, 2080, 563 (N3); 1722 (C=0, acetat); 1256, 1027 (C-O, acetat); 1364 (CH3,
acetat). HR-MS (+ESI) vypoéteno pro Cj3H3;NaN3;O, [M™ + Na] 410,2783; nalezeno:
410,2778. Pro Cy3H37N30; (387,6) vypoéteno: 71,28% C, 9,62% H; 10,74% N; nalezeno:
80,07 % C, 10,75 % H.

(20R)-20-Azido-5B-pregnan-3-yl-acetat (7b)

Tosylat 6b (500 mg, 1,29 mmol) byl rozpustén v 250 ml baiice v suchém dimethylsulfoxidu
(50 ml). K roztoku byl pfidan azid sodny (2g, 29,42 mmol). Reakéni smés byla zahfivana na
olejové lazni na teplotu 95 °C po dobu 6 h. Konec reakce zkontrolovan TLC ve smési
petrolether-ether (7:3). Reakéni smés byla nalita na vodu (150 ml) a extrahovana
ethyl-acetatem (3x 50 ml). Spojené organické faze byly promyty vodou (2x 50 ml) a suSeny
bezvodym siranem sodnym. Ethyl-acetat odpafen za sniZeného tlaku. Odparek dé€len na
sloupci silikagelu v soustavé petrolether-ether (99:1). Byly ziskany dvé hlavni latky:
pozadovany azid 7b (99 mg, 20%) a olefin (200 mg).
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B.t.: 106,5-108 °C, [a]p — 10,7 (c 0,140). 'H NMR (400 MHz) v CDCl;: 0,68 s, 3 H (3 x H-
18); 0,94 5,3 H (3 x H-19); 1,26 d, 3 H, J = 6,4 (3 x H-21); 2,03 s, 3H (OAc); 3,18 — 3,10 m,
1H (H-20); 4,76 — 4,68 m, 1H (H-3). IC spektrum: 2105, 2084, 565 (N3); 1721 (C=0, acetat);
1257, 1028 (C-O, acetat); 1379 (CHj3, 18, 19), 1364 (CHj, acetat). Pro C,3H37N30, (387,6)
vypocteno: 71,28 % C, 9,62 % H, 10,74 % N; nalezeno: 71,59 % C, 9,85 % H, 10,50 % N.

(20S)-20-Azido-pregnan-3a-ol (8a)

Acetat 7a (135 mg, 0,348 mmol) byl rozpustén v ethanolu. K roztoku byl pfidan hydroxid
sodny rozpustény v MeOH (NaOH, 20,8 mg, 1,5 ekv.). Roztok byl zahfivan dvé hodiny za
stalého michani na vodni lazni p¥i 42°C. Pribéh reakce byl kontrolovan na TLC v soustavé
petrolether - ether (7:3). Po dokonéeni reakce byla smés nalita do vody (100 ml) a
extrahovana do ethyl-acetatu (3x 50 ml), ethyl-acetatové frakce byly spojeny a promyty
vodou (100 ml), 5% HCI (2x 50 ml), vodou (100 ml), nasycenym roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného (2x 50 ml) a nakonec vodou (100 ml). Ethyl-acetat byl odpaten
za sniZzeného tlaku a odparek byl pozadovany alkohol 8a (119,5 mg, 99%).

B.t.: 119,6-122,5 °C. [a]p + 51,4 (c 0,1). '"H NMR (400 MHz) v CDCls: 0,66 s, 3 H (3 x H-
18); 0,92 s,3 H (3 xH-19); 1,31 d,3 H,J =6,5 (3 x H-21); 3,30 — 3,23 m, 1 H (H-20), 3,67 —
3,59 m, 1 H (H-3). IC spektrum: 3609 (OH, alkohol); 2103, 2082, 563 (N3, azid); 1378 (CHs,
18, 19); 1031 (C-0O). Pro C;H3sN30 (345,52) vypoéteno: 73,00 % C, 10,21 % H, 12,16 % N;
nalezeno:73,10 % C, 10,36 % H, 11,49 % N.

(20R)-20-Azido-pregnan-3a-ol (8b)

Acetat 7b (154,5 mg, 0,4 mmol) byl rozpustén v ethanolu. K roztoku byl ptidan hydroxid
sodny rozpustény v MeOH (NaOH, 23,9 mg, 1,5 ekv.). Roztok byl hydrolyzovan dvé hodiny
za stalého michani na vodni lazni pfi 42°C. Priibéh reakce byl kontrolovan na TLC v soustavé
petrolether - ether (7:3). Po skonéeni reakce byla smés nalita na vodu (100 ml) a extrahovana
do ethyl-acetatu (3x 50 ml), ethyl-acetatové frakce byly spojeny a promyty vodou (100 ml),
5% HCI (2x 50 ml), vodou (100 ml), nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (2x
50 ml), vodou (100 ml) a suSeny bezvodym siranem sodnym. Ethyl-acetat byl odpafen za
snizeného tlaku a odparek byl pozadovany alkohol 8b (127,9 mg, 89%).

B.t.: 146,6-149 °C. [a]p — 29,4 (c 0,160). "H NMR (400 MHz) v CDCl;: 0,68 s, 3 H (3 x H-
18); 0,93 s,3 H (3 x H-19); 1,26 s, 3 H, J = 6,5 (3 x H-21); 3,17-3,10 m, 1 H (H-20); 3,70-
3,60 m, 1 H (H-3). IC spektrum: 3609 (OH, alkohol); 2105, 2083, 565 (N3, azid); 1378 (CHs,

24



18, 19); 1031 (C-OH). Pro C,;H35N30 (345,5) vypoéteno: 73,00 % C, 10,21 % H, 12,16 %
N; nalezeno: 73,01 % C, 10,36 % H, 11,57 % N.

(20S)-20-Azido-5B-pregnan-3a-yl-sulfat (9a)

Do vysuSené 150 ml bariky byl navazen (20S)-20-azid 8a (100 mg, 204,6 mmol). K tomu byl
pfidan chloroform cerstvé destilovany z P,Os (5 ml). K roztoku byl pfidan komplex oxid
sirovy — pyridin (200 mg, 1,4 mmol). Reakéni smés byla za laboratorni teploty michana 6h.
Pfes noc byla vychlazena v mrazicim boxu na -18 °C. Poté byla rychle zfiltrovana pies
buni¢inu a chloroform odpafen za sniZeného tlaku. Odparek byl poZadovany sulfat 9a (87
mg, 59%).

B.t.: 194-196 °C, [a]p + 35,5 (¢ 0,265). "H NMR (400 MHz) v CDCls: 0,65 s, 3 H (3 x H-18);
091s,3H@B xH-19); 1,31d,3 H,J=6,5 (3 x H-21); 3,29-3,22 m, 1 H (H-20); 4,51-4,43 m,
1 H (H-3); 8,02 -7,99 m, 2 H (H-3 a H-5, pyridin); 8,48 tt, 1 H, J, = 7,8, J, = 1,5 (H-4,
pyridin); 8,99 — 8,97 m, 2 H (H-2, H-6, pyridin). IC spektrum: 2103, 2082 (N3, azid); 1378
(CH3, 18, 19); 1048 (SO5’, sulfat). Pro Cy6H4oN4O4S (504,7) vypoéteno: 61,88 % C, 7,99 %
H, 11,10 % N; nalezeno: 57,51 % C, 8,10 % H, 9,66 % N.

(20R)-20-Azido-5B-pregnan-3a-yl-sulfat (9b)

Do vysu$ené 150 ml bariky byl navazen (20R)-20-azid 8b (50 mg, 102,3 mmol). K tomu byl
pfidan chloroform cerstvé destilovany z P,Os (5 ml). K roztoku byl ptidan komplex oxid
sirovy — pyridin (200 mg, 1,4 mmol). Reak¢ni smés byla za laboratorni teploty michana 6h.
Pfes noc byla vychlazena v mrazicim boxu na -18 °C. Poté byla rychle zfiltrovana pfes
buni¢inu a chloroform odpafen za snizeného tlaku. Odparek byl poZadovany sulfat 9b (40
mg, 55%).

B.t.: 172-174 °C. [a]p + 15,9 (c 0,2). '"H NMR (400 MHz) v CDCls: 0,67 s, 3 H (3 x H-18);
0,92s,3H 3 x H-19); 1,28d,3 H,J =6,5 (3 x H-21); 3,29-3,22 m, 1 H (H-20); 4,51-4,43 m,
1 H (H-3); 7,99-7,95 m, 2 H (H-3 a H-5, pyridin); 8,45 tt, 1 H, J, = 7,8, J, = 1,5 (H-4,
pyridin); 8,97 — 8,95 m, 2 H (H-2, H-6, pyridin). IC spektrum: 2105, 2084 (N3, azid); 1389
(CH3, 18, 19); 1050 (SOs5’, sulfat). Pro C26H4oN4O4S (504,7) vypocteno: 61,88 % C, 7,99 %
H, 11,10 % N; nalezeno: 57,47 % C, 8,11 % H, 9,96 % N.
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Zavér

Z vychozich latek Sa a Sb se podafilo pfipravit oba sulfatované azidové derivaty 58
pregnanolonu 9a a 9b, u kterych byla nasledné na Oddéleni bunétné neurofyziologie
Fyziologického ustavu AV CR méfena jejich aktivita na NMDA receptor. U obou sulfati

byly pozorovany inhibi¢ni a¢inky.
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