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1. Uvod

Steroidy jsou sloteniny, které jsou biosyntetizovany organismy naéténsech
stupnich vyvoje, ale dnes jsou také Rojsyntetizovany fimo v laboratéich. Podle

definice to jsou molekuly s cyklopentanoperhydraiginenovym skeletem (Obr. 1).

Obr. 1: Cyklopentanoperhydrofenantrenovy skelet

Nejjednodussi molekulou je tzv. gonan (Obr. 2)erkt se v pirod vibec
nevyskytuje. Nesetkavame se ale ani s jinym poudevadikovym steroidem, kro¥&n
zcela vyjime&nych gipadi molekul podrobenychgsobeni extréemnich podminek, jako je

teplota nebo pH. Také uhlovodikova kostra je veeskosti sloZitjsit=

Obr. 2: Gonan

NejznangjSim pikladem steroidu, ktery je bolRatastoupen v lidském organismu je
cholesterol (Obr. 3). Sy ndzev dostal podlgeckych slov znamenajicich pevna&hebo
téz Zlwovy kdmen. Tedy podle prvniho zdroje, ze kteréhbibglovan. Jde o sloZitou
molekulu, m& 8 stereogennich center. Koncem 18etstwyl cholesterol poprvé izolovan a
charakterizovan a bylo stanoveno jeho sloZdpalsi velky pilom nastal aZ ve 30. letech
20. stoleti, kdy byla odvozena konstituce zakladnihlikového skeletu sterditl Od té
doby byly izolovany a charakterizovany desetitissteroidnich slotenin. Daleko ¥tSi
mnoZstvi bylo fipraveno v laboratich.



Obr. 3: Cholesterol

Velkd variabilita struktur s sebou nese i velkoariabilitu biologickych a
farmakologickych vlastnosti.

Nejdéle znamy steroid — cholesterol, jdeditou sodasti bugcnych membran a je
zakladni stavebni latkou pro biotransformaci vechg dali steroidyV patologickych
podminkach se uklada v krevnifeisti a jeho krystaly zfsobuji arteriosklerozu, kterd
v krajnich gipadech mze vést k infarktu myokardij mozkové mrtvici a umrti. Dlouho
znamé jsou také Zové kyseliny, nezbytné pro traveni twkZ cholesterolu vznika
pusobenim UV z#&ni o vhodné vinové délce vitamin D. Jeho neddstaée projevuje
zejména Spatnymistem kosti, ale také néklad nachylnosti k novotvam plic a dalSimi
cetnymi problémy. Steroidni zaklad — konkrétpregnanovy, maji také kortikoidy
ovliviiujici hospodegeni organismu s vodou, mineraly a glukosou. Stgrgsbu ale
piedevsim vSeobeénznamé jako pohlavni hormony 8leZitou alohou ve vyvoji
pohlavniho Gstroji i druhotnych pohlavnich zéhkviivem zlepSeni dostupnosti sterdid
pro Sirokou véejnost a pedevsim jejich zneuzivani zejména sportovci doSlazkoznani
Gcinka steroidi na centralni nervovou soustavui Pneuzivani anabolickych sterdice
meénila osobnost sportovce. Tito jedincicadl podléhat nahlym zgmam nalady. Byl
impulzivni az agresivni.

NejvyznamijSim zdrojem informaci a poznani byly ovSem poktanse Selye,
rodaka z Vida a absolventa prazsk&mecké univerzity, ktery byl nucen v svym
Zidovskym pedkim opustit Rakousko, které bylo vté d@olokupovano faSistickym
Némeckem. Emigroval do Kanady, kde se zabyval vyzkumigziologické reakce
organismu na stre€asto byva nazyvan ,otec stresu®. Diky svému vyzkuhbjevil, Ze pi
reakci na nefiznivy fyzicky ¢ psychicky podst se zvySuje hladina Kkortikoid
v organismug¢imz dochazi ke zbrzdi glukoneogeneze, zvySeni krevniho tlaku a dalSim

Lopatrenim®, které maji jedincefpravit na bojc¢i uték. Opané &inky — uklidnujici az
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hypnotické, mé rychla infuze redukovanych defivategnanu. Na zakladechto studii
bylo vyvinuto celkové anestetikum a narkotikum séfimn (Obr. 4).

0]
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Obr. 4: Alfaxalon

Béhem vyzkumu mechanismuiaku alfaxalonu zjistil francouzskyedec Baulieu se
svymi spolupracovniky, Ze alfaxalon je 11-oxo-détiBu-hydroxy-5u-pregnan-20-onu,
piirozert se vyskytujiciho v nervové tkani. Tuto latku ndzepalord. Mozek si epalon,
spolu s dalSimiipbuznymi derivaty, dokaze biosyntetizovat sam pausvlastni patbu a
zarove ho dokaze velmi efektivnmetabolicky deaktivovat.

Klasicky mechanismusigobeni steroitl nagiklad na fist svati, je realizovan fes
aktivaci jadernych receptinr ktera vyvolava syntézu bilkovin. Steroidy jsou
transportovany krevninecisttm az do cilovych tkaniZzde dochazi k proniknuti dovhit
buiky a specifickému navazani na receptorové protelim vznikd komplex steroidni
hormon-receptor. Poresunu vzniklého komplexu do bimého jadra dochazi k ovligni
genové transkripce. Vazebny komplex, ktery se revAa bilkovinny represor, uvolni
blokovanou DNA a tim dochazi ktvatbmRNA a dale potom tvoib enzymi na
ribozomech. Tato aktivita je v organismu patrngsovem intervalu dni az tydn

V mozku je misobeni steroii velmi rychlé. Zde se jednd o néastuginku viadu
milisekund. Toto by klasicky mechanismus neutmyal. Uplatiuje se zde takzvana
membranova aktivita, kdy dochazi k modulaci nernaveézruchu diky steroign a to tak,
Ze zmeéni propustnost transportnich kaiddro ionty v membr&hnervovych bugk. Tyto
kanaly jsou spojeny se specifickymi receptory prléimolekuly, které jsou metabolicky
odvozené #Sinou od aminokyselin a oztigeme je jako neurotransmitery.
Neurotransmitery jsou uvisbvany presynaptickym neuronem gpaseji nervovy impuls
pres synaptickou &tbinu prostednictvim receptdrdo postsynaptického neurdhu

Nejvice zastoupenymi neurotransmitery v central@ivové soustay (CNS) jsou
kyselina L-glutamovd, kter4d zjednoduSerieceno aktivuje neurony a kyselina
y-aminomaselna (GABA), které jsou znazom na obrazku 5.



Kyselina L-glutamova Kyselingraminomaselna
Obr. 5

GABA se vaze na neurondlni receptor nazvany po Kgselirge a aktivujecinnost
iontové pumpy pro chloridové anionty. Tim dochazhykerpolarizaci membrany a
naslednému tlumeni nervového signalu. Steroidy jsmopné ¢innost receptoru
modulovat. Bd’ zesiluji akci neurotransmiteru, nebo aktivitu Imkji v zavislosti na
struktute. Fisobeni steroiil na GABA. receptoru bylo popséano v roce 198GABA
receptor potencuji naiklad barbituraty ¢i benzodiazepiny, ale steroidy jsou podle
literatury ve srovnani smito farmaky @&inngjsi’. Receptory aktivované GABA iieme
rozclit do tri zakladnich skupin. Prvni skupinou jsou ionotro@B#iBA receptory, které
tvori kanal gimo pro chloridové anionty. Déle to jsou metabotio@ABAg receptory,
které jsou sfazené prosednictvim G—proteitn s kanaly pro sodné a draselné kationty.
Posledni skupinou jsou GABAreceptory, které twd také chloridovy iontovy kanal, ale
liSi se od GABA podjednotkovym slozenim, distribuci v organismu wvyrsi
farmakologickymi vlastnostmi. GABAreceptory jsou tv@ny @ti transmembranovymi
podjednotkami. V satasné dob se odhaduje existencefilgizné 30 typi GABAA
receptoéi s odliSnym podjednotkovym sloZzenim. To pak zasadwliviiuje vlastnosti
receptoru, jako je nafklad citlivost ke GABA a dalsi farmakologické chiteristiky’.
DalSim, dokonceasgjSim neurotransmiterem je kyselina glutamova. Padlgasnych
znalosti je asi 50 % vSech synapsi glutaméatergifobsynaptické uvabvani kyseliny
L-glutamové a jeji nasledna vazba do postsynaptltkieceptak, ktera umozni vstup
vapenatych a dalSich katiagntio neurof, je za fyziologickych podminek nezbytna pro
spravné fungovani centralni nervové soustavy. Tdgtge dulezity nagiklad pro proces
uceni a tvorby pagtovych stop. Glutamat aktivujéi tskupiny ionotropnich - ligandem
fizenych receptdr (iGIUR). VSechny skupiny receptomaji iontové kanaly propustné pro
kationty-draselné, sodné a vapenaté. Propustnosvgpenaté ionty je ovSem pro kazdy

typ receptoruiznd, v zavislosti na podjednotkovém sloZeni regeptdména zakladnich
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ionotropnich receptérjsou odvozena pomoci farmakologickych vlastnostieptoé od
specifickych syntetickych agonist{obr. 6), které se vazou na dany specificky podtyp
receptoru a tim selektig¢roteviraji souvisejici iontovy kanal. Mluvime tedykainatovych
receptorech, aktivovanych kainatem (KA), AMPA recegpch, aktivovanyclw-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionatovou kyselirmiNMDA receptorech, aktivovanych

N-methyl-D-asparagovou kyselindu

Kyselinaa—amino—3—hydroxy—5—methyl-4-isoxazolpropionova (AP

OH
o S
HO “, < O
7 “OH MOH
O HN
N N O
Kyselina N-methyl-D-asparagova Kyselina kainova

Obr. 6

Glutamat je také schopen aktivovat jinou skupinceptoii, tzv. metabotropnich
(mGIuR). Ty jsou spojeny gs@nosem signalu cestou protieirvazicich guaninovy
nukleotid, tzv. G—protein Nasledné zriny sekundarnich paskktivuji synapticky penos
pomaleji ve srovnani s ionotropnimi receptdry.

Vyznamné jsou pro nasgedevsim ionotropni NMDA receptory, jejichZ struldye
znazorina na Obr. . NMDA receptory maji vysokou propustnost pro véénionty,

stejreé tak jsou ale propustné i pro ionty sodné a draseliouto viastnosti maji vliv na

e
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nervové soustavsav@. Tyto receptory jsou umisty piimo na neuronech, ale i na
gliovych buikach. Nekterymi svymi biologickymi vlastnostmi se velice |iddje od
ostatnich ionotropnich receptorUkazkou této odliSnosti je néklad fakt, Ze kjeho
aktivaci je patebny nejen glutamat, ale s@sre i koagonista glycin. f¥stoze dojde k jeho
aktivaci, je aktivni jen malo. Dochazi k zablokové&@mtového kanalu Hecnatymi ionty.
Pokud je neuron depolarizovan, jsou nastdaniecnaté ionty z kanélu uvodny a aktivita

receptoru se zae zvySovat™

Channel Blockers

Antagonists

Selfotel

MRZ 2/576
Ifenprodil (2B)
Zn*

Agonists o 1 . 'vTer B Modulators
Glutamate : s C

. 10 - Polyamines
NMDA — ® Histamine

Coagonists

Glycin
@] D-gg:'iﬁe NR1 0@@® Alternative splicing Glycosylation sites @ Phosphorylation sites

Obr. 7: NMDA receptor

Znakem, ktery je spotey pro endogenni neurosteroidy, u kterych byl préka
piimy vliv na NMDA receptor, je fitomnost sulfatové skupiny navazané v poloze C3.
Tato sulfatova skupina je pr@itek steroidu nepostradatelnd, jelikoZ nese zapoéahp.

Na Obr. 8 jsou znazokny priklady endogennich neurosterdiBu5pPAS a PS. Tyto dv
latky ovSem psobi odliSi na GABA, a NMDA receptory. Zatimcodinek PS na GABA
receptor je inhikini, na NMDA receptor ma sinpotencigni (€inek. Naopak fisobeni
305BPAS odpo¥di NMDA receptofi inhibuje tak, Ze snizi prawdodobnost otevirani
iontovych kanal.
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9 9 \
HO-S-0" HO-S-0"
I H I
O O
30,53-pregnanolonsulfat Pregnenolon sulfat (PS)
Obr. 8

Vyrazny rozdil v fisobeni neurosteraidna receptory {msobi také podjednotkové
slozeni daného receptfl

Zakladnim mechanismemigobeni neurosteraidna modulaci GABA a NMDA
receptod je zmeéna pravépodobnosti oteieni gislusného iontového kanalu.éidky
riznych neurosteroid na oba typy receptbrmizeme pozorovat jak potenéid tak
inhibi¢ni, v zavislosti na strukte steroidu. Nkteré tyto @inky jsou uvedeny v tabulce

¢. 1. Dulezitou roli zde hraje konfigurace na chiralnichicich C3 a C5.

Tabulka 1: Prehled @inka vybranych neuroaktivnich sterdidna funkci GABA, a
NMDA receptoii (1 = potenciacel = inhibice)}**>®

steroid receptor
GABA NMDA
3a50 ) -
3a5p i -
3a50S | !
305BS ! I
PS ! 1

Zjistené poznatky o sobeni neurosteraidna ionotropni receptory pro nas maji
vyznam i vyvoji terapeuticky vyznamnych analiagMnoho studii dokazuje, Ze tyto latky
siln¢ ovliviyji nag. schopnost secit ¢i reakci na stres, Uzkost a agresivitu. Pokusy na

laboratornich zwatech bylo nafiklad zjiS€no, Ze akutni stres souvisi s rychlym
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reverzibilnim poklesem aktivity GABA receptoii, doprovdzenym zvySenim hladiny
neurosteroidl, pozitivreé modulujicich tyto receptory. #eme pedpokladat, Ze podobné
procesy probihaji i u lidi. U NMDA receptorbyly testovany sulfatové neurosteroidy,
které je pozitive moduluji, naopak negatignmoduluji GABAs receptory. EHkladem
téchto latek je jiz zmigny PS nebo DHEAS, které dok&zi vyrazziepSovat kognitivni
schopnosti u experimentalnich fati Byla prokdzana souvislost mezi snizenou hladino
PS v hippokampu u starSich potkanu kterych doslo ke zhorSeni vykKorbéhem
panttovych test. Po injekKnim podani PS se jejich vykonyeghodr zlepsSily. Obec#
muzeme pedpokladat, Ze prastdnictvim pozitivni modulace NMDA receptomebo
naopak negativni modulaci GARAeceptol dochazi ke zlepSeni kognitivni schopnosti.
Klinické studie probihaly zejména pro neurosteroiHEA a DHEAS, které jsou
v plazne a mozkomisnim moke&lovéka zastoupeny nejvice (Obr. 9). KonkieHEA je
dochézi k poklesu koncentrace&chto neurosteroid Pozitivni vysledky aplikace
zmirgnych dvou latek na zkdcich modelech vedou k tvaham o moznych souvislogte
lécb¢ neurodegenerativnich onemeénn ktera jsoucasta ve vysokém éku cloveéka.
Bohuzel zatim ziskané vysledky nejsou zcela jedao®n a liSi se v jednotlivych
dostupnych studiich. Jedna pozitivni studie vialkaduje pimou souvislost koncentrace
DHEA a pandtové schopnosti. Tato latka byla podana paémentu kterych byla
prokazana snizena hladina DHEA. NaskedioSlo ke zlepSeni jejich pa&dovych
schopnosti®.

HO-S-0 HO
DHEAS DHEA

Obr. 9
Aktivita steroidh na membranovych neuronovych receptorech je patimaifejich
vlastnostmi, kdy jako latky s lipofilnimi zénami the&uly mohou s membranami
interagovat. Stejné vlastnosti se uplai i pii Ucinnosti na dalsi membranové proteiny.

Takovym proteinem je i glutamatkarboxypeptidaza Il.
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Protedzy jsou enzymy, které jsou schopr@iipeptidovou vazbu. Tyto molekuly
hraji vyznamnou roli wad biologickych pochodl. Jednou z nejvyznanyj$ich proteaz
vyskytujicich se vad® tkani nejen u cloveka, ale také u ziat, je
glutaméatkarboxypeptidaza 11 (GCPIl). Tento enzymjdame vV lidském organismu
zejména v centralni nervové soustaienkém dewe a prostat. Jedna se o membranovy
glykoprotein, ktery je tvien 750 aminokyselinami. Tento enzyifadime mezi
metalopeptidazy, protoze ma v aktivnim misvazany dva atomy zinku nezbytné pro
jeho enzymovou aktiviti*®

Enzym GCPII i jeho aktivita byly objevovany postdpriznymi laboratéemi ve
Swté, proto v jeho nazvoslovi doSlo v obdobi, nez ginozné&né potvrzeno, Ze se jedna
o stejnou molekulu viznych tkanich, k wité mnohokolejnosti. Nejdve byl studovan
GCPII vyskytujici se ve #vni sliznici, kde se tento enzym podili napéni Spat&
vstiebatelného substratu - poly-glutamylovaného foldimto S&penim vznika kyselina
listova, nezbytnd pro syntézu nukleovych kyseliyjznamnou roli hraje ip krvetvorbs a
dale je dlezita pro normalni vyvoj aust plodu, zejména v bezpréstinim casovém
intervalu ged a po peeti. Z této aktivity, &peni poly-glutamylovaného folatu, byl
odvozen nazev, a to folat hydroldza. DalSim midierby a fisobeni enzymu GCPII byla
prostata. Misto nélezu vedlo k odvozeni asi nejpi@ezivaného nazvu- PSMA (Prostate
Specific Membrane Antigen). PSMA byl jako nadorawgirker identifikovan na konci 80.
let minulého stoleti. V nasledujicich letech byl@pgana tzv. PSM-forma. Zdrava ika
prostaty produkuje zejména tuto formu, ktera jejsatSi pravépodobnosti enzymaticky
inaktivni. Jakmile dojde ke vzniku nadorového onemdni prostaty, dojde ke zme
ponru mezi inaktivni PSM-formou a enzymaticky akti@BMA ve prospch této aktivni
formy. Muzeme se proto domnivat, Ze PSMA miéAnmu souvislost s karcinogenezi
V prostag.

V lidském mozku &pi tento enzym jeden z neurotransniitBl-acetyl-L-aspartyl-L-
glutamat (NAAG). Timto $penim uvohuje glutamét, ktery hrajettezitou roli viad
patologickych stal. Nasledné experimenty prokazaly, Zze pokud dojdhibici GCPII,
dojde ke zmenSeni neurologického poskozeniigthemickém postizeni, jako je cévni
mozkova pihoda, déle diabetickd neuropatieAlzheimerova choroba. Experimenty na
laboratornich zwatech prokazaly, Ze struktura tohoto enzymiZenbyt zakladem pro

vyvoj novych léki s neuroprotektivnimdinkem, ktery je zaloZen na inhibici GCPII
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V roce 1998 doslo ke vSeobecnému konsenzu. Bylodinuto, Ze vSechny vyse
uvedené aktivity jsou projevem jediného proteinta REj byl navrZzen systematicky nazev
glutaméatkarboxypeptidaza 11, ktery zaraveystihuje jeho enzymatickou funkci. Ostatni

nazvy se ovéem paralélpouzivaji nadafé.

GCPII predstavuje z medicinského pohledu velice zajimavolekalu. Jedna se o
vysoce specificky busgny nadorovy marker pro karcinom prostaty a dalgrigkdzana
jeho souvislost s neurologickym postizenim.

Nalezeni inhibitoru tvorby glutamatu a zaraviehibujiciho receptoru glutamatem
aktivovaného, by mohlo vést k zatim chjbimu pipravku pro piznivé ovlivréeni nemoci

poSkozeni CNS.
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2. Cile bakalarske prace

Z literatury’” je znama inhibice GCPII gsobenim fosfoamidatovych deriviat
odvozenych od glutamové kyseliny. Bylyigraveny fosfoamidéaty s kovalertivazanou
molekulou cholesterolu, epiandrostanolonu a estroduedené steroidni konjugaty
bohuzel neinhibuji NMDA receptor. Ukolemigukladané prace bylo syntetizovat
analogickou sloteninu se steroidnim substituentem vhodnym pro binohiNMDA

receptoru a jeji vlastnosti porovnat se znamymicgainami.
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3. Syntéza steroidnich konjugai

Pii syntéze jsme postupovali metodou popsahpm vyse zmiené inhibitory, kdy
byl steroidni derivat spojen s ch&guym benzyloxyfosfinen¥ a po hydrolyze vznikly, se
steroidem 4 konjugovany fosfit reagoval s chimou kyselinou glutamovou nebo
glycinem. Odstragnim chranici skupiny jsme ziskali poZzadovanéddainyl1lal3.

Prvnim krokem syntézy bylaiiprava steroidniésti, zndzorénd ve schematu 1.
Vychozi latkou byl B-hydroxy-$B-androstan-17-onlj. Odstragni karbonylové skupiny,
deoxygenace v poloze 17 byla provedena zinkem amoéi, kdy misto chlorovodiku byl
jako kyselina pouZit trimethylsilylchlorfd V *H-NMR spektru vzniklého derivat@
nebyly patrné signaly u 2,8 ppm alylovych vadik poloze 16 ad spektrum neilo
vyrazny signal 1707 crhprisluejici karbonylové skupinPotom byla izomerizovar@
hydroxylova skupina v poloze 3 na pozadovarw#onfiguraci. Tato skupina je ve
steroidech5B-fady axialni, proto je vyhodjsi oxidace a redukce na termodynamicky
pievedenim hydroxylu na tosy mesyl-derivat a jejich z&hlvanim s dusitanem sodnym
v dipolarnim aprotickém rozpoustie (dimethylsulfoxidu, fipadré, dimethylformamidu),
nebo izomerizace pomoci  Mitsunobovy reakce  (reakcbBydroxylu s
diethylazodikarboxylatem a nasledkyselinou mraveti).

Nejprve byl oxidaci Jonesovyrinidlem pipraven keton3. Jeho struktura byla
prokdzdna NMR spektry, VH-NMR spektru vymizel signél geminalniho vodiku u
hydroxylové skupiny (4,02 ppm), ¥C- NMR spektru se objevil signél karbonylové
skupiny (213 ppm). Pro redukciffandrostan-3-onu fiZeme zvolit stereoselektivni
redukeni cinidla, jako je tri tert butoxy hydridohlinitan kihy nebo tetrahydridoboritan
sodny (NaBH) spolu s chloridem ceritym (Ceffl V naSem fpadct post&ilo zvolit
vhodné reaéni podminky a pouzit NaBH
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O MeOH, CH,Cl,

TMSCI
0°C
H 1
(@) H HO H 2
Jonesovo cinidlo
aceton, MeOH
0°C
NaBH,
EtOH, ethylacetat
< OOC
HOY 3
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Schema 1

Potom jsme fipravili benzyloxyfosfin {) reakci bis(diisopropylamino)-

chlorofosfinu ) s benzyl-alkoholemg) postupem znazoénym ve schematu 2.

CH,OH CH,Cl,

Y
;E\jpm * © A ;:jp—o—gz@

Schema 2
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Reakci benzyloxyfosfinu7j s pedem pipravenym steroidnim alkoholeh vznikl
chrareny fosfoamidit8, jehoz hydrolytickym odchr&nim vznikl odpovidajici steroid-

konjugovany fosfi9. Reakce jsou znazammy na schematu 3.

N \
HO
A 7 .

diisopropylamonium tetrazolid
1 hod RT
1 hod 40°C
/
5-(ethylthio)-1H-tetrazol
CH,CN
O ethylacetat .
TS (IFPr)oNC o

|

H,C
H 2
RO I S

Schema 3

DalSim krokem byla reakcetipraveného steroidniho derivd®us aminokyselinou,
kterd& ma karboxylovou skupinu och&ou benzylem. Pro tuto praci byly vybrany
aminokyseliny glycin a kyselina glutamova. Poslednkrokem celé syntézy bylo
odstragni chranicich benzylovych skupin hydrogenaci naagialém Kkatalyzatoru
v alkalickém prostdi uhlgitanu draselého (}COs) za vzniku fosfoamidatu jako draselné

soli. Reakce pro @abaminokyseliny jsou znadzo¥ny ve schematech 4 a 5.
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9 ‘ H-Glu(OBzl)-OBzl.pTs
H_FI)_O\\ o CH3CN
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0
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HS
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KO N—P-O
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Schema 5
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4. Vysledky a diskuze

Poddilo se gFipravit steroidni 3-fosfoamidaty s kyselinou glutarou a glycinem.
Struktura vSech meziproduki koneinych produki byla potvrzena fyzikalnimi gtenimi
NMR spektry, hmotnostnimi a inkarvenymi spektry. Slaieniny byly charakterizovany

teplotami tani, optickou rotaci a elementarni araly
4.1. Vliv fosfoamidati na rekombinantni NMDA receptory

Pro elektrofyziologické stanoveimhibi¢nich vlastnosti syntetizovanych latek na
NMDA receptoru byly pouzity kultury lidskych embnyélnich ledvinovych busk
(HEK293) transfekované NR1-1a/NR2B/GFP plasmidyjpddotek NMDA receptord.
Metodou patch-clamp byly &eny proudy indukované agonistou (kyselinou glutaou)v
a koagonistou (glycinem) a 2my t&chto proud po aplikaci¢erstw pripraveného roztoku

steroidniho fosfoamidatu ve vodném pufru.

Nov¢ syntetizovany analogll ma stejny mechanismusigpbeni na NMDA
receptoru jako endogenni inhibitor pregnanolonauliSi se vSak svoji relativni afinitou.
Jeho aktivita je niz&i. #Ppouziti 100umol.I* pregnanolonsulfatu byl pmarny inhibicni
efekt 67,2 + 8,2 % (n = 5) na rekombinantnich NRE2B receptoredi.

Inhibi¢ni efekt stejné koncentrace fosfoamiddtli byl 22 %. Odchylka nebyla
vypoctena, protoZe byla provedena pouzeé nétreni, kazdé za migodliSnych podminek.
PotiZze pi stanoveni aktivity pisobila Spatné rozpustnost steuniny v testovacim pufru.

Aktivita fosfoamidatul 3 viici NMDA receptoru z &chto divodi nebyla stanovena.
4.2. Inhibiéni efekt steroidnich fosfoamidaiéi k GCPII

Inhibi¢ni aktivita byla testovana na lidské GCP 1l s faly-L-glutamovou
kyselinou jako substratem. Uv@ima kyselina glutamova byla stanovena pomoci UPLC.
Analyty byly detekovanyip 281 nm a 354 nm.

AktivnéjSi je podle pedpokladu derivat3 (Ki =80 + 19 nM). Pro glycinovy analog
je Ki = 410 + 110pM. Literaturd” uvadi pro steroidni analogy hodnotu initich

konstant v submikromolarnich hodnotach. Jaldety strukturni prvek uvadiifiomnost
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N-fosfoglutamatového uskupeni a relativni tolerakdipofilni ¢asti inhibitoru, v naSem
piipadt tvorenou steroidnéasti. NaSe dosud ziskané vysledky tomu odpovidajphou
byt zakladem pro studium dalSich podobnych latekiedpokladanymi lepSimi

farmakologickymi vlastnostmi.
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5. Experimentalni ¢ast

Body tani byly ukeny na bodotavku Hund H 600 (Helmut Hun@nicko) a nejsou
korigovany. Vzorky pro analyzu byly suSeny nad exidfosforénym @i 50 °C a tlaku
100 Pa. Opticka rotace bylaérmena v chloroformu polarimetrem Autopol IV (Rudolf
Research Analytical, Flanders), USAq]d hodnoty jsou uvedeny v T@leg.cmi.g™.
Infracervend spektra byladiena v roztocich vzotkv chloroformu nebo v tabletdch KBr
pomoci spektrometru Bruker IFS 55, Wity jsou udany v cim. *H NMR spektra byla
meéiena v FT modu ip 24 °C a 400 MHz na spektrometru Bruker AVANCE-400
v deuteriochloroformu, s tetramethylsilanem (TMS)kd vnitnim standardem nebo
v deuterované vad Chemické posuny jsou udany v ppna-sfupnice), interakni
konstanty (J) a jsou udany v Hz. Multiplicity siglgou ozn&eny nasledowh s — singlet,

d — dublet, t — triplet, g — kvadruplet, m — mukip VSechna spektra byla interpretovana
jako spektra prvnihdadu. Hmotnostni spektra bylaéiana na spektrometrech ZAB-EQ
(pfi 70 eV) nebo LCQ Classic (Thermo Finniganfi Bpracovani realich snési byl
pouzivan vodny roztok kyseliny chlorovodikove (5%ipadré nasyceny vodny roztok
hydrogenuhllitanu sodného. Tenkovrstva chromatografie (TLC)abyrovadna na
deskach pokrytych vrsttkou silikagelu (ICN Biochemicals). Preparativni kewrstva
chromatografie (PLC) byla prov&da na deskach 200 x 200 mm pokrytych 0,7 mm
silikagelu (MP Biomedicals). Preparativni sloupcat@omatografie byla provéda na
silikagelu Fluka (6Qum). K detekci steroidnich latek na TLC deskach lpdaizita 98%
kyselina sirova s naslednym #atim na 300 — 400 °C. Latky na PLC deskach byly
vizualizovany 0,5% roztokem morinu v methanolu slednym osvicenim UV #énim
(254 nm). Produkty byly izolovany kontinualni eXca prislusné chromatografické zony
diethyletherem. Rozpou&tla byla z roztok odpaovana na vakuové odparce (0,25 kPa)
pii teplo lazre 40 °C. Mobilni faze pro sloupcovou chromatogrggau uvedeny vzdy u
experimentu. Jonesoveinidlo bylo pripraveno smisenim CgO(67 g, 0,67 mmol)

s roztokem HSQ, (58 ml HSO, ve 100 ml vody) a siéis byla doplgna vodou do 250 ml.
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5.1 Fiprava fosfoamidatu — reakce s chraénym glycinem

Piiprava 5p-androstan-3-olu (2)

Kovovy zinek (42 g) byl za stalého michani postupiisypavan ke sisi 33-hydroxy-3-
androstan-17-onul( 6 g, 0,02 mol) v metanolu (90 ml) a dichlormeihha©0 ml).
Reakni smeés byla ochlazena na 0 °C, bylikapan TMSCI (84 ml) a sés byla michana
pii laboratorni teplat 14 hodin. Ribéh reakce byl sledovan na TLC. &nbyla
piefiltrovana pes buntinu, filtrdt byl neutralizovdn nasycenym vodnym takem
hydrogenuhliitanu sodného. Produkt byl extrahovan chloroforn{@nx 50 ml), spojené
organické faze promyty 5% roztokem kyseliny chladikové (30 ml), nasycenym
vodnym roztokem chloridu sodného, vysuSeny bezvodiranem sodnym a rozpoédia
byla odp#@ena za snizeného tlaku. Produkt Bidten chromatografii na silikagelu (4 %
acetonu v petroletheru). Bylo izolovano 4,5 g (7P3peandrostan-g-olu (2).
Charakterizace:

T.t. 129,5-131°C.

[a]p-3,7 (c 0,27, CHG).

IR (CHCL):, 1030 (C-0), 1378, 1448 (GH

'H NMR (400 MHz, CDCJ): § 0,69 (3H, s, H-18), 0.97 (3H, s, H-19), 4,11 ($HH-3).

3C NMR (400 MHz, CDGJ): 67,39 (C-3), 55,01, 41,20, 40,77, 40,38, 393%143, 36,89,
36,31, 35,54, 33,89, 30,32, 28,14, 26,93, 25,73, 24£1,37, 20,80, 17,75.

Pro GgH3,0 (276,5) vypoteno: 82,55 % C, 11,67 % H; nalezeno: 82,55 % (571% H.
MS: ESI m/z 299,3 (100 % M+Na).

HR-MS: ESI m/z pro gH3,0ONa [M+Na] vypdteno: 299,2345; nalezeno: 299,2347.

Piiprava 5p-androstan-3-onu (3)

K roztoku PB-androstan-8-olu (2, 7,42 g, 27 mmol) v acetonu (200 ml) bylbkappano
Jonesovainidlo (11 ml) @i 0 °C a reakni snes byla michana 5 minut. &#xh reakce byl
sledovan na TLC. Reakce byla ukena postupnymijanim metanolu (50 ml) a vody
(100 ml). Smds byla zahugha na ttetinu objemu. Produkt byl extrahovan chloroformem
(3x 100 ml), spojené organické faze byly promytydeu (3 x 100 ml), vodnym
nasycenym roztokem hydrogenuftiinu sodného (3 x 100 ml), vodou (3 x 100 ml),
suseny bezvodym siranem sodnym a rozgdisstodpéena za snizeného tlaku. Produkt
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byl ¢isten chromatografii na silikagelu (3 % etheru v pettioéru). Bylo izolovano 7,3 g
(98 %) PB-androstan-3-onuBf.

Charakterizace:

T.t. 55-56 °C.

[a]p +15,5 (c 0,26, CHG).

IR (CHCL): 1707 (CO), 1385, 1378 (GH 2935, 2865 (CH).

'H NMR (400 MHz, CDCJ): § 0,72 (3H, s, H-18), 1,02 (3H, s, H-19), 2,34 (1dH], J =
14,6; 5,4; 0,9 Hz, H-4), 2,77-2,62 (1H, m, H-2).

13C NMR (100 MHz, CDGJ): § 213,59 (C-3), 54,71, 44,52, 42,55, 41,19, 41,059,
39,12, 37,39, 37,30, 36,08, 35,20, 26,80, 26,385%22,85, 21,38, 20,72, 17,67.

Pro GgH300 (274,4) vypoteno: 83,15 % C, 11,02 % H; nalezeno: 83,51 % (MEL% H.

Piiprava 5p-androstan-3u-olu (4)

K vychlazené sisi (0 °C) B-androstan-3-onu3( 2 g, 7,3 mmol) v ethanolu (100 ml) a
ethylacetatu (20 ml) byl za michariigan tetrahydridoboritan sodny (600 mg, 15,9 mmol)
a reakni smés byla michana za laboratorni teploty 24 hodin. kReabyla ukotiena
nalitim reakni smési do vody a vysrazeny produkt byl odséat, promydowa po vysuseni
¢isten chromatografii na silikagelu (7 % ethylacetatoetroletheru). Bylo ziskano (2,65 g,
88 %) P-androstan-@-olu (4).

Charakterizace:

T.t. 143-144 °C.

[a]p +10,9 (c 0,27, CHG).

IR (CHCL): 3608, 3446 (OH), 1081, 1065, 1034 (CO), 137722887 (CH), 1450,

2935, 2865 (CH.

'H NMR (400 MHz, CDCJ): § 0,68 (3H, s, H-18), 0,92 (3H, s, H-19), 3,58-3(6/, m,
H-3).

13C NMR (100 MHz, CDGJ): 72,05 (C-3), 54,73, 42,28, 41,09, 40,91, 40322, 36,65,
36,38, 35,63, 34,89, 30,73, 27,37, 26,99, 25,7(620,99, 20,74, 17,65.

Pro GgHs,0 (276,2) vypoteno: 82,55 % C, 11,67 % H; nalezeno: 82,31 % (321% H.
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Piiprava bis(diisopropylamino)-benzyloxyfosfinu (7)

K roztoku bis(diisopropylamino)-chlorofosfinu5,( 1,6 g, 6 mmol) v absolutnim
dichlormethanu (10 ml) byl fikapan triethylamin (836 pl, 6 mmol) a absolutni
benzylalkohol §, 620 ul, 6 mmol) P 0 °C a pod inertni atmosférou. Reéak smés byla
michana po dobu 10 minut a vznikly roztok bis(diisapylamino)-benzyloxyfosfinu7j

byl bez zpracovani pouzit do dalsi reakce.

Priprava benzyl (3a,58-androstan-3-yl) fosfonatu(9)

K pfipravenému bis(diisopropylamino)-benzyloxyfosfinir) (v dichlormethanu byla
piidana smis diisopropylammonium tetrazolidu (358 mg, 2 mmeBteroidniho alkoholu
(4, 548 mg, 1,98 mmol) a vznikla s byla michana pod inertni atmosférou 1 hod za
laboratorni teploty a poté 1 hod g0 °C. Rozpousgtla byla odpgena za snizeného tlaku
a k odparku diisopropylfosfoamidi® byl pridan acetonitril (30 ml) afikapan roztok 5-
(ethylthio)-1H-tetrazolu (286 mg, 2 mmol) ve wo@ ml) a acetonitrilu (2 ml). Tato
reakéni snmts byla michana za laboratorni teploty po dobu 3®umi Produkt byl
extrahovan ethylacetatem (100 ml), spojené orgénithkze byly promyty vodnym
roztokem kyseliny chlorovodikové (5%, 3 x 100 m¥pdnym nasycenym roztokem
hydrogenuhliitanu sodného (3 x 100 ml), nasycenym roztokemrhicsodného a suSeny
siranem hiecnatym. Rozpoustlla byla odpgena za snizeného tlaku. Produkt bigten
chromatografii na silikagelu (7 % ethylacetatu waetheru). Bylo ziskano (461 mg, 54

%) fosfonatu.

Priprava benzyl (benzyloxy) (Ba,5B-androstan-3-yl) oxy) fosforyl-glycinatu (10)

Smes fosfonatud v acetonitrilu (2,5 ml) a tetrachlormethanu (7,9 byla prikapana do
roztoku chrasného glycinu (712 mg, 4,3 mmol) v triethylaminu @781, 2,6 mmol).
Po 2,5 hodinach michani za laboratorni teploty puertni atmosférou, byl produkt
extrahovan ethylacetatem (2 x 50 ml), spojené acg@nfaze byly postugnpromyty
vodnym roztokem kyseliny chlorovodikoveé (5%, 3 xrBl), vodnym nasycenym roztokem
hydrogenuhliitanu sodného (3 x 50 ml), nasycenym roztokem dahllosodného a suSeny
siranem hte¢natym. Rozpoustlla byla odpgena za snizeného tlaku. Surovy produkt byl
¢isten chromatografii na silikagelu (15 % acetonu v @etheru) a byl izolovan glycinat
10 (308 mg, 52 %).
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Priprava ((3a,58-androstan-3-yl) oxy) oxidofosforyl-glycinatu draselného (11)

Smes latky 10 (308 mg, 0,5 mmol) v tetrahydrofuranu (4 ml), PdAD %, 10 mg) a
uhli¢itanu draselného (1,14 g, 8,2 mmol) byla hydrogémav za mirného tptlaku
vodikem 4 hodiny. Poté byla s$m prefiltrovana pes kratky sloupi&ek bunéiny a
nékolikrat promyta metanolem. Rozpoédia byla odpgena za snizeného tlaku. Bylo
izolovano 201 mg (79 %) glycinatail, ktery byl krystalizovan z destilované vody.
Charakterizace:

[a]p + 9,5 (c 0,25, BKD).

IR (KBr): 1588, 1396 (C®), 3274 (NH), 1204, 1077, 1062 (P} 1037 (P-O-C), 1377,
1450 (CH).

'H NMR (400 MHz, RO + dioxan):5 0,67 (3H, s, H-18), 0,92 (3H, s, H-19), 3,38 (2H,

J, 7,3, H-C2"), 4,02 (1H,m,H-3).

13C NMR (126 MHz, DO + dioxan):179,16 (C-0O), 76,31 (C-3), 62,62, 54,14, 45,27,
41,98, 40,54, 40,47, 40,23, 38,71, 36,04, 35,024348,62, 26,92, 26,58, 25,32, 22,84,
20,59, 20,27, 16,95.

Pro GiH3z4KoNOsP (489,14) vypéteno: 51,51 % C, 7,00 % H, 2,86 % N, nalezeno: 37,7
% C, 5,46 % H 1,76 % N.

MS: ESI m/z 528,1 (100 % M+K), 490,1 (17 % M+1).

HR-MS: ESI m/z pro gH3sKo:NOsP [M+1] vypaiteno: 490,1522; nalezeno: 490,1522.
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5.2 Hriprava fosfoamidatu - reakce s chradnou kyselinou glutamovou

Priprava dibenzyl (benzyloxy) (Ba,58-androstan-3-yl) oxy) fosforyl-glutamatu (12)
Smes fosfoamidat® v acetonitrilu (1,6 ml) a tetrachlormethanu (4,3 mlla pikapana do
roztoku chrasné kyseliny glutamové (447 mg, 0,9 mmol) v trietwinu (452 pl,
3,3 mmol). Readni snes byla michana za laboratorni teploty pod inertmaosférou po
dobu 2,5 hodiny. Produkt byl extrahovan ethylaegta(2 x 20 ml). Spojené organickeé
faze byly postupt promyty vodnym roztokem kyseliny chlorovodikov@453 x 40 ml),
vodnym nasycenym roztokem hydrogenéitdinu sodného (3 x 40 ml), nasycenym
roztokem chloridu sodného a suSeny siranetfachatym. Rozpoustlla byla odpgena za
snizeného tlaku. Surovy produkt ky$ten chromatografii na silikagelu (15 % acetonu v
petroletheru) a byla izolovana latka (301 mg, 33 %).

Priprava ((3a,58-androstan-3-yl) oxy) oxidofosforyl-glutamatu draselného (13)

Smes latky 12 (301 mg, 0,4 mmol) v tetrahydrofuranu (3 ml), PdAD%, 7,9 mg) a
uhli¢itanu draselného (0,9 g, 6,5 mmol) byla hydrogenavZa mirnéhoiptlaku vodikem
4 hodiny. Poté byla sts pefiltrovana pes kratky sloupgek bunéiny a reékolikrat
promyta metanolem. Rozpo#dla byla odp#ena za sniZzeného tlaku. Glutam#8)(byl
nésleds krystalizovan z destilované vody. Bylo ziskano b (41,6 %) glutamatli3.
Charakterizace:

[a]p +11,4 (c 0,27, KD).

IR (KBr): 3271 (OH), 3420 (NH), 1589, 1402 (gP2963, 2866 (Ch).

'H NMR (400 MHz, DO + dioxan)3$ 0,46 (1H, s, H-18), 0,70 (1H, s, H-19), 2,04-1,90
(2H, m, H-C4"), 3,31-3,27 (1H, m, H-C2"), 3,77-3(AH, m, H-3).

13C NMR (126 MHz, DO + dioxan) 183,20, 181,39, 76,27, 64,00, 56,63, 54,11, 42,01,
40,52, 40,22, 38,69, 36,03, 35,10, 34,35, 34,22,13382,29, 28,65, 26,93, 26,59, 25,30,
22,83, 20,57, 20,25, 16,91.

Pro G4H3/0/NK3P (599,83) vypéieno: 48,06 % C, 6,22 % H, 2,34 % N; nalezeno: B8,7
% C, 5,49 % H, 1,16 % N.

MS: ESI m/z 638,3 (100 %, M+K), 600,4 (26 %, M+1).

HR-MS: ESI m/z pro g&H3sO;NK3P [M+1] vypcaiteno: 600, 1292; nalezeno: 600, 1294.
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