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Steroidni anionické sloudeniny, zphsob jejich vyroby, jejich pouZiti a farmaceuticky pfipravek
je obsahujici
Oblast technik

Tento vynalez se tyka steroidnich anionickych slouéenin, zpisobu jejich vyroby, jejich
pouZiti a farmaceutického piipravku je obsahujici. ZvIasté se tento vynalez tyka derivatid preg-
nanolonu substituovanych v poloze 3alfa, které maji v této poloze anionickou skupinu. Tyto
derivaty jsou uZite¢né pro 1é¢eni nékterych onemocnéni centralniho nervového systému (CNS),
zvla¥té pak pro ischemické poskozeni CNS, neurodegenerativni zmény a poruchy, afektivni poruchy,
deprese, post-traumatické stresové poruchy (PTSD) a nemoci souvisejici se stresem, anxietu, schizofrenii

a psychotické poruchy, bolest, zavislosti a roztroudenou sklerézu, epilepsii a gliomy.

Dosavadni stav techniky

Glutamat je hlavnim excitaénim neuropfenaseem v centralnim nervoveém sytému savcil.
Béhem vylevu glutamatu z presynaptické termindly odpovédi post synapticke¢ho neuronu
vznikaji prostiednictvim ionotropnich a metabotropnich glutamatovych receptorii. Metabotropni
receptory funguji prostfednictvim vazby na G-proteiny a mobilizuji vépnikové ionty z
intracelularnich kompartmenti. Aktivace ionotropnich receptorti vede ke zvySeni propustnosti
postsynaptické membrany pro sodné, draselné a vapenat¢ kationty otevienim iontovych kanalq,

které jsou soucasti receptoru.

Mezi ionotropni glutamatové receptory patii N-methyl-D-aspartatové receptory
(NMDAR), AMPA a kainatové receptory. A€koliv soucasné poznatky naznacuji ulohu riznych
podtypll rodiny glutamatovych receptori v glutamatem indukované excitotoxicité, ionotropni
receptory jsou povaZovany za kli¢ového hrade v téchto procesech. Aktivace ionotropnich
glutamatovych receptortt vede ke zméndm v intracelulamich koncentracich iontl, pfedeviim
vapenatych a sodnych. Sou¢asné vyzkumy ukazuji, Ze kromé& vapniku, i zvySeni intracelularnich
hladin Na' maze vést k zaniku neuront. U neurontl v hipokampalni kultufe a v retiné miZe vést
aktivace glutamatovych receptorii k pokozeni neuront prostiednictvim Na' kationtd, dokonce i
bez pktomnosti extracelularniho vapniku. Nicméng, toxicita vy3Sich hladin glutamatu je
zpravidla spojovéna se vzestupem intracelulamich hladin Ca®". V sou¢asnosti je pomémné dobte

prokdzano, Ze existuje pfimy vztah mezi nadmérnym priinikem vapniku do bunék a glutamatem



navozenym poskozenim neurond. Glutamatem vyvolané patologické zvyeni intracelularniho

vapniku je pfipisovano déletrvajici aktivaci ionotropnich glutamatovych receptorti. Zvys$eni
intracelularniho vapniku muZe spustit sestupnou neurotoxickou kaskadu, kterd zahmuje
odptazeni mitochondridlniho elektronového transportu od syntézy ATP, a nadmémou aktivaci
enzymu jako kalpain a daldich proteas, proteinkinas, syntézy NO, kalcineurinii a endonukleas.
Zmény v aktivité téchto neuroni mohou veést k produkei toxickych reaktivnich molekul jako
volnych kyslikovych radikali (oxid dusny, superoxid, peroxid vodiku), ke zménam v
architektufe cytoskeletu a k aktivaci genetickych signalll vedoucich k apoptoze a k podkozeni
funkce mitochondrii (Villman a Becker, 2007).

Rada preklinickych studii doklada vyraznou schopnost NMDA antagonisti zabrénit
excesivnimu plisobeni glutamatu na nervové buiiky a tim omezit narufeni funkci CNS. Nicméné
jejich neuroprotektivni potencial je z klinického pohledu maly. Vzhledem k faktu, Ze NMDA
receptory jsou jednémi z nejrozdifengjsich typh receptord v CNS, vede jejich podani (NMDA
antagonistl) k fad€ zavaZnych neZadoucich u¢inkli od naru$eni motoriky po indukci psychéz
schizofrenniho typu. Na druhou stranu velkd rozmanitost NMDA receptort, jejich rozdilna
distribuce na synapsich i mimo né a riizné funk¢ni stavy tohoto receptoru nabizeji moZnost
hledat slouteniny selektivné ovlivitujici pouze uréitou skupinu NMDA receptort a tim omezit

vyskyt neo¢ekavanych a nezadoucich i&inkt pti zachovani neuroprotektivniho pusobeni.

Pfedchozi vysledky ukazaly, Ze pfirozené se vyskytujici 3a5P pregnanolon-sulfat wuse-
dependentnim zptisobem ovliviiuje aktivitu NMDA receptorii. V dusledku tohoto mechanismu
pusobeni ma vyrazngj$i inhibi¢ni pisobeni na NMDA receptorech tonicky aktivovanych
glutamatem neZ na fazicky aktivovanych NMDA receptorech b&hem synaptického pfenosu.
Pravé aktivace extrasynaptickych tonicky aktivovanych NMDA receptortt je zasadni pro

excitotoxické phisobeni glutamatu (Petrovic et al., 2005).

Proto jsme zahajili vyvoj a testovani novych NMDA antagonistd odvozenych od
neurosteroidii, Tyto zcela nové syntetizované sloudeniny vykazuji afinitu k extrasynaptickym
NMDA receptortim. Co je viak jestd dileZit&jsi, pfedchozi elektrofyziologické studie ukazaly,
Ze tento typ latek se vaZe pouze na dlouhodobg oteviené NMDA receptory. Piedpokladany
neuroprotektivni mechanismus G¢inku je tedy blokace excesivniho vtoku vapniku do burky

prostiednictvim dlouho otevienych NMDA receptor. K ostatnim typim NMDA receptori
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nemaji tyto slouc¢eniny afinitu, pfedpokladame tedy, Ze nebudou ovliviiovat pfenos signalu mezi

neurony.

V poslednim desetileti se biomedicinsky vyzkum soustfedil na studium role
neurosteroidi v patofyziologii fady neuropsychiatrickych chorob a zhodnoceni jejich
terapeutického potencialu. Mechanismus (¢inku neurosteroidd je spojovan s jejich aktivitou na
NMDA a GABA, receptorech. Rada experimentalnich studii na animélnich meodelech
poukazuje na jejich potencial v 1é8b& Fady nemoci centralniho nervového systému, pfedevsim
neurodegenerativnich chorob, roztrousené sklerdzy, afektivnich poruch, alkoholismu, belesti,

insomnie ¢&i schizofrenie (Morrow, 2007; Weaver, 2000).

Neurosteroidy hraji zasadni roli také v regulaci reaktivity na stres a s tim souvisejicimi
poruchami CNS. Hladina neurosteroidii kratkodob& po vystaveni stresu stoupd, jednd se o
adaptivni mechanismus. Naproti tomu experimentdlni modely chronického stresu a deprese u
laboratornich hlodavch ukazuji sniZzenou koncentraci neurosteroidd jak v mozku, tak v plasme,
Podobné nalezy nachazime i u pacientil trpicich depresi nebo premenstrualnim syndromem. To
poukazuje na naruSeni homeostatickych mechanismi v CNS u neuropsychiatrickych chorob

souvisejicich se stresem.

Steroidni sloudeniny ovliviiuji aktivitu a plasticitu neuroni a gliovych bun€k b&hem
&asného vyvoje, a pozdé&ji ve vyvoji hraji dileZitou trofickou a neuroprotektivni roli v dospélem
nervovém systému. Steroidy jsou produkovany pohlavnimi Z14zami a nadledvinkami, stejné tak
jako v CNS. Do mozku, prodlouZzené michy a perifernich nervil se steroidni slouCeniny
dostavaji krevnim Fe¢istém. Nicméng, nékteré steroidy (neurosteroidy) jsou produkovany ptimo
v centralni nervové soustavé. Mezi nejlépe prozkoumané neurosteroidy patfi pregnenolon,
progesteron, dehydroepiandrosteron (DHEA) a jejich redukované metabolity a sulfatové estery.
O regulaci syntézy neurosteroidd v CNS neni znamo pfili§ mnoho poznatki, avSak obeené se
soudi, Ze jejim podkiadem jsou interakce mezi vice typy bun&k. Napfiklad syntéza progesteronu

Schwannovymi buttkami u perifernich nervi je regulovana difuznimi signély z neuroni.

Neurotrofické a neuroprotektivni G¢inky neurosteroidd byly ukazany jak v bunécnych
kulturdch, tak in vivo. Progesteron hraje dileZiton roli v neurologickém zotaveni z
traumatického poSkozeni mozku a michy prostfednictvim mechanismii zahmujicich ochranu

pied excitotoxickym poskozenim bungk, pfed peroxidaci lipidi a indukci specifickych enzymd.



Napfiklad po ptetéti spinalni michy potkani, progesteron zvy3uje pocet astrocytl exprimujicich

NO-syntazu tésné nad a pod mistem pietéti.

Tento steroid rovnéZ hraje roli v regulaci formovéani novych myelinovych pochev. To
bylo ukézéno u regenerujiciho potkaniho nervus sciaticus v kultufe sensorickych neuroni a
Schwannovych bungk. Progesteron rovnéZ posiluje myelinizaci prostiednictvim aktivace geni

kédujicich proteiny udastnici se myelinizace.

Jak jiZz bylo fe€eno, neurosteroidy vyznamné moduluji funkci membranovych receptort
pro neuropfenaiete, zejména GABA, receptori, NMDA receptort a sigmal — receptorii. Tyto
mechanismy jsou zodpovédné za psychofarmakologické udinky steroidd a ¢astetné vysvétluji
jejich antikonvulzivni, anxiolytické, neuroprotektivni a sedativni u¢inky, stejné jako jejich vliv
na procesy udeni a paméti. Napfiklad u pregnanolon-sulfitu bylo prokazéano, Ze je schopen
zvratit kognitivni deficit u zvifat vy$§iho v&ku a Ze ma protektivni u€inek na pamét’ v n&€kolika
modelech amnézie. Nové studie dokladaji pfimy vliv neurosteroidil i na nitrobunééné receptory.
Ackoliv naptiklad nejsou doklady o ptimé vazbé na glukokortikoidni receptor, moduluji i¢inek
kortikoidl nepfimo prostfednictvim interakei s proteinkinasami A, C, MAPK nebo CAMK.
Navic byl prokézan vliv pregnanolonu a pregnanolon-sulfitu na proteiny asociované s
mikrotubuly a akceleraci polymerace mikrotubull, ¢imZ dochazi k ovlivnéni neurondlni
plasticity. Tyto nové popsané uéinky neurosteroidi jsou dosud velmi mdlo prozkoumané,

nicméné lze pfedpokladat jejich roli v neuroprotektivité.

Sulfatové estery neurosteroidd hraji fyziologickou roli v regulaci receptorti excitadnich i
inhibi¢nich neuropfenadedti a participuji na pfirozenych protektivnich vlastnostech tkané
centralniho nervového systému. Sulfatované estery a jejich analogy jsou nad&jnymi molekulami
v terapii chorob centralniho nervového systému. Nicmén& v nervové tkani je enzymaticky
udrZovin pomér mezi neurosteroidy a jejich sulfatovanymi estery. Umél¢ podani sulfatovanych
esterd v disledku enzymové aktivity nemusi vést k zlepSeni sledovanych funkci. Nami
predkladané molekuly pfedstavuji metabolicky stabilnéjsi analogy sulfatovanych esteri. Navic
vzhledem ke své struktufe snadné&ji prochazeji pfes hematoencefalickou bariéru. Sulfatovane a
tedy polarni steroidni sloudeniny obecné nepronikaji hematoencefalickou bari¢rou, ale bylo
zjidténo Ze iv. podany pregnanolon-sulfat pronikd pfes hematoencefalickou barieru. V

transportu sulfatovanych analogli se pravd&podobné uplatfiuji aktivni mechanismy spojené s



transportnim proteinem organickych ionti (OATP), ktery je exprimovan v butikach mozkove
tkéné,

Vyhodou zde popsanych sloucenin je to, Ze si uchovavaji podobné farmakologické i
fyziologické vlastnosti jako pregnanolon-sulfat, ktery ma terapeuticky potencial, pfiCemzZ ale

nejsou odbouravany sulfatasami.

Podstata vynalezu

Tento vynalez se tyka sloufenin obecného vzorce 1

&)

R™
H O,

v némz

R' znamen4 skupinu obecného vzorce R*°OOC-R*-C(R*-R’-, kde R? znamena alkylovou nebo
alkenylovou skupinu s 1 aZ 18 atomy uhliku s ptimym nebo vé&tvenym uhlikovym fetézcem,
které mohou byt substituovany jednim nebo vice atomy halogenu, aminovou skupinou, ktera
miize byt bud’ volnd nebo chrdnénd odstranitelnou chranici skupinou, alkoxykarbonylovou
skupinou, aromatickou skupinou a/nebo heterocyklickou skupinou, kde heteroatom znameni
atom kysliku, siry nebo dusiku, R} znameni bud’ atom vodiku nebo chranici skupinu
karboxylové skupiny, s vyhodou benzylovou skupinu, R* znamen4 atom kysliku, atom dusiku
nebo atom siry vazany dvojnou vazbou nebo R* znamena dva atomy vodiku, a R® znamena
jakykoliv miniméaln& dvojvazny atom, s vyhodou atom kysliku, atom dusiku nebo atom uhliku,
kromé toho, kdy R? znamena skupinu (CH3),, kde n = 0-3, a souCasné R? znamena atom vodiku

a R*i R’ znamenaji atom kysliku.

Vynalez je zaloZen na vysledcich naSich pokusd vnichZ jsme zkoumali vhv
pregnanolon-sulfatu na nativni a rekombinantni NMDA receptory. Ty ukézaly, Ze tento
piirozeng se vyskytujici neurosteroid inhibuje odpovédi vyvolané exogenni aplikaci
specifickych agonisti NMDA receptoru. Ukazali jsme, Ze se pregnanolon-sulfat vaZze pouze na
aktivované receptory (use-dependentni i¢inek), ale nevaZe se do iontového kanalu jako nékteré
latky typu - Mg®*, ketamin, dizocilpin nebo memantin. Rychlost vazby a mechanismus ¢inku

pregnanolon-sulfitu ma za nasledek vys§i inhibi¢ni plisobeni na receptory tonicky aktivované



glutamatem neZz na fazicky aktivované receptory b&hem synaptického pienosu. Nové

syntetizované analogy, kterych se tyka vynalez, maji stejny mechanizmus plsobeni na NMDA

receptorech jako pregnanolon-sulfat.

Navic aplikace pregnanolon-sulfitu v disledku enzymové aktivity v CNS nevede k
zlep¥eni sledovanych funkci. Nami pfedkladané molekuly pfedstavuji sulfatasami nehydroly-

zovatelné analogy.

Dile se tento vynalez tyka zpisobu vyroby shora uvedenych sloucenin obecného vzorce
I, kde R' znamena jak shora uvedeno. Pi vyrobé sloudenin uvedeného vzorce I, v némz R'
znamena jak shora uvedeno a R® znamena atom kysliku, se vychazi ze 3alfa-hydroxy-Sbeta-

pregnan-20-onu vzorce II

HO' a.

Tato sloudenina vzorce II se miZe pfevést na sloudeninu obecn¢ho vzorce I, kde R
znamena jak shora uvedeno a R* znamena atom kysliku, nasledujicim zpasobem: PHisluina
dikyselina, popfipad® chranéna na aminové skuping a poptipadé chranéna na jedné karboxylove
skuping, se rozpusti ve vhodném rozpouftédle, kterym se ze smési mohou oddestilovanim
odstranit zbytky vody, svvhodou vbenzenu nebo toluenu, nejvyhodng&ji v benzenu. Po
odstranéni vody oddestilovanim &asti rozpoustédla se reakéni smés, ke kter¢ je zabranén piistup
vody vhodnym zplisobem znamym z oblasti techniky, ochladi na laboratorni teplotu. Pod inertni
atmosférou se pomalu pfida kondenzaéni &inidlo, s vyhodou DCC, a roztok slouceniny vzorce 11
ve vhodném rozpoustédle, s vyhodou v aromatickém uhlovodiku, vyhodng&ji v benzenu nebo
toluenu, nejvyhodngji v benzenu za pktomnosti katalytického ¢inidla, s vyhodou DMAP. Tato
reak&ni sm&s se micha 10-48 hodin, s vyhodou pfes noc, za teploty od 0 do 50 °C, s vyhodou za
teploty mistnosti. Druhy den se sm&s nalije do nasycen¢ho vodného roztoku hydrogenuhli¢i-
tanu, s vyhodou NaHCO; nebo KHCO;, a produkt se extrahuje organickym rozpoustédlem, ve
kterém je dobie rozpustny, naptiklad a s vyhodou ethyl-acetatem, a spojené organické faze se
promyvaji vodou do odstranéni pfitomného hydrogenuhli¢itanu. VysraZena N,N’-dicyklo-

hexylmog&ovina se odfiltruje, filtrat se vysudi susicim ¢inidlem, s vyhodou siranem hofe¢natym
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nebo siranem sodnym, ne¢jvyhodnéji siranem sodnym, a rozpou$tédlo se odpafi, s vyhodou
oddestilovanim ve vakuu. Ziskany produkt se popiipadé pfeéisti, s vyhodou chromatografii na
sloupci silikagelu. Takto se ziska slou¢enina obecného vzorce I, v némz R' znamena skupinu
obecného vzorce R?OOC-R%-CO-, kde R? znamena alkylovou nebo alkenylovou skupinu s 1 az
18 atomy uhliku s pfimym nebo vétvenym uhlikovym fetézcem, které mohou byt substituovany
jednim nebo vice atomy halogenu, aminovou skupinou, kterd je chringna odstranitelnou

skupinou, a R? znamens chréanici skupinu karboxylové skupiny, s vyhodou benzylovou skupinu.

Pokud ve slougening vzorce I symbol R’ znamené benzylovou chranici skupinu, je nutné
odstranéni této chranici skupiny, které se provadi tak, Ze se ziskana sloudenina rozpusti ve
vhodném rozpouitédle, s vvhodou v alkoholu, nejvyhodnéji v methanolu, a k tomuto roztoku se
ptida hydrogenaéni katalyzator, s vyhodou Pd/CaCO;. Po hydrogenaci se katalyzator odfiltruje
a rozpoustédlo se odparii. Ziska se tak produkt obecného vzorce I, v némsz R! znamena skupinu
obecného vzorce R?’OOC-R?-CO-, kde R? znamen4 alkylovou nebo alkenylovou skupinu s 1 a2
18 atomy uhliku s pfimym nebo vétvenym uhlikovym fetézcem, které mohou byt substituovany
jednim nebo vice atomy halogenu, aminovou skupinou, kterd je chranéna odstranitelnou

skupinou, a R® znamen4 atom vodiku.

Pokud ziskan4 sloudenina obecného vzorce I, v némZ R' znamena skupinu obecného
vzorce R*OOC-R*-CO-, kde R? znamen4 alkylovou nebo alkenylovou skupinu s 1 a% 18 atomy
uhliku s pfimym nebo vé&tvenym uhlikovym fetézcem, které mohou byt substituovany jednim
nebo vice atomy halogenu, aminovou skupinou, ktera je chran&na odstranitelnou skupinou, a R’
znamend atom vodiku, obsahuje aminovou skupinu, ktera je chranéna odstranitelnou skupinou,
provede se¢ v nasledujicim stupni odblokovani chranéni aminové skupiny a to tak, Ze se tato
slouenina rozpusti v organickém rozpoustédle, s vyhodou v dichlormethanu, a pfida se
trifluoroctova kyselina. Tato smés se necha reagovat 0,1 aZ 48 hodin, s vyhodou 16 hodin, pii
teploté v rozmezi od 0 °C do 50 °C, s vyhodou za teploty mistnosti. Po ukonéeni reakce se
odstrani rozpoustédla, odparek se opét rozpusti v organickém rozpoustédle, s vyhodou
v methanolu, pfida se pyridin a smés se odpaii dosucha. Ziska se tak produkt obecného vzorce I,
v némz R' znamena skupinu obecného vzorce R?OOC-R%-CO-, kde R? znamena alkylovou nebo
alkenylovou skupinu s 1 aZ 18 atomy uhliku s pfimym nebo v&tvenym uhlikovym fetézcem,
které mohou byt substituovany jednim nebo vice atomy halogenu, aminovou skupinou, a R’

znamena atom vodiku.



HET

0 (HET),

miZe byt do molekuly obecného vzorce I zavedena naptiklad reakci aktivované karboxylové
skupiny s aminovym substituentem na alkylovém fetézci R’ Karboxylova skupina miZe byt
funkcionalizovana aktivaéni skupinou (napf. hydroxybenzotriazolovou, substituovanym
hydroxybenzotriazolem, HATU, TATU, s vyhodou TSTU jako sukcinimidyl ester). Tento ester
reaguje se slouteninou obecného vzorce I, vnémZ R’ znamena znamena alkylovou skupinu
substituovanou aminovou skupinou. Opét se tak ziska slouéenina obecného vzorce I, v némz R?
znamena alkylovou skupinu substituovanou aminovou skupinou s navazanou heterocyklickou

skupinou (HET).

Analogickym zplisobem milZe zruény odbornik z oblasti techniky pfipravit obdobné

slou¢eniny obecného vzorce I, v némz R? znamena jak shora uvedeno.

Thioslou¢eniny a amidy mohou byt pfipraveny analogickymi postupy z latek obecného
vzorce I, kde R znamena atom siry (napfiklad jak popisuji Swan, Turnbull, Tetrahedron 22,
1966, str. 231), pfipadné atom dusiku (naptiklad jak popisuji Schmitt J., Panouse J.J., Hallot A,
Pluchet H., Comoy P.: Bull Soc. Chim. France /962, str. 1846).

Daldim pfedmstem tohoto vynilezu je pouZiti sloudenin obecného vzorce I, kde R’
znamena jak shora uvedeno, pro vyrobu lé€iva pro 1é€eni neuropsychiatrickych poruch
souvisejicich s dysbalancemi glutamatergniho neuropfena$eového systému, zvladte ischemické

poskozeni CNS, neurodegenerativni zmény a poruchy CNS, afektivni poruchy, deprese, PTSD a



nemoci souvisejici se stresem, anxieta, schizofrenie a psychotické poruchy, bolest, zavislosti,

roztroudena sklerdza, epilepsie, gliomy.

Rtzné strukturalni modifikace nami pfipravenych sloudenin obecného vzorce I ukazaly
pouze minimalni rozdily v biologické G¢innosti, tyto nalezy potvrzuji pfedchozi elektro-
fyziologické vysledky (patch-clamp) sledujici kinetiku vazby téchto latek na NMDA receptory.
Proto jsme vybrali molekulu pregnanolon-glutamatu z piikladu 9 [dale: slouCenina z piikladu 9;
slouenina obecného vzorce I, vnémZ R' znamena skupinu -CH(NH,)-(CH,),-COOH), kterou
jsme podrobili podrobnému testovani jednak v souvislosti s jejim neuroprotektivnim ptisobenim
na excitotoxickou hipokampalni 1ézi (pomoci NMDA,; sloufenina z pfikladu 9), jednak
testovéani jejiho potencialniho vlivu na chovani pii aplikaci této slouceniny samotné a jejiho
srovnani s latkou (dizocilpin), zndmou z odbomé literatury, nekompetitivnim antagonistou
NMDA receptortl, ktery sice vykazuje neuroprotektivni ufinky ve specifickych uspotfadanich,
ale fada dikazli z literatury dokazuje jeho vyrazné psychotomimetické vedlejdi udinky ve

zvitecich modelech.
Biologicka aktivita na bun&&nych kulturach

Primdrné disociované hipokampdlni kultury byly piipraveny z 1-2 dennich potkanii. Zvifata byla
dekapitovana a naslednd byl isolovan hipokampus. Bunétnd suspenze byla piipravena
rozvolnénim pomoci trypsinu a mechanické disociace. Bufiky byly nasazeny na 25mm nebo
1Zmm polylysinem potaZzend kryci sklicka v hustot¢ 500 000 bungk/cm’. Neurondlni kultury
byly udrzovany v mediu Neurobasal ™M-A (Invitrogen, Carlsbad, USA) doplnéného glutaminem
(0,5 mM) a B-27 Serum-Free Supplement (Invitrogen) pfi 37 °C a 5 % CO..

HEK293 buriky (American Type Culture Collection, ATTC No. CRL1573, Rockville, MD) byly
kultivovany v mediu Opti-MEM® I (Invitrogen) s pfidavkem 5% fetalniho teleciho séra pfi 37
°C a transfekovany NR1-1a/NR2B/GFP plasmidy, jak bylo popséno diive (Cais et al., 2008).
Stejna mnozstvi (0.3 pg) cDNA kédujici NR1, NR2 a GFP (green fluorescent protein) (pQBI 25,
Takara, Japonsko) byla smichana s 0,9 pl Matra-A Reagent (IBA, Géttingen, Némecko) a
pfidana ke konfluentnim HEK293 buiikam kultivovanym v 24-jamkové desti¢ce. Po trypsinizaci
byly buiiky resuspendovany v Opti-MEM® T obsahujicim 1% fetélni teleci sérum. Do smési bylo
dale ptidano 20 mM MgCl;, 1 mM D,L-2-amino-5-fosfonopentanové kyseliny, 3 mM

kynurenové kyseliny, ketamin a bufiky byly nasazeny na polylysinem potaZena kryci skli¢ka o
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priméru 25 mm. Pro transfekci byly pouZity nasledujici geny kddujici podjednotky NMDA
receptors: NR1-1a (GenBank accession no. U08261) a NR2B (GenBank accession no. M91562).

Pro elektrofyziologické pokusy byly pouZity 5-10 dni staré hipokampalni kultury nebo
kultury HEK293 bunék 16-40 hodin po transfekci. Proudy vzniklé pfi sniméani z celé buriky byly
méfeny pomoci patch-clamp zesilovale (Axopatch 1D; Axon Instruments, Inc. Foster City,
USA) po kompenzaci kapacity a sériového odporu (<10 MQ) na 80-90 %). Agonistou
indukované odpov&di byly filtrovany na 1 kHz (filtr 8-pole Bessel; Frequency Devices,
Haverhill, USA), digitalizovany pfi 5 kHz a analyzovany softwarovym programem pClamp
verze 9 (Axon Instruments). Borosilikatové mikropipety byly naplnény intracelulamim
roztokem, ktery obsahoval 125 mM D-glukonové kyseliny, 15 mM chloridu cesného, 5 mM
EGTA, 10 mM HEPES, 3 mM chloridu hofeénatého, 0,5 mM chloridu vépenaté¢ho a 2 mM
hofe€naté soli ATP (pH upraveno na 7,2 roztokem hydroxidu cesného). Extracelularni roztok
(ECS) obsahoval 160 mM chloridu sodného, 2,5 mM chloridu draselného, 10 mM HEPES, 10
mM glukézy, 0,2 mM EDTA a 0,7 mM chloridu vapenatého (pH upraveno na 7,3 roztokem
hydroxidu sodného). Glycin byl ptfidan jak do testovaciho, tak do kontrolniho roztoku. K
hipokampalnim kulturdm byl je$t& navic pfidan bicuculin (10 pM) a tetrodotoxin (0,5 pM).
Roztoky se steroidem byly pfipraveny z &erstvé pfipraveného zasobniho roztoku (20 mM)
steroidu rozpu$téného v dimethylsulfoxidu {DMSO). Ve viech extracelularnich roztocich byla
pouZita stejnd koncentrace DMSQ. Kontrolni a testovaci roztoky byly aplikovany
mikroprocesorem kontrolovanym systémem promyvani, srychlosti vymény roztoku v okoli
buriky ~10 ms.

Struény popis obrazka

Obrazek 1: znazortiuje proudové odpovédi vyvolané aplikaci 1 mM glutamatu a vlivu
neurosteroidu z pifkladu 9 aplikovaného v koncentraci 200 uM soucasné s glutamatem. Snimani
bylo pofizeno technikou patch-clamp z kultivovanych HEK293 bunék transfekovanych
NR1/NR2B receptory. Mira inhibice vyvolana neurosteroidem byla vypottena podle vzorce: (1-
a/b).100 (%).

Obrazek 2: Homi panel. Celkova usla draha jako métitko spontanni pohybové aktivity v testu
otevieného pole se nelidila mezi kontrolnimi zvifaty a t&mi, jimZ byla aplikovana samotna

sloudenina z piikladu 9.
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Obrazek 2: Dolni panel: Prepulzni inhibice ulekové reakce rovnéz nebyla signifikantné

ovlivnéna aplikaci samotné slouceniny z pfikladu 9.

Obr. 3. ukazuje celkovou uflou drahu za kazdé sezeni v loze AAPA, a to aplikaci dizocilpinu a

sloudeniny z piikladu 9. * znadi signifikantni rozdil oproti kontrolam (P < 0,05).

Obr. 4. ukazuje po&et vstuph do zakazané oblasti jako méfitko kognitivnich funkci za kazde
sezeni v Uloze AAPA, a to aplikaci dizocilpinu a slouéeniny z pfikladu 9. * znati signifikantni
rozdil oproti kontrolam (P < 0,05), statistické rozdily byly vyhodnocovany v poslednim sezeni,

kdy je pfitomna asymptoticka Grovetl u kontrol.

Obr. 5. ukazuje maximalni dobu vyhybani jako méfitko kognitivnich funkci za kazdé sezeni v
Uloze AAPA, a to aplikaci dizocilpinu a slou¢eniny z pfikladu 9. * znaéi signifikantni rozdil
oproti kontrolam (P < 0,05), statistické rozdily byly vyhodnocovany v poslednim sezeni, kdy je

pfitomna asymptoticka urovetl.

Obr. 6 ukazuje vliv sloudeniny z piikladu 9 v davce 0,01 mg/kg na poet vstupli béhem
nasledného testovani v uloze AAPA. #P< 0,05 vzhledem k samotnému NMDA, *P < 0,05

vzhledem ke kontrolam, ** P < 0,01 vzhledem ke kontrolam.

Obr. 7 ukazuje vliv slouceniny z piikladu 9 v davce 0,01 mg/kg na maximalni {as vyhybani
b&hem nasledného testovani v uloze AAPA. #P< 0,05 vzhledem k samotnému NMDA, *P <

0,05 vzhledem ke kontrolam, ** P < 0,01 vzhledem ke kontrolam.

Obr. 8 znazomiuje vliv slouCeniny z ptikladu 9 v davce 0,1 mg/kg na potet vstupl do zakazane

oblasti béhem nasledného testovani v uloze AAPA. *P < 0,05 vzhledem ke kontrolam.

Obr. 9 znazomiuje vliv slou¢eniny z piikladu 9 v davce 0,1 mg/kg na maximalni ¢as vyhybani

bé&hem ndasledného testovani v Glloze AAPA.

Obr. 10 znazorfiuje vliv sloudeniny z pfikladu 9 v davce 10 mg/kg na celkovy pocet vstupi do
zakazané oblasti b&hem nasledného testovani v tloze AAPA. #P< 0,05 vzhledem k samotnému
NMDA, *P < 0,05 vzhledem ke kontrolam.



Obr. 11 znazoriiye vliv slouceniny z ptikladu 9 v davee 10 mg/kg na maximalni &as vyhybani

ze sezeni béhem nasledného testovani v uloze AAPA. #P< 0,05 vzhledem k samotnému

NMDA, *P < 0,05 vzhledem ke kontrolam.

P#iklady provedeni vynélezu

Priklad 1

Syntéza 20-oxo-5p-pregnan-3a-yl (2S)-4-(benzyloxy)-2-[(fert-butoxykarbonyl)amino]-4-oxo-

butanoatu

Sloudenina vzorce II (320 mg, 1 mmol), a Boc-Asp(OBzl)-OH (345 mg, 1,1 mmol) v 50 ml
bafice byly rozpustény v Cerstvé sufeném benzemu (35 ml) jehoZz &ast (6 ml) byla pote
oddestilovana. Po vychlazeni na laboratorni teplotu byl pod argonem do smési pfidan 4-
dimethylaminopyridin {4 mg) a dicyclohexylcarbodiimid (550 mg, 2,18 ekv.) v suchém benzenu
(3 ml) a reakeni smé&s byla michana pfes noc. Druhy den byla smés nalita do nasycenc¢ho
vodného roztoku NaHCOQO; (40 ml), produkt byl extrahovan EtOAc (3 x 30 ml) a spojené
organické faze byly 2x promyty vodou (po 10 ml). Vysrazena N,N’-dicyklohexylmocovina byla
odfiltrovana, filtrat byl suSen Na,SO4 a rozpoustédla byla odpafena ve vakuu. Dalsi podil N,N’-
dicyklohexylmo&oviny byl odkrystalovan z diethyletheru a odsat, filtrat s produktem byl po
odpafeni rozpoustédla nanesen na sloupec silikagelu (20 g) a chromatografovan v soustave
PeAe-Et;O 9:1. Titulni sloudenina byla ziskidna odpafenim rozpoustédel jako nekrystalizujici
bila tuha p&na (582 mg; 93 %), [alp +82,0 (¢ 0,36). 'H NMR (CDCl3): 8 0,60 (s, 3H, CH;-18);
0,92 (s, 3H, H-19); 1,45 (s 9H, t-Bu-0); 2,12 (s 3H, H-21); 2,52 (t,1H, J, = 8,9, H-17); 2,88 (dd,
1H, ], =16,8; J,= 4,5, H-3b); 3,03 (bdd, 1H, ], = 16,8; J,= 4,5, H-3a*);4,50-4,55 (bm, 1H, CH-
2);4,71-4,79 (m, 1H, H-3); 5,10-5,17 (m, 2H, H-benzyl); 5,48 (bd, 1H, J, = 8,6 HN); 7,32-7,37
(m, 5H, fenyl). IR (CHCI;): v(C=0): 1732 vs, br (aspartat), 1702 vs (-COCH3, -NHBoc}; v(N-
H): 3438 w, 1499 s (amid); v(C-O): 1232 s (aspartat), 1166 vs (-NHBoc); d; (-CH3): 1368 s (-#-
Bu); v(ring): 1455 m (-Bzl). Pro Ci1;Hs:NO; (623,8) vypotteno: 71,24% C, 8,56%, 2,25 % N;
nalezeno: 71,40 % C, 8,70 % H, 2,18 N%.
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Piiklad 2
20-Oxo-5p-pregnan-3a-yl N-(tert-butoxykarbonyl)-L-aspartyl 1-ester

Slou¢enina ziskand podle pifedchazejiciho ptikladu 1 (565 mg, 0,906 mmel) byla rozpusténa
v absolutnim MeOH (7 ml) a k roztoku bylo p¥idano 5% Pd/CaCOs (56 mg). Po osmihodinové
hydrogenaci za intenzivniho mich4ani a mimého pfetlaku vodiku (10 mbar) byla reakce
ukondena. Katalyzator byl odfiltrovan, produkt z filtratu byl po odpateni rozpoustédla rozpustén
v Et;0 a napénén. Takto byla ziskana &ista bila péna titulni slouc¢eniny (484 mg, 100 %), [a]p
+87,0 (c 0,49). '"H NMR (400 MHz, CD;0D): & 0,60 (s, 3H, H-18); 0,92 (s, 3H, H-19); 1,45
(s, 9H, +-Bu-0); 2,12 (s, 3H, H-21); 2,52 (t, 1H, J, = 8,9, H-17); 2,63-2,67 (m, 2H, H-3a‘,3b‘);
4,45 (t, 1H, H-2%); 4,65-4,73 (m, 1H, H-3). IR (CHCl3): v(C=0): 1742 s,sh (aspartat, -COOH
monomer), 1715 vs (-COOH dimer), 1703 vs (-COCHj3, -NHBoc); v(N-H): 3439 m; v(C-N,
amid) 1500 s; v(C-0O): 1235 s, 1194 s (aspartat), 1161 s (-NHBoc}); 3; (-CHz): 1369 s (¢-Bu-0O).
Pro C3oH47NO; (533,7) vypoéteno: 67,51 % C, 8,88 % H, 2,62 % N; nalezeno: 67,90 % C, 9,01
% H, 2,55 % N.

Pfiklad 3
20-Oxo0-5B-pregnan-3a-yl L-aspartyl 1-ester

Sloudenina ziskana podle pfedchazejiciho pfikladu 2 (465 mg, 0,871 mmol) byla rozpuiténa
v dichlormethanu (10 ml) a za michani byla pfikapéna trifluoroctova kyselina (1 ml, 13,4 mmol,
15,5 ekv.). Smés byla 2 hodiny michana pHi teploté mistnosti a poté byla ponechéna pfes noc pfi
5 °C. Druhy den byla reakéni smés odpafena 3x s benzenem, rozpusténa ve smési pyridinu (1
ml) a MeOH (1 ml), znovu odpafena, rozpu§téna v chloroformu a vyttepana s vodou. Organicka
fize byla susena bezvodym Na,SO,, rozpoustédla byla odpafena na odparce. Olejovity odparek
byl rozpustén v Et;O jehoZ odpatenim byla ziskéna bila péna titulni sloueniny (370 mg, 98 %),
[a]p +132 (¢ 0,11, MeOH-CHCl; 1:1). 'H NMR (400 MHz, CDCly): 0,60 (s, 3H, H-18); 0,94 (s,
3H, H-19); 2,12 (s, 3H, H-21); 2,56 (t, 1H, J, = 8,8, H-17); 2,77 (dd, 1H, J, = 17,0; J, = 8,1, H-
3b’); 2,88 (bd, 1H, J, = 17,0, H-3a*); 4,00-4,07 (bm, 1H, H-2); 4,78-4,86 (bm, H, H-3). IR
(KBr): v(C=0): 1746 s (aspartat), 1707 vs (-COCH3); v(C-O): 1215 s (aspartat), v(NH;"): 2121
vw, br; v(COO"): 1616 s, br. Pro CysH3sNOs (433.5) vypodteno: 69,25 % C, 9,07 % H, 3,23 %
N; nalezeno: 69,01 % C, 9,23 % H, 3,05 % N.
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Podle shora uvedenych postupli byly ze sloudenin, které jsou uvedeny na pocatku kaZdého

pfikladu, ptipraveny pfisluiné titulni slouteniny nasledujicich pfikladi 4 aZ 12.
Ptiklad 4
20-Oxo-5p-pregnan-3a-yl (3S)-4-(benzyloxy)-3-[(tert-butoxykarbonyl)amino]-4-oxobutanoat

Slou&enina vzorce II (1 mmol) a Boc-Asp(OBzl) (1,1 mmol) poskytla zpracovanim podle
piikladu 1 titulni sloudeninu, [a]p +92,5 (c 0,24). 'H NMR (400 MHz, CDs0OD): 0,59 (s, 3H,
CH;-18); 0,92 (s, 3H, H-19); 1,44 (s 9H, +-Bu-0); 2,11 (s 3H, H-21); 2,53 (t,1H, J, = 8,8, H-17);
2,79 (dd, 1H, ], = 16,8; J, = 4,6, H-3b‘); 2,98 (bdd, 1H, J, = 16,8; J, = 4,6, H-3a‘); 4,60-4,065
(bm, 1H, CH-2%); 4,64-4,73 (m, 1H, H-3); 5,13-5,23 (m, 2H, CH;-benzyl); 5,50 (bd, 1H, J; = 8,8
HN); 7,30-7,36 (m, 5H, fenyl). IR (CHCl3): (C=0): 1717 vs, sh (aspartat), 1703 vs (-COCHj, -
NHBoc); v(N-H): 3439 w, 1499 s (amid); v(C-O): 1163 vs (-NHBoc); 8; (-CH3): 1380 s (-#-Bu);
v(ring): 1455 m (-Bzl). Pro C37Hs;NO; (623,8) vypoéteno: 71,24 % C, 8,56 % H, 2,25 % N;
nalezeno: 70,91% C, 8,74 % H, 2,52 % N.

Priklad 5
20-Oxo-5B-pregnan-3a-yl N-(terc-butoxykarbonyl)-L-aspartyl 4-ester

Slougenina z predchazejiciho pfikladu 4 poskytla obdobnym zpracovanim jako v pfikladu 2
titulni sloudeninu: [a]p +96,3 {c 0,20). 'H NMR (400 MHz, CD;0D): § 0,60 (s, 3H, H-18); 0,93
(s, 3H, H-19); 1,46 (s, 9H, +Bu-0); 2,11 (s, 3H, H-21); 2,52 (t, 1H, J, = 8,9, H-17); 2,81 (dd,
1H, J, = 17,0; J,= 5,2 H-3b%); 3,00 (dd, 1H, J, = 16,9; J, = 4,7 H-3a‘); 4,56-4,64 (m, 1H, H-2°);
4,70-4,82 (m, 1H, H-3), 5,55 (d, 1H, J=7,9, HN). IR (CHCI3): v(C=0): 1716 vs, 1703 vs (-
COCH;, -NHBoc); 3439 w, 1501 s (amid); v(N-H): 1232 s, 1193s (aspartat), 1160 s (-NHBoc);
8 (-CH3): 1386 s (-t-Bu). Pro C30H4NO; (533,7) vypotteno: 67,51 % C, 8,88 % H, 2,62 % N;
nalezeno: 67,25 % C, 9,15%H, 2,90 % N
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Priklad 6

20-Oxo-5p-pregnan-3a-yl L-aspartyl 4-ester

Sloudenina z pfedchazejiciho piikladu 5 poskytla zpracovanim podle piikladu 3 titulni
sloudeninu, [a]p +91,5 (¢ 0,24; ve smési1 MeOH:CHCI; 1:1). '"H NMR (400 MHz, CDCl3): 0,60
(s, 3H, H-18); 0,95 (s, 3H, H-19); 2,12 (s, 3H, H-21); 2,54 (m, 3H, H-17); 2,86-3,08 (bm, 2H, H-
3b¢, H-3a%); 3,86-3,98 (bm, 1H, H-2*); 4,72-4,80 (bm, H, H-3); 8,00 (s, 1H, HN). IR (CHCl;):
v(C=0): 1721 s (aspartat), 1702 vs (-COCH;); v(C-O): 1215 s (aspartat); v(NH3"): 1621 s, br.
Pro C25H3:9NOs (433,5) vypoéteno: 69,25 % C, 9,07 % H, 3,23 % N; nalezeno: 69,25 % C, 9,15
%H, 3,54 % N.

Ptiklad 7

20-Oxo0-5B-pregnan-3a-yl (2S)-5-(benzyloxy)-2-[(terc-butoxykarbonyl)amino]-5-oxopentanoat

Sloudenina vzorce II (1 mmol) a Boc-Glu(OBz1)-OH (1,1 mmol) poskytly reakci podle pfikladu
1 titulni slou¢eninu, [¢]p +70,9 {c 0,35). 'H NMR (CDCls): & 0,60 (s, 3H, CH3-18); 0,93 (s, 3H,
H-19); 1,44 (s 9H, -Bu-0); 2,12 (s 3H, H-21); 2,52 (t,1H, ], = 8,9, H-17); 2,88 (dd, 1H, J; =
16,8; J, = 4,5, H-3b%); 3,03 (bdd, 1H, J, = 16,8; J, = 4,5, H-3a‘}; 4,50-4,55 (bm, 1H, CH-2%);
4,71-4,79 (m, 1H, H-3); 5,10-5,17 (m, 2H, H-benzyl); 5,48 (bd, 1H, J; = 8,6 HN); 7,31-7,40 (m,
5H, fenyl). IR (CHCIl3): w(C=0): 1732 vs,br (glutamat), 1702 vs (-COCH;, -NHBoc¢); v(N-H):
3438 w, 1499 s (amid); W(C-0O): 1232 s (glutamat), 1166 vs (-NHBoc). Pro CigHssNO; (637,8)
vypotteno: 71,55 % C, 8,69 % H, 2,20 % N; nalezeno: 71,87% C, 8,42 % H, 2,06 % N.

Ptiklad 8

20-Oxo-5B-pregnan-3a-yl N-(terc-butoxykarbonyl)-L-glutamyl 1-ester

Slou¢enina z predchazejiciho piikladu 7 poskytla obdobnym zpracovanim jako v pfikladu 2
titulni slouteninu, [a]p +87.0 (¢ 0,49). '"H NMR (400 MHz, CD;0D): & 0,60 (s, 3H, H-18); 0,92
(s, 3H, H-19); 1,45 (s, 9H, ¢-Bu-0); 2,12 (s, 3H, H-21); 2,52 (t, 1H, J, = 8,9, H-17); 2,63-2,67
(m, 2H, H-3a‘,3b%); 4,45 (t, 1H, H-2%); 4,65-4,73 (m, 1H, H-3). IR (CHCl3): v(C=0): 1742 s, sh
(glutamat, -COOH monomer), 1715 vs (-COOH dimer), 1703 vs (-COCH3, -NHBoc), v(N-H):
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3439 m; v(C-N, amid) 1500 s; w(C-O): 1235 s, 1194 s (glutamat), 1161 s (-NHBoc); ds (-CHs):
1369 s (-¢-Bu). Pro C;3H4oNO; (547,7) vypoéteno: 67,98 % C, 9,02 % H, 2,56 % N; nalezeno:
67,75 % C 9,39 % H, 2,73 % N.

Priklad 9
20-ox0-5p-pregnan-3a-yl L-glutamyl 1-ester

Slou¢enina z pfedchazejiciho ptikladu 8 poskyila obdobnym zpracovanim jako v pfikladu 3
titulni sloudeninu, [a]p +132 (¢ 0,11, MeOH:CHCl; 1:1). '"H NMR (400 MHz, CDCl;): 0,60 (s,
3H, H-18); 0,94 (s, 3H, H-19); 2,12 (s, 3H, H-21); 2,56 (t, 1H, J, = 8,8, H-17);, 2,77 (dd, 1H, J, =
17,0; Jo= 8,1, H-3b"); 2,88 (bd, 1H, J, = 17,0, H-3a‘); 4,00-4,07 (bm, 1H, H-2%); 4,78-4,86 (bm,
2H, H-3). IR (KBr): v(C=0): 1746 s (glutamét), 1707 vs (-COCHz); v(C-O): 1215 s (glutamat),
v(NHz"): 2121 vw, br; v(CO;): 1616 s, br. Pro Cy6Ha NOs (447.6) vypodteno: 69,77 % C 9,23 %
H, 3,11 % N; nalezeno: 69,46 % C 9,49 % H, 3,51 % N.

Piiklad 10
20-Oxo-5p-pregnan-3a-yl (4S)-5-(benzyloxy)-4-[(terc-butoxykarbonyl)amino]-5-oxopentanoat

Sloudenina vzorce II (1 mmol) a Boc-Glu(OBz!) (1,1 mmol) poskytly reakei podle piikladu 1
titulni slouéeninu, [a]p +64 (¢ 0,28). 'H NMR (CDCl): & 0,60 (s, 3H, CHs-18); 0,93 (s, 3H,
CHs-19); 1,44 (s 9H, +-But); 2,12 (s, 3H, CH;-21); 2,38-2,5 (m, 2H, CH»-4); 2,56 (t, 1H, J, = 8,9,
H-17); 4,25-4,35 (bm, 1H, H-2%); 4,68-4,74 (m, 2H, H-4); 5,10-5,17 (d, 1H, J=7,9, NH); 5,18-
5,22 (m, 2H, H-benzyl); 7,28-7,40 (bm, 5H, fenyl). IR (CHCl3): v(C=0): 1730 vs, (ester), 1702
vs (~COCHs;, -NHBoc); v(N-H): 3432 m, 1496 s (amid); v(C-O): 1164 vs (-NHBoc); &, (-CHj):
1368 s (-#-Bu); v(kruh): 1451 m (-Bzl). Pro C33HssNO7 (637,8) vypodteno: 71,55 % C, 8,69 % H,
2,20 % N; nalezeno: 71,27 % C, 8,75 % H, 2,32 % N.



Pfiklad 11

20-Oxo-5p-pregnan-3a-yl N-(terc-butoxykarbonyl)-L-glutamyl 5-ester

Slou¢enina z piikladu 10 poskytla reakci podle ptikladu 2 titulni slouéeninu, [a]p +80,0 (c
0,31). 'H NMR (400 MHz, CD;0D): & 0,63 (s, 3H, CH3-18); 0,99 (s, 3H, CH;-19); 1,45 (s, 9H,
t-But); 2,13 (s, 3H, CH3-21); 2,52 (t, 1H, J; = 8,9, H-17); 2,87 (dd, 1H, J=10.2, J'=3, 1H-3b‘);
3,04 (dd, 1H, J=10.2, J'=3, 1H-3a‘); 4.47 (t, 1H, H-2); 5,22-5,28 (m, 1H, NH); IR (CHCI;):
v(C=0): 1730 s, sh (ester), 1710 vs (-NHBoc), 1700 vs (-COCHj3); v(N-H) 3436 w; v (C-N,
amid) 1501 s; v(C-0) 1163 s (-NHBoc), 8, (-CH3). Pro C31H4gNO7 (547,7) vypoclteno: 67,98 %
C 9,02 % H, 2,56 % N; nalezeno: 67,59 % C, 9,23 % H, 2,93 % N.

Piiklad 12
20-Ox0-5p-pregnan-3a-yl L-glutamyl 5-ester

Slou¢enina z pfedchoziho pfikladu 11 poskytla reakei podle postupu uvedeného v piikladu 3
titulni slou¢eninu, [a]p +93,7 {c 0,26, MeOH-CH;0H 1:1). 'H NMR (400 MHz, CDCl;): 0,60
(s, 3H, H-18); 0,94 (s, 3H, H-19); 2,12 (s, 3H, H-21); 2,56 (t, 1H, ], = 8,8, H-17); 2,50-2,60 (m,
1H, H-3a"); 3,85-3,87 (m, 1H, H-2%); 4,78-4,86 (bm, 1H, H-3); 7,35-7,40 (m, 1H, NH). IR:
v(C=0): 1732 s (glutamat), 1703 vs (-COCHj;); v(C-O): 1215 s (glutamat); 2100 vw, br; v(COO"
): 1616 s, br. Pro CygHaNOs (447.6) vypoiteno: 69,77 % C, 9,23 % H, 3,13 % N; nalezeno:
69,39 % C 9,53 % H, 3,40 % N.

Ptiklad 13
20-oxo0-5f-pregnan-3a-yl adipyl 1-ester

K roztoku kyseliny adipové (300 mg, 2 mmol) v10 ml such¢cho THF byl pfidan
dicyklohexylkarbodiimid (410 mg, 2 mmol) v 10 ml sucheho benzenu. Smés byla michéna 1 h
pod argonem. Poté byl za michéni b&¢hem 15 min pfikapan roztok slouCeniny vzorce II (3a-
hydroxy-5p-pregnan-20-onu) (320 mg, 1 mmol) a dimethylaminopyridinu (10 mg, 0,08 mmol)
v 10 ml suchého benzenu. Reakéni smés byla michana za laboratorni teploty 16 h. Pote byla
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rozpoudtédla odpafena. Chromatografii odparku na sloupci silikagelu ve smési petrolether-ether
9:1 bylo ziskano 350 mg, 78 % nekrystalizujicitho hemiesteru, [a]p +89 (¢ 0,49). 'H-NMR: &
0,60 (s, 3H, (H-18); 0,92 (s, 3H, H-19); 2,11 (s, 3H, H-21); 2,30 (m, 2H, W~20, H-adipat); 2,37
(m, 2H, W~20, H-adipat); 2,53 (t, 1H, J =9, H-17); 4,73 (m, 1H, W=35, H-3). IR: 1727, 1706
(C=0), 1358 (CH3C=0); 1233, 1193, 1183 (C-0O). Pro C;7H4,0s (446,6) vypocteno: 72,61 % C;
9,48 % H; nalezeno: 72,13 % C; 9,53 % H.

Stejnym postupem jako v pfikladu 13 byly pfipraveny slouceniny uvedené v pfikladech 14 az 16
s tim, Ze se misto kyseliny adipové pouZije v piikladu 14 kyselina pimelova (heptandiova),
v ptikladu 15 kyselina suberova (korkova, oktandiova) a v pfikladu 16 kyselina fumarova (2(E)-
buten-diova).

Ptiklad 14

20-Oxo0-5p-pregnan-3a-yl 6-karboxyhexanoéat

Olej, [a]p +72,3 (¢ 0,33). 'H-NMR: & 0,60 (s, 3H, (H-18); 0,93 (s, 3H, H-19); 2,11 (s, 3H H-
21); 2,30 (m, 2H, W~20, H-pimelat); 2,37 (m, 2H, W~20, H-pimelat); 2,53 (t, 1H, J=8,8); 4,74
(m, 1H, W=35, H-3). MS: (ESI): 460 (4 %, M), 442.

Priklad 15

20-Ox0-5B-pregnan-3a-yl 7-karboxyheptanoat

Ole), TH-NMR: & 0,60 (s, 3H, (H-18); 0,92 (s, 3H, H-19); 2,11 (s, 3H H-21); 2,30 (m, 2H, W~20,
H-suberat); 2,37 (m, 2H, W~20, H-suberat); 2,54 (t, 1H, J=8,7); 4,73 (m, 1H, W=35, H-3).

Piiklad 16
20-0x0-5B-pregnan-3a-yl (E)-3-karboxyprop-2-enoat

'H-NMR: § 0,62 (s, 3H, H-18); 0,99 (s, 3H, H-19); 2,11 (s, 3H H-21); 2,53 (1, 1H, J=8, H-17);
4777 (m, 1H, W=35, H-3); 6,69 (d, 2H, J=14, H-fumarat). IR: 1723, 1702 (C=0); 1358
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(CH;C=0); 1181, 982 (C-0); 1645 (C=C). Pro C3sH1,05 (416,6) vypolteno: 72,08 % C, 8,71 %
H; nalezeno: 72,05 % C; 8,86 % H.

Piiklad 17
20-ox0-5p-pregnan-3a-yl (Z)-3-karboxyprop-2-enoét

Sioucenina vzorce II (100 mg, 0,31 mmol) byla rozpus$téna v pyridinu (0,5 ml), po ochlazeni na
0 °C byl pfidan 4-dimethylaminopyridin (1 mg) a anhydrid kyseliny maleinové (180 mg, 1,55
mmol). Reakéni smés byla temperovana na 40 °C a ponechéna pfi ni 16 hod. Poté byla nalita na
led. Po jeho rozpu$téni byl produkt extrahovén do ethylacetatu (3 x 30 ml). Spojené organicke
fize byly promyty vodnym roztokem kyseliny citronové (1%, 30 ml), vodnym roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného (5%, 20 mi) a vodou (30 ml). Poté byl roztok suden bezvodym
siranem sodnym a odpafen na rotaéni odparce. Ziskany odparck byl chromatografovan na
preparativni desce silikagelu (200 x 200 x 0,3 mm). Bylo ziskdno 116 mg (90%) titulniho
hemiesteru, '"H-NMR: § 0,62 (s, 3H, H-18); 0,99 (s, 3H, H-19); 2,11 (s, 3H, H-21); 2,67 (t, 1H,
1=9, H-17); 4,77 (m, 1H, w=35, H-3); 6,77 (d, 2H, J=6, H-maleinat). IR: 1725, 1705 (C=0);
1358 (CH3C=0); 1172, 982 (C-0); 1645 (C=C). Pro C;sH360s (416,6) vypocteno: 72,08 % C;
8,71 % H; nalezeno: 72,05 % C,; 8,86 % H.

Stejnym postupem byly pfipraveny i slou€eniny v piikladech 18 a 19.

Pfiklad 18

20-0Oxo0-5B-pregnan-3a-y! 3-karboxyperfluoropropanoat

Reakei sloudeniny vzorce II (240 mg, 0,75 mmol) v pyridinu (5 ml} a perfluorosukcinanhydridu

(645 mg, 3,75 mmol) byl ziskan ole;j. 'H-NMR: & 0,60 (s, 3H, H-18); 0,92 (s, 3H, H-19); 2,11 (s,
3H, H-21); 2,53 (t, 1H, J=8,7); 4,75 (m, 1H, W=35, H-3).
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Pfiklad 19

20-Oxo-5p-pregnan-3a-yl 3-karboxy—£-methyl-propanoat

Reakei sloudeniny vzorce II (100 mg, 0,31 mmol), 4-dimethylaminopyridinu (3 mg, 0,03 mmol)
a methyl-sukcinyl-anhydridu (170 mg, 1,5 mmol) byla ziskana titulni latka (jako smés isomert),
'H-NMR: & 0,60 (s, 3H, H-18); 0,93 (s, 3H, H-19); 2,11 (s, 3H, H-21); 2,30 (m, 2H, w~20, H-
methylpropanoat); 2,55 (t, 1H, J=8, H-17); 4,75 (m, 1H, w=35, H-3). IR: 1712, 1702 (C=0);
1358 (CH;C=0); 1181, 987 (C-0). Pro CzsH40Os (432,6) vypolteno: 72,19 % C; 9,32 % H;
nalezeno: 71,88 % C; 9,70 % H.

Ptiklad 20

Konjugat vzorce HET

o (HET)

Aktivni ester Alexa fluor 567 (Molecular Probes) (57,3 mg, 64,1 umol) a aspartat z pfikladu 3
(33 mg, 1,2 ekv., 76,8 umol) se rozpusti ve 3 ml DMSO a 1 ml pyridinu. Smés byla ponechana
pii 40 °C 72 h. Po ukondeni reakce podle kontroly pomoci HPLC byla rozpoustédla odpafena ve
vakuu na olejové pumpé pfi 60 °C. Odparek byl dé€len PLC ve smési butanol:methanol:voda
(3:1:1) s 1 % (obj.) triethylaminu. Eluat byl spojen a vysuSen za sniZzeného tlaku (1 mm). Bylo
ziskano 40,3 mg titulni sloudeniny, IR: 1648 s (CONH), 3360, 3300 (NH), 1246 s (C-O, ester),
1731 (C=0, ester), 1695 (C=0, keton), 1718, 1685 (C=0, kyselina), 1229 (SO:H), 1612, 1497,
1405 kruh. MS-ESI: 368,8 [63%, M-3H]"; 553,7 [63%, M-2H]?; 1130,1 [2%, M+Na]"; 11461
(6%, M+K]*; (HR) pro [C53H67N3015N2-2H]'2m]z vypodteno: 553,692856. nalezeno: 553,69231.



'H NMR (D,0, K2CO3): 0.54 s, 3 H (3 x H-18); 0.90 s, 3 H (3 x H-19); 0,88-0,92 m (4 CH;,
rhodamin) 1,27 t, 9 H, J = 7.0 (NCH,CHs); 2,12 5, 3 H (3 x H-21); 3,60 t, 8 H, J = 7,0
(NCH,CHj;); 5,69 s, 2 H, (H-11 + 21, thodamin); 6,53 m, 4 H, (4H-rhodamin); 7,33 d,2 H,J =
8,0 (H-6" a H-2’, rhodamin), 8,19d, 2 H, J = 8,0 (H-3" a H-5’, rhodamin).

Ptiklad 21

20,20-(Ethylendioxy)-5p-pregnan-33-yl-tosylat

Roztok 20-0x0-5B-pregnan-3p-yl-tosylatu (Swann D. A., Turnbull J. H.: Tetrahedron 1966, 22,
231, 200 mg, 0,42 mmol) a orthomravenéanu ethylnatého (0,38 ml, 2,3 mmol), ethylenglykolu
(0,3 ml, 5,8 mmol) a monohydratu kyseliny p-toluensulfonové (2 mg, 0,01 mmol) v suchém
benzenu (2 ml) byl michan dva dny za laboratomi teploty. Poté byl nalit do nasyceného roztoku
kyselého uhlititanu sodného (30 ml). Steroid byl extrahovan do ethyl-acetatu (2 x 60 ml).
Extrakt byl promyt vodou, vysu$en bezvodym siranem hofe¢natym a rozpoudtédla odpafena.
Odparek byl ¢istén tenkovrstvou chromatografii na 6 deskach silikagelu (200 x 200 x 0,3 mm) ve
smési petrolether-ether (1:1) se dvéma kapkami pyridinu. Bylo ziskano 194 mg (89 %) titulni
sloudeniny, t.t. 146-148 °C (petrolether-ether), [a]p +11,7 (c 0,37, CHCl;). IR (CHCI;): 1358
(SO,, tosylat); 1189 (SO,, tosylat); 1053 (OCH,; CH,0); 901 (C-O, tosylat). 'H-NMR (200
MHz): 0,73 (s, 3H, H-18); 0,94 (s, 3H, H-19); 1,27 (s, 3H, H-21); 2,44 (s, 3H, CH;, tosylat);
3,81-4,01 (m, 4H, OCH,CH,0); 4,83 (m, 1H, H-3); 7,32 (d, 2H, J = 7,8, H-3 a H-5, tosylat),
7,78 (d, 2H, J = 8,3, H-3 a H-35, tosylat). FAB MS: 517 (6 %, M + 1), 345 (2,5 %, M — tosylat).
Pro CsyoH440s58 (516,7) vypoiteno: 69,73 % C, 8,58 % H, 6,21 % S; nalezeno: 69,92 % C, 8,79 %
H, 6,41 % S.

Piiklad 22

Dimethyl-(2-[20,20-(ethylendioxy)-5p-pregnan-3a—yl]-propandioat)

K roztoku malonatu sodného, pfipraveného varem smési toluenu (30 ml), sodiku (80 mg, 3,5
mmol) a dimethyl-malonatu {0,707 ml, 6,2 mmol) pod zpé&tnym chlad[Rem do rozpusténi sodiku,

byl za intenzivniho michani pfikapan roztok sloudeniny z ptikladu 21 (600 mg, 1,16 mmol)

vtoluenu (20 ml). Po 12h zahfivani byla reakéni smé&s ochlazena na laboratorni teplotu,



sraZenina p-toluensulfonatu sodného byla odfiltrovana a promyta malym mnoZstvim toluenu.

Spojené toluenové roztoky byly odpafeny. Ziskany olejovity odparek byl rozpustén v etheru (200
ml). Ethericky roztok byl promyt vodou vysu$en bezvodym siranem sodnym a odpafen.
Chromatografii na sloupci silikagelu (20 g) ve smési petrolether-ether (9:1) byla ziskana titulni
sloudenina (430 mg, 77 %), t.t. 98-102 °C (ethyl-acetat). [a]p +55,4 (c 0,25 CHCls). IR: 1753
(C=0, COOMe); 1731 (C=0, COOMe); 1436 (CH;, COOMe); 1472, 1295 (CHy, acetal); 1149
(C-0). 'H-NMR (400 MHz): 0,73 (s, 3H, H-18); 0,93 (s, 3H, H-19); 1,29 (s, 3H, H-21); 3,19 (d,
1H, J=9,2, CH(COOMe),), 3,72 (s, 6H, (2 x COOMe); 3,80-4,02 (m, 4H, OCH,CH,0); ESI MS:
976 (47 %, 2M + 1 + Na); 975 ( (100 %, 2M + Na); 499 (15 % M + Na). Pro Cy4H4405 (476,0)
vypoéteno: 70,56 % C, 9,30 % H; nalezeno: 70,61 % C, 9,53 % H.

Pfiklad 23
Methyl-(2-[20,20-(ethylendioxy)-5p-pregnan-3a-yl]-acetat)

Smés sloudeniny z piikladu 22 (187 mg, 0,39 mmol), kyanidu sodné¢ho (37,5 mg, 0,76 mmol)
v dimethylsulfoxidu (11 ml) byla 3 h zah¥ivana pod inertni atmosférou na 210 °C. Po ochlazeni
na laboratorni teplotu byla smés nalita do vody (100 ml) a produkt extrahovéan do etheru (3 x 100
ml). Spojené etherické extrakty byly promyty vodou a rozpoustédlo odpateno. Odparek byl
¢i8tén chromatografii na 6 deskach silikagelu (200 x 200 x 0,3 mm) ve smési petrolether-ether
(4:1). Bylo ziskano 90 mg (57 %) titulni slougeniny. T.t. 75-76 °C (ethyl-acetat). [o]p +68,0 (c
0,25, CHCl;). IR: 1729 (C=0); 1295, 1073, 1054 (CHa, acetal); 1142 (C-O). 'H-NMR (400
MHz): 0,73 (s, 3H, H-18); 0,93 (s, 3H, H-19); 1,29 (s, 3H, H-21); 2,01 (m, 1H, H-3B); 2,22 (d,
2H, J=7,3, CH,COOCH,); 3,66 (s, 3H, COOCH3); 3,85-4,00 (m, 4H, OCH,CH,0); ESIMS: 419
(61 %, M + 1); 357 (26 %, M - CH,COOCH3); 230 (100 %). Pro Cy6H4204 (418,6) vypocteno:
74,60 % C, 10,11 % H; nalezeno: 74,42 % C, 10,30 % H.

Piklad 24
2-[20,20-(Ethylendioxy)-5B-pregnan-3a-yl]-octova kyselina

K michanému roztoku sloudeniny z pfikladu 23 (75 mg, 0,18 mmol} v methanolu (2 ml}) byl
pfidan roztok hydroxidu draselného (55 mg, 0,98 mmol) v ethanolu (0,125 ml) a vod& (0,125
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ml). Reakéni smés byla michéna a zahfivana po dobu 1,5 h na 120 °C. Po ochlazeni na
laboratorni teplotu byla tato smés nalita do vody (50 mt), roztok byl okyselen roztokem vodne
kyseliny chlorovodikové (12%) na pH 1 a produkt byl extrahovan etherem (30 ml) a
chloroformem (2 x 30 ml). Organické faze byly spojeny a promyty vodou. Odpafenim
rozpouitddel ve vakuu bylo ziskano 45 mg titulni slouceniny (63 %). T.t. 164-167 °C. [a]p +41,0
(c 0,19, CHCl3). IR (CHCl3): 3516 (O-H, COOH, monomer); 3088 (O-H, COOH, dimer); 1739
(C=0, COOH, monomer), 1705 (C=0, COOH, dimer); 1496, 1375, 1054 (CH;, acetal). 'H NMR
(400 MHz): 0,74 (s, 3H, H-18); 0,93 (s, 3H, H-19); 1,29 (s, 3H, H-21); 2,02 (m, 1H, H-3p), 2,26
(d, 2H, J = 6,6, CH,COOH); 3,86-3,98 (m, 4H, J = 8,8, H-17). FAB MS: 405 (4 %, M + 1); 261
(1 %, M - CH,COOH, C,H,03); 231 (2 %, M - CH,COOH, C4H;0,, 2 x CH3). Pro C;5H404
(360.26) vypodéteno: 74,22 % C; 9,97; nalezeno: 73,99 % C; 10,16 % H.

Piiklad 25
a) 2-(Oxo-5p-pregnan-3a-yl)-octova kyselina

K michanému roztoku slou¢eniny z piikladu 24 (55 mg, 0,13 mmol) v acetonu (5 ml) byl pfidan
monohydrat kyseliny p-toluensulfonové (20 mg, 0,12 mmol) ve vodé (0,6 ml). Reakéni smés
byla michana 24 h za laboratomni teploty. Poté byla tato smés nalita do vody, vznikly roztok byl
okyselen vodnou kyselinou chlorovodikovou (12%) a extrahovan etherem (30 ml) a
chloroformem (2 x 30 ml). Organické faze byly spojeny a promyty vodou. Odpafenim
rozpou$tédel na vakuové odparce bylo ziskano 42 mg titulni slouéeniny, t.t. 189-192 °C (aceton),
[a]p +127,6 (¢ 0,2, CHCL). IR (CHCL): 3516 (O-H, COOH, monomer), 3090 (O-H, COOH,
dimer), 1739 (C=0, COOH, monomer}; 1702 (C=0, COOH, dimer a C=0, keton), 1702 (C=0,
COCHj3). "H NMR (400 MHz): 0,59 (s, 3H, H-18); 0,93 (s, 3H, H-19); 2,11 (s, 3H, H-21); 2,16
(m, 1H, H-3p); 2,27 (d, 2H, ] = 6,8, CH,COOH); 2,54 (t, 1H, J = 8,8, H-17). ESI MS: 742 (15
%), 720 (42 %, 2M), 719 (100 %, 2M - 1}, 359 (21 %, M - 1). Pro C23H3,03 (360.3) vypocteno:
76,62 % C; 10,06; nalezeno: 76,54 % C; 10,25 % H,

b) 2-(20-Oxo-5B-pregnan-3a-yl)propandiova kyselina

K roztoku dimethylesteru z piikladu 22 (55 mg, 0,11 mmol) v methanolu (4 ml) byl pfidan
roztok hydroxidu draselného (140 mg, 2,5 mmol) v ethanolu (0,35 ml) a vodé (0,35 ml). Po 6
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hodinach refluxu byla reakéni smés nalita do vody a extrahovéana etherem (50 ml). Vodna faze
byla okyselena smési HCI - H,O, 1:2 do pH 1 poté ponechéna stat za laboratorni teploty 3
hodiny. Volna kyselina byla extrahovana chloroformem (2 x 30 ml), spojené organické faze byly
promyty vodou, suSeny a odpafeny ve vakuu. Odparek byl krystalizovan ze smési petrolether-
ether. Bylo ziskano 27 mg titulni kyseliny (58 %): t.t. 214-215 °C, [a]p +82.7 (¢ 0.25, CHCl).
IR (CHCl;): 3500 (O-H, COOH, monomer); 3200 (O-H, COOH, dimer); 1741 (C=0, COOH,
monomer); 1702 (C=0, keton). '"H NMR (400 MHz): 0.58 (s, 3H, H-18); 0.93 (s, 3H, H-19);
2.12 (s, 3H, H-21); 2.15 (m, 1H, H-3p); 2.54 (t, 1H, ] = 8.6, H-17); 3.17 d, 1H, J = 85,
CH(COOH);). ESI MS: 808 (4 %, 2M), 404 (22 %, M), 403 (100 %, M — 1). Pro C34H10s
(404.5) vypolteno:, 71,26 % C; 8.97 % H;. nalezeno: 71.08 % C, 8.80 % H.

Priklad 26
Vliv pregnanolon sulfatu a jeho analogti na nativni a rekombinantni NMDA receptory

Primarng disociované hipokampalni kultury byly pfipraveny z 1-2 dennich potkant. Zvifata byla
dekapitovana a nasledné byl isolovian hipokampus. Bunédnd suspenze byla pfiipravena
rozvolnénim pomoci trypsinu a mechanické disociace. Buiiky byly nasazeny na 25mm nebo
12mm polylysinem potaZzend kryci sklitka v hustoté 500 000 bungk/em?, Neuronalni kultury
byly udrZzovany v mediu Neurobasal ™-A (Invitrogen, Carlsbad, USA) doplnéného glutaminem
(0,5 mM) a B-27 Serum-Free Supplement (Invitrogen) pii 37 °C a 5 % CO..

HEK293 buriky (American Type Culture Collection, ATTC No. CRL1573, Rockville,
MD) byly kultivovany v mediu Opti-MEM® I (Invitrogen) s pfidavkem 5% fetalniho teleciho
séra pfi 37°C a transfekovany NR1-1a/NR2B/GFP plazmidy jak bylo popsano diive (Cais et al.,
2008). Stejnd mnozstvi (0.3 pg) cDNA kodujici NR1, NR2 a GFP (green fluorescent protein)
(pQBI 25, Takara, Japonsko) byla smichdna s 0.9 pl Matra-A Reagent (IBA, Gétlingen,
Germany) a piidina ke konfluentnim HEK293 bufikdm kultivovanych v 24-jamkové destIRce.
Po trypsinizaci byly bufiky resuspendovany v Opti-MEM® I obsahujicim 1% fetalni teleci
sérum, Do smési bylo dale ptidano 20 mM MgCl;, 1 mM D,L-2-amino-5-fosfonopentanove
kyseliny, 3 mM kynurenové kyseliny, ketamin a buriky byly nasazeny na polylysinem potaZena

kryci sklitka o praméru 25 mm. Pro transfekci byly pouZity nasledujici geny kodujici
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podjednotky NMDA receptori: NR1-1a (GenBank accession no. U08261) a NR2B (GenBank

accession no. M91562).

Pro elektrofyziologické pokusy byly pouZity 5-10 dni staré hipokampalni kultury nebo
kultury HEK293 bunék 16-40 hodin po transfekci. Proudy vzniklé pfi snimani z celé bufiky byly
méfeny pomoci patch-clamp zesilovade (Axopatch 1D; Axon Instruments, Inc. Foster City,
USA) po kompenzaci kapacity a sériového odporu (<10 MQ) na 80-950 %). Agonistou
indukované odpovédi byly filtrovany na 1 kHz (filtr 8-pole Bessel, Frequency Devices,
Haverhill, USA), digitalizovany pfi 5 kHz a analyzovany softwarovym programem pClamp
verze 9 (Axon Instruments). Borosilikatové mikropipety byly naplnény intracelulamim
roztokem, ktery obsahoval 125 mM D-glukonové kyseliny, 15 mM chloridu cesného, 5 mM
EGTA, 10 mM HEPES, 3 mM chloridu hotfe¢natého, 0,5 mM chloridu vapenatého a 2 mM
hofeénaté soli ATP (pH upraveno na 7,2 roztokem hydroxidu cesn¢ho). Extracelularni roztok
(ECS) obsahoval 160 mM chloridu sodného, 2,5 mM chloridu draselného, 10 mM HEPES, 10
mM glukézy, 0,2 mM EDTA a 0,7 mM chloridu vapenat¢ho (pH upraveno na 7,3 roztokem
hydroxidu sodného). Glycin byl pfidan jak do testovaciho, tak do kontrolniho roztoku. K
hipokampélnim kulturdm byl je$t€ navic pfidan bicuculin (10 pM) a tetrodotoxin (0,5 pM).
Roztoky se steroidem byly piipraveny z &erstvé pfipraveného zasobniho roztoku (20 mM)
steroidu rozpusténého v dimethylsulfoxidu (DMSO). Ve viech extracelulamich roztocich byla
pouZita stejnd koncentrace DMSOQO. Kontrolni a testovaci roztoky byly aplikovany
mikroprocesorem kontrolovanym systémem promyvani, srychlosti vymény roztoku v okoli
buriky ~10 ms.

Proudové odpovédi vyvolané 100uM NMDA (v piipadé hipokampalnich neuronil) nebo
1 mM glutamatu (v pfipad® rekombinantnich NMDA receptorit) byly méfeny pfi udrZovaném
membranovém potencidlu -60 mV. V souladu s pfedchozimi vysledky pregnanolonsulfat snizil
amplitudu NMDA-indukované odpovédi. Pfi pouZiti 100 pM pregnanolonsulfatu by! primémy
inhibIRni efekt 71,3 + 5,0 % (n = 5) odpovédi vyvolanych aktivaci NMDA receptorii na
hipokampélnich neuronech a 67,2 + 8,2 % (n = 5) na rekombinantnich NR1/NR2B receptorech
(Petrovic a spol., 2005). Synteticka analoga pregnanolon-sulfatu meéla inhibIRni efekt (obrazek
1) v koncentraci 50, 100 nebo 200 uM (tak aby mira inhibice byla v rozmezi 30-70% maximalni
inhibice). Relativni mira steroidem indukované inhibice byla pouzita pro vypocet ICsy. ICs0 byly

vypoéitany rovnici RI = 1 - (1/1 + ([steroid]/IC50)h), kde RI je relativni mira steroidem



[E X 2]
-

indukované inhibice a h je parametr Hillova koeficientu (1,2). Hodnoty ICsy jsou uvedeny

v nasleduyjici tabulce.

Nové syntetizované analogy (z pfikladi 1 — 25) maji stejny mechanizmus pusobeni na

NMDA receptorech jako pregnanolon sulfat 114 se viak svoji relativni afinitou (viz Tabulka 1).

Tabulka 1

testovand ldtka - relativni mira IC50 pocet
slouenina z prikladu €. [ inhibice (%) (tmol) bunék
Pregnanolon-sulfdt 672+82 55

Slouéenina z prikladu

26 434+34 250 4
Sloucenina z prikladu

25 63,6 £ 211 126 5
Sloucenina z prikladu 3 (83,627 51 5
Sloucenina z prikladu @ | 77,1152 73 5
Sloucenina z prikladu

20 36,332 320 5
Slouéenina z prikladu

13 873+89 40 4
Sloucenina z prikladu

17 8l6+27 14 6
Sloucenina z prikladu

19 809+356 30 4
Slouéenina z prikladu

15 54,0+108 % 175 5
Sloucenina z pfikladu

14 615106 % 135 5
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Vysledky tedy ukazuji, Ze syntetizované analogy pregnanolon-sulfatu maji stejny
mechanismus pidsobeni na NMDA receptorech jako pregnanolon-sulfat, 1ii se viak svoji
relativni afinitou k NMDA receptoru. Vzhledem k etickému poZadavku na minimalizaci poétu
laboratornich zvifat pouZitych v pokusech jsme vybrali slou¢eninu z pfikladu 9 jako modelovou
molekulu a studovali jeji vliv na chovani zvifat a neuroprotektivni vlastnosti v animalnich
modelech. VSechny pokusy byly provadény v souladu se Z&konem na ochranu zvifat proti

tyrani.

Piiklad 27

Vliv slougeniny z ptikladu 9 na spontanni pohybovou aktivitu v testu oteviené¢ho pole (open-

field) a na senzorimotoricky gating v testu prepulzni inhibice ulekové reakce

P hodnoceni spontanni lokomoéni aktivity byla zvifata sledovana 30 minut v testu
otevieného pole (open-field), ktery byl tvofen &tvercovou arénou s délkou hrany 1 m. Zvitata
byla sniména systémem Ethovision Pro (Noldus) a vyhodnocovéna byla celkova draha za toto
sezeni. Sloudenina z ptikladu 9 byla aplikovana subkutanné (rozpuiténa v cyklodextrinu) v
davkach 1 mg/kg a 10 mg/kg, a to 30 min pied behavioralnim sledovanim. Kontrolnim zvifatim

byl aplikovan fyziologicky roztok.

Vysledky ukazaly, Ze slou€enina z pfikladu 9 ani v jedné z davek nezmeénila spontanni
pohybovou aktivitu, viechny skupiny zvifat vykazovaly podobnou uslou vzdalenost (viz Obr 2;

homi panel)

Testovani prepulzni inhibice ulekove reakce jako mefitko mozZneho deficitu v
senzorimotorickém zpracovani ukazalo, Ze ani jedna z davek slouceniny z piikladu 9 statisticky

vyznamné neovlivnila tento parametr ve srovnani s kontrolnimi zvifaty (viz Obr. 2., doIni panel)

Ptiklad 28

Vliv samotné aplikace slouceniny z piikladu 9 a dizocilpinu (nekompetitivni NMDA
antagonista; standardni slou€enina pouZivana jako positivni kontrola dale zde oznacovana také
jako Dizocilpin) na chovani v 1dloze aktivniho alotetického vyhybani se mistu (AAPA) jako

mefitko prostorove orientace a kognitivnich funkci.
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Vliv sloudeniny z piikladu 9 na kognitivni funkce a také lokomoci byl studovan v iuloze
aktivniho alotetického vyhybani se mistu (AAPA), ktera vyzaduje po zvifeti jednak schopnost
prostorové navigace a také kognitivni koordinace (Wesierska et al., 2005) a zaroveii umoZfiuje
sledovat potencidlni zmény v lokomo¢ni (pohybové) aktivité. V uloze AAPA jsou zvifata
trénovana pohybovat se po rotujici uniformni kruhovité aréné, na které je vymezena zakazana
oblast, po jejimZ navitiveni zvife obdrZi mimou elektrickou ranku do kondetin. Tato zakazana
oblast je definovana stabilné v soufadnicovém systému mistnosti, ve které pokus probiha

(Stuchlik et al., 2008).

Tato tloha je vysoce zavisla na hipokampalni formaci u potkant, kdy jiZz pouha
jednostranni pfechodna 1éze této struktury zplsobi poskozeni orientace v AAPA (Cimadevilla
et al.,, 2001). Zvife se tak musi neustale aktivné pohybovat proti sméru rotace arény, jinak by
bylo touto rotaci pasivné zavaZeno do zakazané oblasti. Jedno experimentdlni sezeni v této

uloze trva 20 min, a cetkové jsme provadéli 4 sezeni ve &tyfech po sobé nasledujicich dnech.

Kontrolnim zvifatim jsme intraperitonealné¢ aplikovali fyziologicky roztok,
experimentidlnim skupindm potom sloueniny z piikladu 9 a to v davkach 1 mg/kg a 10 mg/kg
(rozpusténo v cyklodextrinu), podkoZni aplikace. Roztok slouéeniny z piikladu 9 (1 mg/2 ml
nebo 10 mg/2 ml rozpuéténé v cyklodextrinu) byl aplikovan subkutanné v davee 2 ml/kg. Jako
pozitivni kontrola bylo pouZito intrapentonealni podani slouteniny Dizocilpin (dizocilpinu),
nekompetitivniho antagonisty NMDA receptor, ktery v mnoha experimentech vykazuje
neuroprotektivni aktivitu, aviak rovnéZ naruduje kognitivni a lokomoéni parametry a de facto
zptlisobuje stav do jisté miry analogicky psychoéze. Dizocilpin byl pouZit v davkach 0,1 mg/kg,
0,2 mg/kg a 0,3 mg/kg. Je tieba rovnéz uvést, ze Dizocilpin se (kromé svého neuroprotektivniho
pusobeni) vyuZivad k modelovéani schizofrenii podobného chovani u laboratornich hledavei a
opakované bylo prokazano, Ze v zdvislosti na davce vyvolavd kognitivni deficit a

hyperlokomoct.

Vysledky jsou uvedeny v grafech na obrazku 3, kde jsou uvadény vzdy prime&ry a stfedni
chyby priméru (S.E.M.) za jednotliva sezeni. Statistické porovnani bylo pro piehlednost
vyjadteno vzdy pro posledni sezeni, kdy bylo dosazeno asymptotické trovn€ vykonnosti u

kontrolnich zvifat.
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Lokomo¢ni (pohybova) aktivita byla v tloze AAPA hodnocena jako celkova usla
vzdalenost v aréné za 20-minutové sezeni. Zvifata jimZ byla aplikovéna sloucenina z ptikladu 9,
nevykazovala ani u jedné davky této sloudeniny zvySeni ani sniZeni lokomo¢ni aktivity oproti
kontrolnim potkanim, zatimco Dizocilpin davkové zavisle zvySoval lokomoc¢ni aktivitu.
Zatimco davka 0,1 g/kg Dizocilpinu nevedla ke zvyieni pohybu, davka 0,2 mg/kg zvyiovala
lokomoci vyrazné a davka 0,3 mg/kg zplsobovala je§t¢ vyraznéjii hyperaktivitu.

Je tteba dodat, Ze hyperaktivita (hyperlokomoce) indukovand aphkaci NMDA
antagonistd je v literatufe Casto povaZovana za experimentalni analogii pozitivnich piiznakid
psychdz, nebot’ mj. souvisi s nadmérnou funkci dopaminového systému v mesolimbickych
oblastech. Hodnoceni pohybové aktivity v uloze AAPA tedy ukazalo, Ze slou¢enina z ptikladu 9
tuto aktivitu v daném uspofaddani experimentu neméni. Vysledky méfeni lokomoéni aktivity

jsou na Obr. 3.

Obr. 3. ukazuje celkovou uslou drahu za kazdé sezeni v uloze AAPA, a to aplikaci
Dizocilpinu a slou€eniny z piikladu 9. Dvé vyssi davky Dizocilpinu (0,2 a 0,3 mg/kg) zplsobily
hyperlokomoci, zatimco slou¢enina z piikladu 9 nezpisobila statisticky vyznamnou zménu
pohybové aktivity. * znadi signifikantni rozdil oproti kontrolam (P < 0,05), statistické rozdily

byly vyhodnocovany v poslednim sezeni, kdy je pfitomna asymptoticka uroveni u kontrol.

Ptiklad 29

Pocet vstupd do zakazané oblasti

Dalgim hodnocenym parametrem v uloze AAPA, tentokrat jiZ parametrem prostorovym,
je podet vstupt do zakazané oblasti. Tento parametr ukazuje jak jsou zvifata schopna tuto ulohu
fesit, je tedy méfitkem kognitivnich funkci zvifat. Vysledky experimentu ukazaly, Ze ani jedna z
davek sloudeniny z piikladu 9 nezpisobila zhorfeni v tomto parametru, zatimco Dizocilpin

davkove zavisle tento parametr zhorSoval. Tyto vysledky jsou znazomény na Obr. 4.

Obr. 4. ukazuje pocéet vstupl do zakazané oblasti jako métitko kognitivnich funkci za
kazdé sezeni v uloze AAPA, a to aplikaci Dizocilpinu a slouceniny z pfikladu 9. V8echny davky
Dizocilpinu zplsobily zhordeni v tomto parametru, zatimco slouéenina z ptikladu 9 nezptsobila

statisticky vyznamnou zmeénu kognitivnich funkci. Symbol * znaci signifikantni rozdil oproti
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kontrolam (P < 0,05), statistické rozdily byly vyhodnocoviny v poslednim sezeni, kdy je

pHtomna asymptotickd uroveni u kontrol.

Pfiklad 30

Maximalni doba mezi dvéma vstupy

Dal8im méfenym parametrem, ktery ukazuje na kognitivni schopnosti, byla maximalni
doba mezi dvéma vstupy, tzv. maximalni ¢as vyhybani. U tohoto parametru Dizocilpin ve viech
tfech davkach signifikantné zhorSoval vykonnost potkant, avSak slou€enina z pfikladu 9 tento
u¢inek neméla. Jeji aplikace nevedla k signifikantnimu zhorSeni kognitivnich funkci ve srovnani

s kontrolnimi zvifaty. Tato ¢ast experimentu je graficky znazornéna na Obr.5.

Obr. 5. ukazuje maximalni ¢as vyhybani jako méfitko kognitivnich funkci za kaZdé
sezeni v uloze AAPA, a to aplikaci Dizocilpinu a sloufeniny z piikladu 9. V3echny davky
Dizocilpinu zplsobily zhor$eni v tomto parametru, zatimco slou¢enina z pifikladu 9 nezpiisobila
statisticky vyznamnou zménu kognitivnich funkci. Symbol * znad¢i signifikantni rozdil oproti
kontrolam (P < 0,05), statistické rozdily byly vyhodnocovany v poslednim sezeni, kdy je

pfitomna asymptoticka troveii u kontrol.

Z prikladt 27 az 30 plyne nasledujici shrnuti: VySe uvedené poznatky lze tedy uzavfit
tvrzenim, ?e v uvedeném davkovém rozmezi (1 mg/’kg a 10 mg/kg) slou€enina z piikladu 9
nezplsobuje statisticky vyznamné zhor$eni kognitivnich funkci, pokud je aplikovdna samotna.
Tim se vyrazné li3i od nekompetitivniho antagonisty NMDA receptorii, Dizocilpinu, ktery
zplusobuje hyperlokomoci a kognitivni deficit v uloze vyhybani se mistu. Tyto vysledky
naznacuji, Ze sloucenina z piikladu 9 ve vy3e uvedeném divkovém rozmezi nenaruduje bazalni
synaptickou aktivitu v mozku a mohla by byt tedy potencialné vyuZitelnd pfi prokazani jeji

moZné neuroprotektivity (viz nize)
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Vliv sloueniny z pfikladu 9 na prostorovou kognici po oboustranné 1€zi hipokampu pomoci

excitotoxické slouteniny NMDA (N-methyl-D-aspartatu)

Neuroprotektivni 0¢inek 3o-substituovanych derivath pregnanolonu jsme testovali na
modelu oboustranné 1éze hipokampu mikroinjekci NMDA, agonisty NMDA receptort. Model
intrahipokampalni aplikace NMDA je dlouhodob& zavedeny model narudeni pamétovych
funkci u laboratornich hlodavci. Tento model sou¢asng simuluje excesivni plisobeni glutaméatu
na hipokampalni buriky, jejichz podkozeni vede k zhorSeni paméti. Vliv 1éze resp. protektivni
vliv latek je sledovan jako vykonnost zvifete v behavioralnich Ulohach v ¢asovém odstupu od
exp. zakroku. V naSem pfipadé jsme testovali prostorovou orientaci a kognitivni koordinaci

v testu aktivniho alotetického vyhybani se mistu.

Viechny pokusy byly provadény v souladu se Zikonem na ochranu zvifat CR. V této fazi
experimentu jsme sledovali uéinnost v zavislosti na davce a v Casovém odstupu od indukce
excitotoxické léze. K experimenttim bylo pouZito 150 dospélych samct (250-350 g) potkani
kmene Long-Evans, Potkami byli chovani v prihlednych plastovych boxech o rozméru
25x25x50 cm v klimatizovaném pfiruénim zvéfinci se svételnym rezimem 12/12 hodin. Zvifata

méla neomezeny piistup k potravé a vodé.

Bé&hem operace byla zvifata fixovana ve stereotaktickém aparatu a uvedena do hluboke
inhala¢ni anestézie isofluranem (3,5 %, pohanéno vzduchem). Inicia¢ni uspani bylo provedeno
diethyletherem v inicia¢ni komote. Zvifatim byly mikrovrtackou vyvrtany diry do lebky a
nasledné stereotakticky bilateralné aplikovan mikroinjekei 1 mikrolitru roztoku NMDA (0,09
mol roztok NMDA ve fyziologickém roztoku, pufrovino dihydrogenfosfore¢nanem vapenatym
na pH = 7,2), do obou hipokampi. Koordinaty aplikace (4 mm dorzalné od bregma, + 2,5 mm
bilateralng, 4 mm do hloubky) byly odméfeny podle stereotaktického atlasu (Paxinos a Watson,
2005) a ovéfeny podle histologickych kontrol. Po operaci byli potkani umisténi do mékkych
poopera¢nich boxd. Aplikace slouCeniny z piikladu 9 probihala podle experimentalniho
schématu 30 minut pfed a po, 30 minut po, 3 hodiny po nebo 24 hodin po aplikaci NMDA
v davkach 0,01 mg/kg, 0,1 mg/kg a 10 mg/kg Zivé vahy. V kontrolnich skupinach a skupindm se
samotnou lézi byl do hipokampu aplikovan pouze fyziologicky roztok anebo NMDA. Roztok




slou€eniny z ptikladu 9 (0,01 mg2 ml, 0,1 mg/2 ml nebo 10 mg/2Z ml rozpuitény

v cyklodextrinu) byl aplikovan subkutanné v davce 2 ml/kg.

Pted zadatkem behaviordlniho testovani byla zvifata ponechana 7 dni v klidu. Poté byla
testovana 2 dny v lloze aktivniho alotetického vyhybani se mistu (AAPA). Kazdy den zvife
podstoupilo dvé sezeni. Potkan byl na za¢atku sezeni umistén do kruhové arény o priméru 82
cm, ktera se otadi rychlosti 1 otd¢ka/min, s vymezenou zakazanou vysedi (60°), definovanou
stabilné v soufadnicich mistnosti (Stuchlik et al., 2008). Vstoupil-li potkan do zakdzané oblasti
arény, byl potrestan mirmou elektrickou rankou. Zvife mélo na zadech pfipevnénu infradervenou
diodu, ktera je snimana televizni kamerou nad arénou, napojenou na pocita¢. Tato oblast neni na
aréné vyznadena a jedinym zpuisobem, jak zvife miZe uréit jeji polohu, je vzhledem k okolnim
orienta¢nim bodim v mistnosti (Stuchlik et al., 2008). Pro spravné feSeni ulohy zvife musi mit
neporudené neuronalni mechanismy prostorové paméti, orientované pozornosti a kognitivni
koordinace (Wesierska et al., 2005) pro zdarné zvladnuti Glohy. Uloha je také vysoce z4visla na
hipokampalni formaci u potkand, kdy jiZ pouhd jednostranna ptechodna léze této struktury
zptsobi po$kozeni orientace v AAPA (Cimadevilla et al., 2001). Z tohoto divodu jsme tuto
ulohu shledali velmi vhodnou pro detekci kognitivniho deficitu po lézi hipokampu pomoci

NMDA jejiho mozného zlepSeni nasledkem podani sloudeniny z pfikladu 9.

K analyze dat je vyuZivan program TrackAnalysis od firmy Biosignal Group Corp.
(USA). Tento program umoZiiuje analyzovat trajektorii zvifete. Pocet vstupli do zakazané
oblasti odrazi silu pamétové stopy a tedy kognitivni funkce, podobng jako maximalni ¢as
vyhybani.

Aplikace samotného NMDA vedla k hipokampalni 1ézi a tim k signifikantnimu zhor$eni
prostorového vyhybani testovaného nasledné v loze AAPA ve srovnani s kontrolnimi zvifaty.
Potencidlni zlep&ujici (a tedy neuroprotektivni) vliv slou¢eniny z ptikladu 9 v riznych davkach
a riznych ¢asovych odstupech od léze je shrnut v nasledujicich odstaveich. V jednotlivych
grafech jsou uvadény vZdy priméry a stfedni chyby priméru (S.E.M.) v poslednim sezeni, kdy

bylo dosaZeno asymptotické urovné vykonnosti u kontrolnich zvifat.
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Priklad 32

Vliv slouceniny z piikladu 9 v davce 0,01 mg/kg na pocet vstupti

Slouc¢enina z piikladu 9 v davee 0,01 mg/kg zlepsila naslednou vykonnost méfenou jako
polet vstupi v iiloze AAPA, pokud byl podan 30 minut po provedeni NMDA léze. Zajimavé
zde je, Ze pokud byla podana ve dvou davkach (30 minut pfed a 30 minut po lézi) toto zlepSeni
nebylo signifikantni. S del$im Casovym odstupem tato davka vliv na nasledné behavioralni

testovani neméla. Vysledky jsou uvedeny na obrazku 6.

Obr. 6 ukazuje vliv slouceniny z piikladu 9 v davce 0,01 mg/kg na podet vstupli béhem
nasledného testovani v uloze AAPA. Davka 0,01 mg/kg aplikovana 30 minut po provedeni 1éze

zlepsila vykonnost potkanl ve srovnani se samotnou lézi pomoci NMDA.

Ptiklad 33

Vliv slou€eniny z pfikladu 9 v davce 0,01 mg/kg na maximalni dobu vyhybéni

Na dalsi kognitivni parametr (maximélni doba vyhybani) méla sloufenina pozitivni
ucinek, pokud byla aplikovana 30 minut po lézi a rovnéZ pokud byla injikovéna ve dvou
davkach, 30 minut pfed a 30 minut po provedeni léze pomoci NMDA. Ziskané vysledky jsou
uvedeny na Obr. 7, ktery uvadi vliv slou¢eniny z pfikladu 9 v davee 0,01 mg/kg na maximalni
¢as vyhybani b&éhem nasledného testovani v uloze AAPA. Davka 0,01 mg/kg aplikovana 30 min
po provedeni léze a také 30 minut pfed a 30 minut po lézi zlepSila vykonnost potkanl ve

srovnani se samotnou lézi pomoci NMDA.

Ptiklad 34

Vliv slouceniny z piikladu 9 v davce 0,1 mg/kg na pocet vstupt

Na celkovy potet vstupl do zakdzané oblasti méla zlep3ujici (av8ak nesignifikantni) vliv
tato davka pouze tehdy, pokud byla aplikovana 30 minut po provedeni léze, jak ukazuje Obr.8.
Zvirata, jimz byla aplikovana sloudenina z piikladu 9 v davce 0,1 mg/kg, a to 30 minut po

provedeni léze, vykazovala podobnou vykonnost jako kontrolni zvifata, u nichz léze provedena
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nebyla, aviak ziejmé diky vysokym rozptyliim, nenabyla tato hodnota statistické vyznamnosti.
Grafické znazornéni vysledkd je znazornéno na Obr. 8, kde je uveden vliv slouceniny z piikladu
9 v divce 0,1 mg/kg na poclet vstupii do zakdzané oblasti béhem nasledného testovani v uloze
AAPA. Déavka 0,1 mg/kg aplikovand 30 minut po provedeni léze nesignifikantné zlepSila

vykonnost potkanii ve srovnani se samotnou 1ézi pomoci NMDA.

Ptiklad 35

Vliv sloudeniny z ptikladu 9 v davce 0,1 mg/kg na maximalni ¢as vyhybani

Podobné vysledky byly obdrZzeny také pro maximalni &as vyhybani, jak je znazornéno na
obr. 9, kde je ukazan vliv slou¢eniny z piikladu 9 v ddvce 0,1 mg/kg na maximalni ¢as vyhybani
behem ndasledného testovani v uloze AAPA. Davka 0,01 mgkg aplikovand 30 minut po
provedeni 1éze nesignifikantné zlepgila vykonnost potkanil ve srovnéni se samotnou 1ézi pomoci
NMDA.

Piiklad 36

Vliv slou¢eniny z pfikladu 9 v davce 10 mg/kg na pocet vstupl

Slougenina z pfikladu 9 v davce 10 mg/kg zphsobila statisticky vyznamné zlepSeni oproti
zvifatlim se samotnou 1ézi pouze v pfipadé, pokud byla aplikovana ve dvou davkéch (30 minut
pfed a 30 minut po provedeni 1éze) a rovn&€Z v samostatné davce aplikované 3 hodiny po
provedeni léze. V ostatnich intervalech nebylo zlep3eni signifikantni nebo nebylo pozorovano,
jak je zndzornéno na QObr. 10, ktery ukazuje vliv slouceniny z pfikladu 9 v davece 10 mg/kg na
celkovy pocet vstupil do zakdzané oblasti b&hem nasledného testovani v uloze AAPA. Davka 10
mg/kg aplikovana 30 minut pfed a 30 minut po provedeni léze a také 3 hodiny po 1¢zi zlepSila

vykonnost potkanil ve srovnani se samotnou 1ézi pomoci NMDA,
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Pfiklad 37

Vliv sloudeniny z piikladu 9 v davce 10 mg/kg na maximalni ¢as vyhybani

U daliiho parametru kognitivnich funkci, a to maximalniho ¢asu vyhybani, bylo u této
davky pozorovano zlepSeni ve stejnych &asovych intervalech aplikace jako u poétu vstupi do
zakazané oblasti, jak znazortiuje Obr. 11, kde je uveden vliv slouceniny z pfikladu 9 davce 10
mg/kg na maximalni &as vyhybani ze sezeni béhem nasledného testovani v uloze AAPA. Davka
10 mg/kg aplikovani 30 minut pfed a 30 minut po provedeni léze a také 3 hodiny po lézi

zlepgila vykonnost potkanti ve srovnani se samotnou lézi pomoci NMDA.

Z ptedchazejicich ptikladd 31-37 vyplyva, Ze sloudenina z piikladu 9 v kombinaci s
urditymi odstupy od provedeni hipokampalni 1éze pomoci NMDA miiZe zlep3it kognitivni
vykonnost zvifat ve srovnani se zvifaty, kterym byla provedena pouze léze. To naznaluje
potencialni neuroprotektivni plisobeni slouceniny z piikladu 9 na tento model prostorového

uéeni po provedeni hipokampalni léze.
Pfiklad 38
Histochemicki analyza po oboustranné NMDA 1ézi hipokampu

Pro histochemickou analyzu oboustrané NMDA léze hipokampu byla zvifata rozdélena
do &tyf skupin ve dvou sériich. Prvni skupin bylo aplikovéno i.c.v. NMDA a slou¢enina z
ptikladu 9 v davce 1 mg/kg i.p.. Druhé skuping aplikovan i.c.v. NMDA a cyklodextrin i.p.. Tfeti
skuping byl aplikovan i.c.v. fyziologicky roztok a cyklodextrin ip.. Ctvrté skuping aplikovan
i.c.v. fyziologicky roztok a sloudenina z pikladu 9 ip. v davee 1 mg/kg i.p. 6 zvifat z kazde

skupiny bylo perfundovano prvni, druhy, tfeti a étvrty den po experimentalnim zakroku.

Béhem operace byla zvifata fixovina ve stereotaktickém aparatu a uvedena do hluboké
inhalaéni anestézie isofluranem (3,5 %, pohanéno vzduchem). Iniciaéni uspani bylo provedeno
nasledng stereotakticky bilateralng aplikovan mikroinjekci 1 mikrolitru roztoku NMDA (0,09
mol roztok NMDA ve fyziologickém roztoku, pufrovano dihydrogenfosfore€nanem vapenatym

na pH = 7,2), do obou hipokampi. Koordinaty aplikace (4 mm dorzaln€ od bregma, + 2,5 mm



bilaterdlng, 4 mm do hloubky) byly odméfeny podle stereotaktického atlasu (Paxinos a Watson,

2005) a ovéteny podle histologickych kontrol. Po operaci byli potkani umisténi do m&kkych
pooperaénich boxt stejné jako v ptikladu 31.

Aplikace sloueniny z piikladu 9 probihala podle experimentalniho schématu 30 minut

pfed a po aplikaci NMDA v jedné sérii a 30 minut po v druhé¢ sérii pokusi.

Prvni aZ &tvrty den byla zvifata naperfundovana. Mozky byly naloZeny paraform-
aldehydu a sacharosy. Potom zamraZeny na -70 stupiit Celsia, nafezdny na mikrotonu,

nabarveny a analyzovany po mikroskopem.

Po hipokampalni 1ézi NMDA pfi barveni Fluoro Jade B pfitomno bilateralni po3kozeni
hipokampii v rozsahu gyrus dentatus, CA1-CA3, intenzivn&jsi barveni v oblasti CA2 a gyrus
dentatus, méné v subiculu, entorhinilni kife a pre a piriformnim kortexu. V neocortexu
frontalniho a parietalniho laloku postiZzeny cytoarchitektonicky vrstvy 2.-5., v mensi mife 1 prvni
a 6 vrstva, Nejzietelné&ji se barvily pyramidové neurony a drobné intersticialni neurony 4. vrstvy.
Dile pfitomno postizeni basalnich ganglii a thalamu v oblasti retikuldrniho jadra,
caudatoputamen, Zadni <&asti hipokampl obarveny méné nez hipokampélni oblast

suprakomisuralni a ventralni.

Po aplikaci neurosteroidli zietelné vymizeni postiZeni hipokampi, zejména v oblasti
gyrus dentatus a viech poli CA1-CA3, v¢etnd subicula. PfidruZzené korovée oblasti (entorhinalni a
piriformni kiira) si ponechavaly té¢Zko kvantifikovatelné postizeni 2. a 3. vrstvy archikortexu
v celém rozsahu aZ k hranici olfaktornich struktur. Je§té vyrazn&j$i vymizeni podkozeni v celé
oblasti neokortexu (celé pole frontalni a prefrontilni kiiry, parietalni a okcipitalni kiry, vCetn¢
funk&nich korovych oblasti ~ zrakové kary, sluchové kiry a sensorimotorické kiry). Oslabeni,

ale ne pfimo vymizeni poskozeni v oblasti caudatoputamen a thalamickych jader.

V obou pfipadech kolokalizace na konfokalnim mikroskopu s DAPI ukazala specificke

postiZeni neurontli bez neuroghe.

Tyto vysledky silné potvrzuji neuroprotektivni plisobeni slouceniny z piikladu 9 na

po§kozeni hipokampu pomoci intrahipokampalni aplikace NMDA.




Priimyslova aplikovatelnost

Sloué¢eniny podle pifedloZzeného vynalezu jsou primyslové vyrobitelné a pouZitelné pro lédeni
mnoha onemocnéni CNS, jako jsou napiiklad nasledujici:

1) ischemické poSkozeni CNS

2) neurodegenerativni zmény a poruchy

3) afektivni poruchy, deprese, PTSD a nemoci souvisejici se stresem
4) schizofrenie

5) bolest

6) zavislosti

7) roztroudena sklerdza

8) epilepsie

9} gliomy
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Patentové naroky:

1.

Sloudeniny obecného vzorce |

H D,

v némz

R' znamené skupinu obecného vzorce R?’00C-R*-C(R*)-R’-, kde R? znamena alkylovou
nebo alkenylovou skupinu s 1 aZ 18 atomy uhliku s pfimym nebo vétvenym uhlikovym
fetézcem, které mohou byt substituovany jednim nebo vice atomy halogenu, aminovou
skupinou, kterd mazZe byt bud’ volna nebo chranénéd odstranitelnou chranici skupinou,
alkoxykarbonylovou skupinou, aromatickou skupinou a/nebo heterocyklickou skupinou,
kde heteroatom znamena atom kysliku, siry nebo dusiku, R? znamena bud’ atom vodiku
nebo chranici skupinu karboxylové skupiny, s vyhodou benzylovou skupinu, R* znamena
atom kysliku, atom dusiku nebo atom siry vazany dvojnou vazbou nebo R* znamen4 dva
atomy vodiku, a R’ znamena jakykoliv minimaln& dvojvazny atom, s vyhodou atom
kysliku, atom dusiku nebo atom uhliku, kromé toho, kdy R? znamen4 skupinu (CHy),,

kde n = 0-3, a soudasné R® znamen4 atom vodiku a R*i R® znamenaji atom kysliku,

Zpusob vyroby sloudenin obecného vzorce I podle naroku 1, vyznadujici se

t i m, Ze se 3alfa-hydroxy-5beta-pregnan-20-on vzorce II

HO H (Im)

pfevede na sloudeninu obecného vzorce I, kde R' znamena jak shora uvedeno a R’
znamena atom kysliku, a to tak, Ze se pfislu$na dikyselina, popifipad¢ chrnéni na

aminové skupiné a popiipad¢ chrdn®na na jedné karboxylové skuping, rozpusti ve



vhodném rozpoustédle, kterym se ze smési mohou oddestilovanim odstranit zbytky

vody, s vyhodou v benzenu nebo toluenu, nejvyhodngji v benzenu, nafeZ po odstranéni
vody oddestilovanim &asti rozpoustédla se reak&ni smés, ke které je zabranén piivod
vody vhodnym zplisobem zndmym z oblasti techniky, ochladi na laboratorni teplotu, pod
inertni atmosférou se pomalu pfida kondenzaéni &inidlo, s vyhodou DCC, a roztok
sloudeniny vzorce 1l ve vhodném rozpoustédle, s vyhodou v aromatickém uhlovodiku,
vyhodnégji v benzenu nebo toluenu, nejvyhodngji v benzenu za ptitomnosti katalytického
¢inidla, s vyhodou DMAP, naeZ se tato reak¢ni smés micha 10-48 hodin, s vyhodou
pies noc, za teploty od 0 do 50 °C, s vyhodou za teploty mistnosti, potom se druhy den
smés nalije do nasycené¢ho roztoku hydrogenuhli¢itanu, s vyhodou vodného NaHCO;
nebo KHCO;, a produkt se extrahuje organickym rozpoustédlem, ve kterém je dobfe
rozpustny, napfiklad a s vyhodou ethyl-acetatem, a spojené organické faze se promyvaji
vodou do odstranéni pfitomného  hydrogenuhli¢itanu, vysrdZena N,N’-
dicyklohexylmodovina se odfiltruje, filtrat se vysudi suSicim ¢&inidlem, s vyhodou
siranem hofenatym nebo siranem sodnym, nejvyhodnéji siranem sodnym, a
rozpoustédlo se odpafi, s vyhodou oddestilovanim ve vakuu, takto ziskany produkt se
popfipadé pielisti, s vyhodou chromatografii na sloupci silikagelu a ziska se tak
slougenina obecného vzorce I, v némz R znamena skupinu obecného vzorce R*OOC-R*-
CO-, kde R? znamena alkylovou nebo alkenylovou skupinu s1 aZ 18 atomy uhliku
s piimym nebo vé&tvenym uhlikovym fetézcem, které mohou byt substituovany jednim
nebo vice atomy halogenu, aminovou skupinou, kterd je chranénd odstranitelnou
skupinou, a R® znamena chrénici skupinu karboxylové skupiny, s vyhodou benzylovou
skupinu, kterd se odstrani tak, Ze se ziskand sloudenina rozpusti ve vhodném
rozpoustédle, s vyhodou v alkoholu, nejvyhodngji v methanolu, a k tomuto roztoku se
pfidd hydrogena¢ni katalyzétor, s vyhodou Pd/CaCO;, po hydrogenaci se katalyzator
odfiltruje a rozpoustédlo se odpati, ¢imz se ziska produkt obecného vzorce I, v némz R
znamend skupinu obecného vzorce R*OOC-R*-CO-, kde R? znamena alkylovou nebo
alkenylovou skupinu s1 aZz 18 atomy uhliku spfimym nebo vétvenym uhlikovym
fetézcem, které mohou byt substituovany jednim nebo vice atomy halogenu, aminovou

skupinou, ktera je chran&na odstranitelnou skupinou, a R? znamena atom vodiku.

Zplsob vyroby slou¢enin obecného vzorce I podle naroku 1, vyznadujici se
t i m, Ze se tim, Ze v pfipadé, kdy sloudenina obecného vzorce I ziskana podle naroku 2,

vnémZ R' znameni skupinu obecného vzorce R’O0C-R*-CO-, kde R® znamena



alkylovou nebo alkenylovou skupinu s 1 az 18 atomy uhliku s pfimym nebo vétvenym

uhlikovym fetézcem, které mohou byt substituovany jednim nebo vice atomy halogenu,
aminovou skupinou, kterd je chranéna odstranitelnou skupinou, a R? znamena atom
vodiku, obsahuje aminovou skupinu, ktera je chranéna odstranitelnou skupinou, provede
se odblokovani chranéni aminové skupiny tak, Ze se tato sloufenina rozpusti
v organickém rozpoustédle, s vyhodou v dichlormethanu, a piida se trfluoroctova
kyselina, nadeZ se tato smés necha reagovat 0,1 az 48 hodin, s vyhodou 16 hodin, pfi
teploté v rozmezi od 0 °C do 50 °C, s vyhodou za teploty mistnosti, rozpoustédla se
odstrani, odparek se rozpusti v organickém rozpoustédle, s vyhodou v methanolu, ptida
se pyridin a smés se odpafi dosucha, ¢imzZ se ziska produkt obecného vzorce I, v némz R
znamena skupinu obecného vzorce R*00C-R*-CO-, kde R? znamené alkylovou nebo
alkenylovou skupinu s1 aZ 18 atomy uhliku s pfimym nebo vétvenym uhlikovym
fetézcem, které mohou byt substituovany jednim nebo vice atomy halogenu, aminovou

skupinou, a R? znamen4 atom vodiku.

Zptsob vyroby sloutenin obecného vzorce I podle naroku 1, vyznadujici se
t i m, Ze se tim, Ze vptipad$, kdy R ve sloutening obecného vzorce I obsahuje

heterocyklickou skupinu, jako je tomu naptiklad ve sloudeniné vzorce HET

0 (HET),

se takova heterocyklicka skupina zavadi do molekuly obecného vzorce I napfiklad reakei
aktivované karboxylové skupiny s aminovym substituentem na alkylovém fetézci R®, pii
¢em? takova karboxylova skupina miZe byt funkcionalizovana aktivaéni skupinou, jako
je hydroxybenzotriazolova, substituovana hydroxybenzotriazolova, skupinou HATU,

TATU, s vihodou TSTU ve formé sukcinimidylového esteru, kde tento ester reaguje se



sloudeninou obecného vzorce I, v némZ R’ znamena alkylovou skupinu substituovanou

aminovou skupinou, &¢imZ se ziskd sloudenina obecného vzorce I, v némz R? znamena
alkylovou skupinu substituovanou aminovou skupinou s navazanou heterocyklickou

skupinou HET.

PouZiti slou€enin obecného vzorce I podle naroku 1 pro ptipravu 1é€iva pro léceni
riznych onemocnéni CNS, jako jsou naptiklad nasledujici a) ischemickeé poskozeni
CNS, b) neurodegenerativni zmény a poruchy, c) afektivni poruchy, deprese, PTSD a
nemoci souvisejici se stresem, d) schizofrenie, €) bolest, f) zavislosti, g) roztrouSena

skleréza, h) epilepsie, ch) gliomy.

Pouziti sloucenin obecného vzorce I podle naroku 1 pro pfipravu 1é€iva pro 1éfeni
neuropsychiatrickych  poruch  souvisgjicich s dysbalancemi  glutamatergniho
neuropfenadetového systému, ischemické poSkozeni CNS, neurodegenerativni zmény a
poruchy CNS, afektivni poruchy, deprese, PTSD a nemoci souviscjici se stresem,

anxieta, schizofrenie a psychotické poruchy, bolest, zavislosti, roztroulena skleréza,

epilepsie, gliomy.

Pouziti slou¢enin obecného vzorce I podle naroku 1 pro vyrobu veterindrniho a
humaniho farmaceutického pkipravku pro léfeni neuropsychiatrickych poruch
souvisejicich s dysbalancemi glutamatergniho neuropfena$ecového systému, ischemicke
poskozeni CNS, neurodegenerativni zmény a poruchy CNS, afektivni poruchy, deprese,
PTSD a nemoci souvisejici se stresem, anxieta, schizofrenie a psychotické poruchy,

bolest, zavislosti, roztrousena sklerdza, epilepsie, gliomy.

Pouziti sloudenin obecného vzorce I podle naroku 1 pro vyrobu latek pouzivanych v
experimentalnim vyzkumu, analytické chemii, potravinového doplitku ¢i kosmetického

ptipravku.



200puM NS

1mM Glu

Obrazek 1

Ukazka proudové odpovédi vyvolané aplikaci 1 mM glutamétu a vliv sloudeniny z ptikladu 9
aplikovaného v koncentraci 200pM soudasné s glutamatem. Sniméani bylo pofizeno technikou
patch-clamp z kultivovanych HEK293 bunék transfekovanych NR1/NR2B receptory. Mira
inhibice vyvolana slou¢eninou z piikladu 9 byla vypoctena podle vzorce: (1-a/b) *100 (%).
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Obrazek 3

AT
27

celkava driha za sezeni - méfitko lokomoéni (pohybové) aktivity

Ekontrola

O Dizocilpin 0, 1mg/kg
B Dizocilpin 0,2mg/kg
H Dizocilpin 0,3mg/kg
Bsiout z piikladu 9
1mg/kg

B slowd, z piikladu 9
10mghg
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potet vitupl do zakézané oblast] - mdtitko kognitivnich funkei

H kontrola

O Dizocilpin 0,1mg/kg
B Dizocilpin 0,2mg/kg
@ Dizociplin 0,3mg/kg
W sloyt, z piikiadu 8

1mg/kg
M sloud. z pfikladu 9

10mg/kg
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maximdini doba vyhybénl - daidi paramastr kegnithynich funkel

Obrazek 5

M kontrola

O Dizecilpin 0, 1mg/kg

M Dizocilpin 0,2mgfkg

B Dizocilpin 0,3mg/kg

Bsloud. z pfikadu ©
1ma'kg

M sioud. Z piikadu 9
10mg/kg
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Py CLr2F - F4q

Polet vstupt do zakazané oblasti

m kontrola

B NMDA léze

0O NMDA + slout, z piikladu 9
0,01mg/kg, 30min pfed a 30min
po

O NMDA + slou€. z pfikladu 9
0,01mg/kg, 30min po

m NMDA + siout. z piikladu 9
0,0tmg/kg, 3h po

& NMDA + sioud. z pfikladu 9
0.01mg/kg, 24h po

Obrazek 6
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Maximéini doba vyhybani b&hem sezeni

A kontrola

m NMDA léze

0O NMDA + sloud. z pfikladu 9
0,01mg/kg, 30min pied a 30min
po

0O NMDA + slou. 2 pfikiadu 9
0,01mg/kg, 30min po

| NMDA + sloué. z pfikladu 9
0,01mg/kg, 3h po

@ NMDA + slout. z pfikladu 9
0,01mg/kyg, 24h po
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Pocet vstupi do zakazané oblasti

B kontrola

W NMDA léze

| NMDA + sloud. z piikladu 9
0,1mg/kg, 30min pled a 30min
po

B NMDA + sloué. z piikladu @
0,1mg/kg, 30min po

m NMDA + slout, z pfikladu 9
0,1mg'kg, 3h po

@ NMDA + sloud. z pikladu 9
0,1mg/kg, 24h po

Obrazek 8
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Maximélni doba vyhybani béhem sezeni

® kontrola

ts)
g

300
200

100

m NMDA téze

B NMDA + slout. z pfikladu 9
0,1mg/kg, 30min pied a 30min
po

B NMDA + sloud. z plikladu 9
0,1mg/kg, 30min po

m NMDA + sloug. z pfikladu 9
0,1mg/kg, 3h po

B NMDA + slou. z pifkladu 9
0,1mg/kg, 24h po

Obrazek 9
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Potet vstupl do zakazané oblasti

| kontrola

& NMDA léze

O NMDA + slout. z piikladu &
10mg/kg, 30min pred a 30min
po

B NMDA + slout. z piikladu 9
10mg/kg, 30min po

M NMDA + sloud. z pikladu 9
10mg/kg, 3h po

& NMDA + sloud. z pfikladu 9
10mg/kg, 24h po

Obrazek 10

Py 2009547
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M

1200

Maximalni doba vyhybani béhem sezeni

| kontrola

1000

m NMDA léze

ONMDA + slout. z piikladu 9
10mg/kg, 30min pied a 30min
po

B NMDA + sloug. 2 piikladu 9
10mg/kg, 30min po

m NMDA + stoué. z pFikladu 8
10mg/kg. 3h po

& NMODA + slout. z piikladu 9
10mg/kg, 24h po

Obrazek 11
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