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Nazev vynalezu:

Derivaty pregnanolonn substituované v poleze
3alfa kationickou skupinou, zpisob jejich
vyroby, jejich pouZiti a prostfedek je obsahujici
Anotace:!

Slougeniny obecného vzorce [, zpidsob jejich vyroby a jejich
pouZiti pro légeni niznych onemocnéni CN S, zejména pro
lé¢eni neuropsychiatrickych poruch souvisejicich s
dysbalancemi glutamatergniho neuropienaseového systému,

nasledki ischemického podkozeni CNS, neurodegenerativnich

zmén aporuch CNS, afektivni poruchy, deprese, PTSD a
nemoci souvisejicich se stresem, anxiety, schizofrenie a
psychotické poruchy, bolesti, zavislosti, roztrousené sklenfzy,
epilepsie, gliomt. Dale se fedeni tyka pouziti sloudenin
obecného vzorce I pro vyrobu veterindrniho a humanniho
farmaceutickeého pfipravku pro 1é¢eni vyie uvedenych nemoci
a farmaceutickych piipravki tyto slou¢eniny obsahujicich.




20

25

30

35

40

45

30

55

Cz 303443 Be

Derivaty pregnanolonu substituované v poloze 3alfa kationickou skupinou, zpisob jejich
vyroby, jejich pouZiti a prostredek je obsahujici

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka steroidnich kationickych slou€enin, zpiisobu jejich vyroby a jejich pouZiti.
Zvlaste se tento vynalez tykd derivatd pregnanolonu substituovanych v poloze 3alfa, které maji
v této poloze skupinu schopnou vytvofit kation. Takové derivaty mohou byt uzitecné pro léeni
nékterych onemocnéni centralniho nervového systému (CNS), zv]asté pak pro 1é¢bu ischemic-
kého poskozeni CNS, neurodegenerativnich zmén a poruch, afektivni poruchy, deprese, post-
traumatické stresové poruchy (PTSD) a nemoci souvisejicich se stresem, anxietu, schizofrenie a
psychotické poruchy, bolesti, zavislosti a roztrousené sklerozy, epilepsie a gliomi a jinych nado-
ri centrdlni nervové soustavy.

Dosavadni stav techniky

Glutamat je hiavnim excitaénim neuropienaseCem v centrdlnim nervovém systému savel. Béhem
vylevu glutamdtu z presynaptické terminaly odpovédi post synaptického neuronu vznikaji pro-
stfednictvim ionotropnich a metabotropnich glutamatovych receptori. Metabotropni receptory
funguji prostfednictvim vazby na G-proteiny a mobilizuji vapnikové ionty z intracelulamich
kompartmentii. Aktivace ionotropnich receptorti vede ke zvySeni propustnosti postsynapticke
membrany pro sodné, draselné a vapenaté kationty otevienim iontovych kanéli, které jsou sou-
¢asti receptorti.

Typickym piikladem ionotropniho glutamatového receptoru jsou N-methyl-D-aspartatové
receptory (NMDAR), receptory AMPA (a—amino—3—hydroxy—5-methylisoxazol-4-propionato-
vé) a kianatové receptory. Ackoliv soucasné poznatky naznacuji ilohu rdznych podtypt rodiny
glutamatovych receptorii v glutamatem indukované excitotoxicité, za klitového hrace v téchto
procesech jsou povazovany ionotropni receptory. Aktivace ionotropnich glutamatovych receptori
vede ke zm&nam v intracelularnich koncentracich iontid, pfedeviim vapenatych a sodnych. Sou-
¢asné vyzkumy ukazuji, ze kromé vapniku miiZe vést k zaniku vapenatych a sodnych. Souasné
vyzkumy ukazuji, ze kromé& vapniku miZe vést k zaniku neurond i zvy3eni intracelularnich hladin
Na’. U neuronii v hipokampélni kultufe a v retind mize vést aktivace glutamatovych receptort
k poskozeni neuront prostiednictvim Na' kationtl dokonce i bez pfitomnosti extracelulamiho
vapniku. Toxicita vy§sich hladin glutamatu je viak zpravidia spojovana se vzestupem intracelu-
tarnich hladin Ca®™'. V soudasnosti je pomérné dobie prokazano, ze existuje pfimy vztah mezi
nadmémym prinikem vapniku do bunék a glutamatem navozenym podkozenim neuronii. Gluta-
matem vyvolané patologické zvyseni intracelularniho vapniku je pfipisovano déletrvajici aktivaci
ionotropnich glutamatovych receptorit. Zvyseni intracelularniho vapniku mizZe spustit sestupnou
neurotoxickou kaskadu, kterd zahrnuje odptrazeni mitochondrilniho elektronového transportu od
syntézy ATP a nadmérnou aktivaci enzymil jako kalpainu a dalSich proteas, proteinkinas, syntézy
NO, kalcineurinil a endonukleas. Zmény v aktivité t&chto neuronii mohou vést k produkci toxic-
kych reaktivnich molekul, jako volnych kyslikovych radikald (oxid dusny, superoxid, peroxid
vodiku), ke zménam v architektufe cytoskeletu a k aktivaci genetickych signali, vedoucich
k apoptdze a k poskozeni funkce mitochondrii (Villman a Becker, 2007).

Rada prektinickych studii doklada vyraznou schopnost NMDA antagonistii zabranit excesivnimu
plisobeni glutamatu na nervové builky a tim omezit naruieni funkci CNS. Nicméné jejich
neuroprotektivni potencial je z klinického pohledu maly. Vzhledem k faktu, ze NMDA receptory
jsou jednémi z nejrozsirengjsich typh receptorit v CNS, vede podani NMDA antagonistd k fadé
zavainych neZadoucich ¢inki, od naruseni motoriky po indukci psychéz schizofrenniho typu.
Na druhou stranu velka rozmanitost NMDA receptori, jejich rozdilna distribuce na synapsich
i mimo né a rizné funkéni stavy tohoto receptoru nabizeji moznost hledat slouceniny selektivné
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ovliviiyjici pouze uréitou skupinu NMDA receptoril a tim omezit vyskyt neofekdvanych a neza-
doucich aéinkl pii zachovani neuroprotektivniho pisobeni.

Piedchozi vysledky ukazaly, ze ptirozené se vyskytujici 3o, 5B—pregnanclon—sulfat use—depen-
dentnim zpisobem ovliviiuje aktivitu NMDA receptoril. V disledku tohoto mechanismu ptisobe-
ni vykazuje vyraznéj3i inhibiéni pisobeni na NMDA receptorech tonicky aktivovanych glutama-
tem neZ na fazicky aktivovanych NMDA receptorech béhem synaptického pfenosu. Pravé akti-
vace extrasynaptickych tonicky aktivovanych NMDA receptori je zdsadni pro excitotoxické
piisobeni glutamatu (Petrovic et al., 2005).

Proto jsme zahdjili vyvoj a testovani novych NMDA antagonistl odvozenych od neurosteroidii.
Tyto zcela nové syntetizované slouéeniny vykazuji afinitu k extrasynaptickym NMDA recepto-
rim. Co je viak jesté dilezit&jsi, pfedchozi elektrofyziologické studie ukazaly, Ze tento typ latek
se vaze pouze na dlouhodobé oteviené NMDA receptory. Pfedpokladanym neuroprotektivnim
mechanismem G¢inku je tedy blokace excesivniho vtoku vapniku do buiiky prostfednictvim
dlouho otevienych NMDA receptori. K ostatnim typiim NMDA receptorll nemaji uvedené slou-
&eniny afinitu, pfedpoklada se tedy, Ze nebudou ovlivilovat pfenos signdlu mezi neurony.

V poslednim desetileti se biomedicinsky vyzkum soustfedil na studium role neurosteroidt v pato-
fyziologii fady neuropsychiatrickych chorob a zhodnoceni jejich terapeutického potencialu.
Mechanismus u¢inku neurosteroidil je spojovan s jejich aktivitou na NMDA a GABA , recepto-
rech. Experimentalni studie na zvifecich modelech poukazuji na jejich potencial k 1&Ebe fady
nemoci centrdlniho nervového systému, pfedeviim neurodegenerativnich chorob, roztroudené
sklerézy, afektivnich poruch, alkoholismu, bolesti, insomnie &i schizofrenie (Morrow, 2007;
Weaver, 2000).

Neurosteroidy hraji zasadni roli také v regulaci reaktivity na stres a s tim souvisejicimi porucha-
mi CNS. Hladina neurosteroidi kratkodobé po vystaveni stresu stoupd, jedna se o adaptivni
mechanismus. Naproti tomu experimentalni modely chronického stresu a deprese u laboratornich
hlodavcii ukazuji snizenou koncentraci neurosteroidii jak v mozku, tak v plasmé. Podobné nalezy
nachdzime i u pacientil trpicich depresi nebo premenstruaénim syndromem. To poukazuje na
naruseni homeostatickych mechanismi v CNS u neuropsychiatrickych chorob souvisejicich se
stresem.

Steroidni sloudeniny ovliviiuji aktivitu a plasticitu neurond a gliovych bunék béhem &asného
vyvoje a pozdéji maji dileZitou trofickou a neuroprotektivni roli v dospélém nervovém systému.
Steroidy jsou produkovany pohlavnimi zlazami a nadledvinkami, stejné tak jako v CNS. Do moz-
ku, prodlouZené michy a perifernich nervl se steroidni slouceniny dostavaji krevnim feCiftgm.
Nicméné nékteré steroidy (neurosteroidy) jsou produkovany pfimo v centralni nervové soustave.
Mezi nejlépe prozkoumané neurosteroidy patfi pregnenolon, progesteron, dehydroepiandrosteron
(DHEA) a jejich redukované metabolity a sulfatové estery. O regulaci syntézy neurosteroidii
v CNS neni znamo pfili§ mnoho poznatk, aviak obecné se soudi, Ze jejim podkladem jsou inter-
akce vice typd bunék. Napriklad syntéza progesteronu Schwannovymi buiikami u perifernich
nervii je regulovana difuznimi signaly z neuroni.

Neurotrofické a neuroprotektivni uginky neurosteroidil byly ukazany jak v bunéénych kulturach,
tak in vivo. Progesteron hraje dileZitou roli v neurclogickém zotaveni z traumatického poskozeni
mozku a michy prostfednictvim mechanismi, zahrnujicich ochranu pied excitotoxickym posko-
zenim bunék, pifed peroxidaci lipida a indukci specifickych enzymil. Napiiklad po pietnuti
spinalni michy potkan( progesteron zvySuje pocet astrocytl, exprimujicich NO-syntadzu tésné
nad a pod mistem pfetnuti.

Tento steroid rovnéz hraje roli v regulacti formovani novych myelinovych pochev. To bylo
ukazano u regenerujiciho potkanniho nervus sciaticus v kultute sensorickych neurond a Schwan-
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novych bunék. Progesteron rovnéz posiluje myelinizaci prosttednictvim aktivace gent, koduji-
cich proteiny G¢astnici se myelinizace.

Jak jiz bylo fedeno, neurosteroidy vyznamné moduluji funkci membranovych receptori pro
neuropfenasede, zejména GABA , receptorii, NMDA receptort a signal — receptori. Tyto mecha-
nismy jsou zodpovédné za psychofarmakologické inky steroidii a &aste¢né vysvétluji jejich
antikonvulzivni, anxiolytické, neuroprotektivni a sedativni uéinky, stejné jako jejich vliv na
procesy udeni a paméti. Napfiklad u pregnanolon-sulfatu bylo prokazano, Ze je schopen zvritit
kognitivni deficit u zvifat vyssiho v&ku a Ze ma protektivni i¢inek na pamét’ v nékolika modelech
amnézie. Nové studie dokladaji pfimy vliv neurosteroidii i na nitrobunééné receptory. Ackoliv
naptiklad nejsou doklady o ptimé vazbé na glukokortikoidni receptor, neurosteroidy moduluji
a¢inek kortikoidii nepFimo, prostfednictvim interakci s proteinkinasami A, C, MAPK (mitogeny
aktivovana proteinkinasa) nebe CAMK (kalmodulin—dependentni proteinkinasa). Navic byl
prokazan vliv pregnanolonu a pregnanolon-sulfitu na proteiny asociované s mikrotubuly a na
akceleraci polymerace mikrotubulii, &imZ dochazi k ovlivnéni neuronalni plasticity. Tyto nové
popsané uéinky neurosteroidd jsou dosud velmi malo prozkoumané, lze viak predpokladat jejich
roli v neuroprotektivité.

Sulfatové estery neurosteroidi hraji fyziologickou roli v regulaci receptorii excitatnich i inhibi¢-
nich neuropfenasedii a participuji na pfirozenych protektivnich vlastnostech tkan€ centralniho
nervového systému, Sulfatované estery a jejich analogy jsou nad€jnymi molekulami v terapii
chorob centralniho nervového systému. Nicméné v nervové tkani je pomér mezi neurosteroidy
a jejich sulfatovanymi estery udrzovan enzymaticky. Um¢lé podéni sulfatovanych esterd nemusi
v disledku enzymové aktivity vést k zlepseni sledovanych funkci. Zde pfedkladané molekuly
predstavuji metabolicky stabilngj3i analogy sulfatovanych esterd, které vzhledem ke své struktue
snadndji prochézeji ptes hematoencefalickou bariéru. Sulfatované a tedy polami steroidni
slouéeniny obecné hematoencefalickou bariérou nepronikaji, ale bylo zjidténo, Ze pregnanolon—
sulfat podany nitroZiln& pfes hematoencefalickou bariéru pronika (Wang et al., 1997), nicméné
pomé&r mezi sulfatovanym a nesulfatovanym steroidem se v mozku neméni. V transportu sulfato-
vanych analogii se pravdépodobné uplatiiuji aktivni mechanismy spojené s transportnim pro-
teinem organickych iontli (OATP), ktery je exprimovan v bufikiach mozkové tkan¢.

Vyhodou zde popsanych slougenin je to, Ze si uchovavaji podobné farmakologické i fyziologické

vlastnosti jako pregnanolon—sulfat, majici terapeuticky potencial, pfi¢emz viak nejsou odboura-
vany sulfatasami.

Podstata vynalezu

Predmétem piedlozeného vynalezu jsou derivaty pregnanolonu, substituované v poloze 3alfa
kationickou skupinou, obecného vzorce I

™
R H @,
v némsz
R' znamena skupinu obecného vzorce R*-R’—C(R"}-R’~, kde R’ znamena (CHy),—. kde m je 0

a% 2, n je 1 az 18 tvofeny pfimym nebo vétvenym uhlikovym fetézcem, ktery miiZe byt dale sub-
stituovan primarni nebo sekundarni amino skupinou, kterd mize byt bud’ volna, nebo, v piipadé
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primarni aminoskupiny, chranéna odstranitelnou chranici skupinou, zvolenou z tert-butyloxy-
karbonylu, tritylu, benzyloxykarbonylu, 9—fluorenylmethoxykarbonylu ¢&i p-nitrobenzyloxy-
karbonylu, R’ znamena kationickou skupinu zvolenou z guanidylové skupiny obecného vzorce a,

R’. R®

5
\T/ \N_g

R® R®
(a),
poptipad® amoniové skupiny obecného vzorce b
R R10
R‘|2/ \‘JJJ
(b),

piitemz R’ a R'? znamenaji vodikové atomy nebo alkylové &i alkenylové skupiny s 1 az 18 ato-
my uhliku, které tvofi pfimy nebo vétveny Fetézec,

R"? je atom kysliku a R* je atom kysliku.

Dile je predmétem predloZzeného vynalezu zpiisob vyroby derivatli pregnanolonu, substituova-
nych v poloze 3alfa kationickou skupinou, obecného vzorce I podle naroku 1, kde R' ma stejny
vyznam jako bylo uvedeno vyse, pficemz substituent R3 je guanidylova skupina vzorce a, R*
znamend atomn kysliku,

pfi némz reakeni smés, obsahujici 3alfa—hydroxy—5Sbeta—pregnan—20—on vzorce

HO H (I,

arginin chranény vhodnymi chranicimi skupinami a dimethylaminopyridin, se rozpusti ve vhod-
ném bezvodém rozpouitédle pod inertni atmosférou, reakéni smés se pak ochladi v ledové lazni a
za michani se po kapkéach ptidava kondenzaéni ¢inidlo, jimz je dicyklohexylkarbodiimid nebo 1—
(3—dimethylamino—propyl)}-3—ethylkarbodiimid, rozpusténé ve vhodném rozpoustédle; za chra-
néni proti piistupu vzduiné vlhkosti se reakéni smés micha 10 az 48 h pfi teploté v rozmezi 0 az
50 °C, poté se nalije do nasyceného vodného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného nebo draselne-
ho a produkt se extrahuje organickvm rozpoustédlem, ve kterém je dobfe rozpustny, nasledné se
spojené organické faze promyvaji nasycenym roztokem chloridu sodného do odstranéni pfito-
mného hydrogenuhliditanu, extrakt se vysusi a rozpoustédlo se odpafi; surovy materidl se pielije
minimalnim mnozstvim acetonu a vysrazena mocovina se odfiltruje k ziskdni slou¢eniny obecné-
ho vzorce I, ktera se mize dale podrobit ptediiténi, pfi¢emZ pFipadna chranici skupina argininové
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struktury se odstrani tak, e se ziskanad sloudenina rozpusti ve smési karboxylové kyseliny
a alkoholu, k tomuto roztoku se pfida hydrogenaéni katalyzator, s vyhodou Pd/C nebo platinové
Cerfi a po hydrogenaci se katalyzator odfiltruje a rozpoustédlo se odpafi.

Vyhodn& se vhodné chranici skupiny zvoli z tosylové, 2,2,5,7,8—pentamethylchroman—6—sulfo-
nylové, 2,2.4,6,7-pentamethyl-2,3-dihydrobenzofuran—5—suifonylové, mesityl-2—sulfonylove,
4—methoxy-2,3,6~trimethylfenylsulfonylové, 1,2—dimethylindol-3—sulfonylové, w,w'-bis-tert—
butyloxykarbo—nylové, w—nitro, trifluoroacetylové, w,w'-bis—benzyloxykarbonylové ¢i z @,0'—
bis—allyloxykarbonylové skupiny a jako vhodné rozpoudtédlo se pouZzije chloroform, dichlor-
methan, benzen, toluen nebo acetonitril.

Jedno z vyhodnych provedeni zpasobu podle piedkladaného vynalezu spociva v tom, Ze reakéni
smés se micha 10 aZz 12 hodin, pouzitym organickym rozpoustédiem je s vyhodou ethylacetat,
k pretisténi produktu se pouZije krystalizace nebo chromatografie na sloupci silikagelu a k roz-
pudténi produktu v pfipadé odstrafiovani chranici skupiny se pouzije s vyhodou smés kyseliny
octové s methanolem, pii¢emz doba hydrogenace se s vyhodou zvoli jako 72 hodin.

Dalsim vyznakem zpiisobu vyroby podle piedloZeného vynélezu je to, Ze chranici skupina argini-
nové struktury slou¢eniny obecného vzorce I ziskané jak bylo popsano vyse, jiz je benzyloxy-
karbonylova nebo 2,2.4,6,7-pentamethyl-2,3—dihydrobenzofuran—5—sulfonylovad (Pbf) skupina,
se odstrani piisobenim trifluoroctové kyseliny na chranény derivat, pficemz se reakéni smés
necha reagovat 16 az 72 hodin pfi teploté mezi 0 aZz 50 °C, pak se smés nalije do nasyceného
vodného roztoku hydrogenuhli¢itanu zvoleném z NaHCO; nebo KHCO;, produkt se extrahuje
organickym rozpouitédlem, ve kterém je dobie rozpustny, zvoleném z chloroformu a dichlor-
methanu ¢&i dichlorethanu, spojené organické faze se promyji 5% obj./obj. vodnym roztokem
kyseliny chlorovodikové, extrakt se vysusi sudicim ¢inidlem a rozpoustédlo se odpafi; surovy
material se pFipadné Gisti naptiklad krystalizaci, ktera poskytne dihydrochlorid slouCeniny obec-
ného vzorce L.

Vyznakem zpiisobu vyroby podle vynilezu je dale, Ze reakéni smés se ponechd reagovat pfi
teploté mistnosti, pii€emz pouzitym hydrogenuhli¢itanem je s vyhodou NaHO; a jako suSici
&inidlo se pouZije siran hofe¢naty nebo siran sodny a rozpoustédlo se s vyhodou odpafi destilaci
pod vakuem.

Déle je pfedmétem vynalezu také zpiisob vyroby slou€eniny obecného vzorce I popsané vyse,
kde R' znamena totéZ co vyge, piitem? R” je kvartérni amoniova sil obecného vzorce b

R‘H R10

12/ﬁ<‘_r55
R

(b),

s riiznou délkou fetézch spojujicich amoniovou skupinu s karboxylem, tvoficim esterovou vazbu
se slou¢eninou obecného vzorce II, jak je popsdna vySe, jehoZ podstata spoliva v tom, ze se
vhodni sil kvartérni @—aminokarboxylové kyseliny suspenduje v bezvodém dichlormethanu pod
inertni atmosférou, do reakini smési o teploté —50 az + 20 °C se pfida vhodné chloragni ¢inidlo,
zvolené ze skupiny, zahrnujici thionylchlorid, oxychlorid fosfore¢ny a dichlorid kyseliny Stave-
lové, pii¢emz reakei Ize usnadnit vhodnym katalyzatorem; reakéni smés se potom michéa 8 az 72
hodin k rozpuiténi viech pevnych souddsti, t€kavé slozky smési se nasledné odpafi ve vakuu,
surovy produkt se rozpusti ve smési bezvodého nitromethanu a pyridinu pod inertni atmosférou,
piida se sloucenina II
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HO™ ™4 (1),

a smés se poté micha 2 az 24 h aZ do ukonéeni reakce piidianim vody, nasledné se smés okyseli
na pH 4,0 5% (obj./obj.) vodnym roztokem kyseliny chlorovodikové, organické podily se extra-
huji do chloroformu, ktery se promyje nasycenym roztokem chloridu sodného; ziskany roztok se
vysusi suicim Einidlem a rozpoustédlo se odpafi, nezreagovany vychozi material se pak odstrani
promytim benzenem a produkt se dale, pokud je to vhodné, ¢asti naptiklad krystalizaci ze smési
vhodn3)'/ch rozpoustédel, ktera poskytne slou¢eninu vzorce I, kde R’ odpovida obecnému vzorci b,
tzn. R” je kvartérni amoniova sil.

Dale je vyznakem zpiisobu podle pfedkladaného vynélezu to, Ze teplota reakéni smési je s vyho-
dou 0 °C, jako chlora¢ni ¢inidlo se s vyhodou pouZije dichlorid kyseliny stavelové a jako kata-
lyzator dimethylformamid, pfiéemZ michani reakéni smési se provadi nejprve 16 hodin a po
pridani sloueniny vzorce III pak 4 hodiny; jako sudici &inidlo se pouZije siran hofednaty nebo
sodny, rozpoustédlo se odpafi destilaci pod vakuem a piedisténi produktu krystalizaci se provadi
ze smési chloroformu a n—heptanu.

Predlozeny vynalez dale zahrnuje derivaty pregnanolonu, substituované v poloze 3alfa kationic-
kou skupinou, obecného vzorce I ktery byl uveden vyse, pro pouziti k 1é&eni neuropsychiatric-
kych poruch, souvisgjicich s nerovnovdhami glutamatergniho neuropfenase¢oveho systému, jako
Jsou ischemické poSkozeni centralni nervové soustavy, neurodegenerativni zmény a poruchy
centrdlni nervové soustavy, afektivni poruchy, deprese, post—traumatickd stresova porucha
a nemoci souvisejici se stresem, anxieta, schizofrenie a psychotické poruchy, bolest, zavislosti,
roztroudena sklerdza, epilepsie, gliomy.

Predmétem vynalezu je rovnéz pouziti sloucenin obecného vzorce I popsaného vyse pro vyrobu
veterinarniho a humanniho farmaceutického pfipravku pro léceni neuropsychiatrickych poruch
souvisejicich s dysbalancemi glutamatergniho neuropfenadefového systému, ischemického
poskozeni CNS, neurodegencrativnich zmén a poruch CNS, afektivni poruchy, deprese, posttrau-
matické stresové poruchy a nemoci souvisejicich se stresem, anxiety, schizofrenie a psychotic-
kych poruch, bolesti, zavislosti roztrousené sklerdzy, epilepsie, gliomu.

Pfredmétem piediozeného vynalezu je rovnéZz farmaceuticky prostfedek, ktery obszhuje jako
aktivni sloZku derivaty pregnanolonu, substituované v poloze 3alfa kationickou skupinou, obec-
n¢ho vzorce I popsaného vyse.

Piredinétem vynalezu je koneéné i pouziti derivatli pregnanolonu, substituovanych v poloze 3alfa
kationickou skupinou, obecného vzorce I popsaného vyse pro vyrobu standardll neuroprotektiv
a neuroleptik, pripadné analytickych standardii pouZivanych v experimentalnim vyzkumu a v
analytické chemii ¢i jako slouéenin obsazenych v potravinovych dopliicich &i kosmetickych pii-
pravecich uréenych pro zlepSovani reakei jednotlivych &asti organismu na zvyseny stres zejména
oxidativni, nutriéni a zplsobeny volnymi radikaly, pfipadé na starnuti.

Vynalez je zalozen na vysledcich pokusi, v nichZ jsme zkoumali vliv pregnanolon-sulfatu na
nativni a rekombinantni NMDA receptory. Ty ukazaly, Ze tento pfirozené se vyskytujici neuro-
steroid inhibuje odpovédi, vyvolané exogenni aplikaci specifickych agonisti NMDA receptord.
Prokazali jsme, Ze se pregnanolon—sulfat vaZze pouze na aktivované receptory (use—dependentni
uginek), ale nevaze se do iontového kanalu jako nékteré latky typu Mg”", ketamin, dizocilpinu
nebo memantinu. Rychlost vazby a mechanismus G¢inku pregnanolon—sulfatu zapficifiuje vyssi
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inhibi¢ni pisobeni na receptory tonicky aktivované giutamatem nez na fazicky aktivované
receptory béhem synaptického pfenosu. Nové bylo zjisténo, Ze nami syntetizované analogy, kte-
rych se tyka vynélez, vykazuji na NMDA receptorech stejny mechanizmus plsobeni jako pregna
nolon—sulfit.

Aplikace pregnanolon—sulfitu v disledku enzymové aktivity v CNS nevede k zlep3eni sledova-
nych funkci, oviem zde piedkladané molekuly predstavuji mnohem vyhodnéjsi analogy, které
nejsou hydrolyzovatelné sulfatasami.

Rizné strukturni modifikace nami pFipravenych sloucenin obecného vzorce I navic ukazaly
pouze minimalni rozdily v jejich biologické udinnosti. Tyto nalezy tak potvrzuji ziskané elektro-
fyziologické vysledky (patch—clamp), sledujici kinetiku vazby zmin€nych latek na NMDA recep-
tory.

Udaje dosud publikované jinymi pracoviti potvrzuji schopnost antagonisti NMDA receptoru
predchazet excesivnimu vyliti glutamatu a naslednému poskozeni centralni nervové soustavy, coz
vede ke zmé&nam v chovani pokusnych zvifat. Oviem klinické vyuziti takovych antagonistd je
omezené, vzhledem k tomu, Ze jejich aplikace vede k celé fadé nejriznéjsich vedlejsich acinkd,
projevujicich se od po¥kozeni motoriky po indukci psychotickych p¥iznaki.

Hlavni vyhodou 3alfa—substituovanych derivati pregnanolonu je zavislost jejich antagonistické-
ho G&inku na mife excitace NMDA receptoril, coZ se projevuje nepiitomnosti vaznych vedlejsich
uéinkd, typickych pro dosud testované (pripadné pouZzivané) kompetitivni NMDA antagonisty,
zatimco p¥iznivy efekt téchto antagonistil ziistava zachovén.

Piehled obrazkii na vvkrese

Obr. 1A znazortiuje proudovou odpovéd’, vyvolanou aplikaci 1 mmol.I”" glutamatu a reverzibilni
inhibici takové proudové odpovédi sloudeninou zpiikladu 2, aplikovanou v koncentraci
10 pmol.I”! sou¢asné s glutamatem v intervalech znazorn&nych obdélniky bez vyping pfi pozitiv-
nim i negativnim udrzovaném membranovém potencialu 60 a +60 mV. Snimani bylo pofizeno
technikou patch—clamp z kultivovanych HEK293 bun¢k s klonovanymi NR1/NR2B NMDA
receptory. Mira inhibice vyvolana slou¢eninou z piikladu 2 byla vypodtena podle vzorce:

(1-a/b)*100 (%).
Obr. IB je diagram prokazujici nezavislost primérné inhibice indukované slougeninou z ptikla-

du2 (10 umol.I") v intervalech znazoménych obdélniky bez vypln&, vynesené na ose y, na
hodnotach udrzovaného membranového potencialu, znazornénych na ose x.

Piiklady provedeni vynalezu

Seznam zkratek:

DMSO dimethylsulfoxid

DMAP dimethylaminopyridin

DCC dicyklohexylkarbodiimid

DMF dimethylformamid

HRMS hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim

Boc terc—butoxykarbonyl

Pbf 2,2,4,6,7-pentamethyl-2,3—dihydrobenzofuran—5—sulfonyl
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m multiplet

bm Siroky multiplet

d dublet

t triplet

El ionizace elektronovym narazem

ESI ionizace elektrosprejem

ekv. ekvivalent

IC infradervena spektroskopie

MS hmotnostni spektroskopie

NMR nuklearni magnetickd rezonance

Et ethyl

~Bu terciarni butyl

Ac acety!

HEK lidské embryonalni ledvinové buiiky
GFP zeleny fluorescentni protein

ICsq koncentrace, pfi které dochazi k 50% inhibici

Opti-MEM®I minimalni esencialni médium, vyrobek firmy Invitrogen

DHEA 5—dehydroepiandrosteron

EGTA kyselina ethylenglykoltetraoctova

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

HEPES kyselina (4—2-hydroxyethyl)-1—piperazinethanesulfonova

Biologicka aktivita na bun&&nych kulturach

Mira inhibice aktivovaného NMDA receptoru steroidnimi kationickymi sloudeninami byla stano-
vena in vitro elektrofyziologicky na kultivovanych HEK293 burikach (Human Embryonic Kidney
293 celis) 24 az 48 hodin po transfekci DNA plazmidy, kodujicimi NR1-1a a NR2B podjednotku
NMDA receptoru. Transfekované buiiky byly identifikovany pomoci fluorescence GFP (green
fluorescent protein), jehoZ gen byl transfekovan spole&né s geny obou receptorovych podjed-
notek.

Aplika¢ni roztoky obsahujici steroid byly pfipraveny pfidanim ptislu$ného mnoZstvi Eerstvé pfi-
praveného zasobniho roztoku (20 mmol.l ' steroidu rozpusténého v DMSO) do extracelularniho
roztoku s obsahem 1 mmol.I™" kyseliny glutamové a 10 pmol.I”’ glycinu. Stejné mno¥stvi DMSO
bylo pfidano i do viech ostatnich aplikaénich roztoki.

Proudové odpovédi vyvolané extracelularni aplikaci roztoku kyseliny glutamové (1 mmol.l")
byly snimany z celé buriky pomoci techniky patch—clamp, ktera se vyuziva jako nastroj pro stu-
dium pfenosu nabitych éastic pfes modelové i realné biologické membrany. Proudy byly mé&feny
pfi membranovém potencidlu —60 a +60 mV. Testované steroidni sloudeniny sniZily amplitudu
odpovédi indukované Kyselinou glutamovou. Pii pouziti koncentrace steroidu 10 pumol.l™' se
hodnota méfeného proudu v priiméru snizila o 65 az 70 %. Pro srovnani lze uvést, Ze inhibice
endogennim neurosteroidem 5B—pregnanolon—3o—yl-sulfatem v koncentraci 100 umol.I”" ma
hodnotu 67 %.
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Ptiklad 1
20-0x0-5p—pregnan—3a~yl{25)-2—(benzyloxykarbonylamino)}-5—3-nitroguanidino)pentanoat

Do vysu3ené bafiky o objemu 100 m} s magnetickym michadlem, obsahujici smés slouCeniny I
(300 mg, 0,94 mmol), Ny—(carbonyloxybenzyl}-N —nitro—L—guanidinu (366 mg, 1.03 mmol)
a DMAP (12 mg; 0,09 mmol) pod argonovou atmosférou bylo ptidano 20 ml bezvodého aceto-
nitrilu a vznikly roztok ochlazen v ledové lazni. Potom byl za michani pfikapan | mol.l ' roztok
dicyklohexylkarbodiimidu v benzenu (1,41 ml; 1,41 mmol). Poté byla reakéni smés vyjmuta
z chladici 14zng a za teploty mistnosti michana 16 h. Reakce byla ukon&ena pfidanim nasyceného
roztoku NaHCQ: (50 ml), organické podily byly extrahovany do EtOAc (3x235 ml), promyty
nasycenym roztokem chloridu sodného (50 ml), suseny bezvodym MgSQ,, filtrovany a rozpous-
tédla byla odpafena ve vakuu. NN'-Dicyklohexylmotovina byla odstranéna krystalizaci za
pouziti malého mnoZstvi acetonu a odfiltrovana. Filtrat byl koncentrovan za snizeného tlaku a v
toluenu nanesen na sloupec silikagelu (30 g). Eluce smési petrolether — aceton (7:3, obj./obj.)
a nasledné odpaieni rozpoudtddel poskytlo 20—oxo—5p-pregnan-3o—yl-(25)-2—benzyloxy-
karbonylamino)}-5—(3—nitroguanidino)pentanoét jako bilou pénu (473 MG; 77% vytézek).

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7,41 — 7,31 m (5H, fenyl), 5,67 (d, 1H J = 8,0 Hz, NHCbz), 5,12
(s, 2H, CHy—Ph), 4.84 — 4,74 (m, 1H, 3-CH), 4,37 — 4,28 (m, 1H, 2'—CH), 3,63 — 3,52 (m, IH,
5'a—CH), 3,35 — 3,23 (m, 1H, 5'b-CH), 2,57 (t, 1H, J = 9,0 Hz), 2,12 (s, 3H, 21-CH), 0,94 (s,
3H, 19-CHs), 0,60 (s, 3H, 18—CH).

BC NMR (101 MHz, CDCl5) 8 209,54; 171,34; 159,24, 135,94, 128,70, 128,52, 127,77, 76,34,
67,59, 63,80, 56,60, 52,27, 44,32, 41,87, 40,45, 40,22, 39,09, 35,80, 34,88, 34,61, 32,09, 31,67,
31,51,26,88, 26,51, 26,25, 24,41, 24,33, 23,22, 22,93, 20,88, 13,42.

IC (CHCL): 3397 (NH), 1729 (C=0, ester), 1702 (C=0, keton), 1626, 1606 (C=NH), 1515
(karbamat), 1387 (CH), 1348 (NO;), 1291, 1277 (CO), 1232 (karbamt), cm™".

ESI m/z 654.1 (45%, [M+H]"), 676.3 (100%, [M+Na]"); HRMS-ESI m/z 654.3861 ((M+H]", pro
C35H5207NS vypoiteno 654.3861).

Ptiklad 2
20—0Oxo0—5B—pregnan—3o—yl-L—argininatodiacetat

Slougenina z pfikladu 1 (216 mg; 0,33 mmol) byla rozpusténa ve smési kyseliny octové (0,5 ml)
a methanolu (9,5 ml). K roztoku bylo piidano Pd/C (10%, 44 mg) a reakéni smés byla michana
pod mirnym ptetlakem vodiku za teploty mistnosti 72 h. Poté byl katatyzator odfiltrovan pies
kfemelinu a rozpoustédla byla odpafena. Chromatografie na silikagelu (4 g) v MeOH:AcOH:H,O
poskytla 20—oxo—53—pregnan-3o—yl-L—-argininatodiacetat (187 mg; 95% vytéZek).

'H NMR (500 MHz, CDCly; d,—methanol, 4:1) & 4,82 — 4,74 (m, 1H, 3-CH), 3,47 (t, 1H, J = 6,4
Hz, 2'-CH), 3,15 (t, 2H, J = 6,8 Hz, 5'-CH), 2,58 (t, {H, J = 8,8 Hz, 17-CH), 2,17 (s, 3H, 21—
CHs,), 2,01 (s, 6H, ~OOCCH3), 0,96 (s, 3H, 19—CH3), 0,61 (s, 3H, 18-CHj).

*C NMR (101 MHz, d;—methanol) 3 212,41, 169,93, 78,62, 65,01, 58,03, 53,89, 45,55, 43,44,
41,95, 41,85, 40,38, 37,34, 36,11, 35,92, 33,36, 31,72, 28,94, 28,19, 27,75, 27,67, 25,80, 25,57,
24,07,23,81, 22,13, 13,88.
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IC (KBr): 3342, 3267, 3167 (NH;'), 1726 (C=0, ester), 1699 (C=0, keton + guanidinium), 1679,
1601), (guanidinium), 1551, 1408 (AcO"), 1387 (CH3), 1364 (COCHa), 1235, 1167 (CO) em”™.

ESI m/z 4753 (100%, [M—2AcOH+H]"; HRMS-ESI m/z 475.3640 ([M—2AcOH+H]", pro
C27HATO3N4 vypodteno 475.3643).

Ptiklad 3

20—-0Oxo0-5p—pregnan-3o—yl-2-[(tert--butoxykarbonyl)amino]-5—3—{[2,2,4,5,7—pentamethyl—
2,3—dihydrobenzofuran—6—yl]sulfonyl} guanidino)pentanoat

Do vysu$ené baiiky o objemu 100 ml s magnetickym michadlem, obsahujici smés sloudeniny II
(500 mg, 1,57 mmol), Boc—L—Arg(Pbf)-OH (994 mg, 1,88 mmol) a dimethylaminopyridinu
(DMAP; 21 mg; 0,16 mmol) a naplnéné argonem byl pfidan bezvody benzen (45 mi) a reakéni
smés byla ochlazena v ledové lazni. Poté byl pfikapan roztok dicyklohexylkarbodiimidu (DCC)
v benzenu (1 mol.I', 1,41 ml; 1,41 mmol). Smés byla zahfita na laboratorni teplotu a michéna
16 hodin. Pfidanim nasyceného roztoku NaHCO; (50 ml) byla reakce ukoncena. Produkt byl
extrahovan do EtOAc (3x25 ml), organicka faze promyta nasycenym roztokem chloridu sodného
(50 ml), sudena bezvodym MgSQ,, filtrovana a rozpoustédla byla odpafena za snizeného tlaku.
N,N'—dicyklohexylmocéovina byla odkrystalizovana z malého mnozstvi acetonu a odfiltrovana.
Filtrat byl odpafen za snizeného tlaku a chromatografovan na sloupci silikagelu (50 g) ve smési
petrolether:aceton (7:3, obj./obj.). Odpafenim rozpoust&del byl ziskan 20—oxo—5B—pregnan—3a—
yl-2—((tert—butoxykarbonylhamino)}-5—-3—(2,2,4,5,7—-pentamethyl-2,3—dihydrobenzofuran—6—
yl)sulfonyl)guanidino)pentanoat ve formé bilé pény (1,29 g; 99% vytézek).

[a]p + 53,0 (¢ 0,234, CHCl3);

'HNMR (500 MHz, CDCl;) & 6,31 (bm, 1H, guanidin), 6,04 (s, 2H, guanidin), 5,30 (d, 1H,
J=17,7 Hz, NHBoc), 4,82 — 4,74 (m, 1H, 3-CH), 4,25 — 4,19 (bm, 1H, 2'—CH), 3,40 — 3,30 (m,
1H, 5'a-CH), 3,25 — 3,15 (m, 1H, 5'b-CH), 2,96 (s, 2H, CH,), 2,59 (s, 3H, CH3), 2,53 (s, 3H,
CHs), 2,53 (t, 1H, J = 9,0 Hz), 2,10 (s, 3H, 21-CH3), 1,46 (s, 3H, 2xCHs), 1,43 (s, 9H, tBu), 0,94
(s, 3H, 19-CH,), 0,59 (s, 3H, 18-CH).

1*C NMR (101 MHz, CDCl) 5 209,55, 171,81, 158,70, 156,01, 138,37, 133,08, 132,35, 124,54,
117,42, 86,31, 80,49, 75,94, 63,79, 56,57, 44,29, 4329, 41,88, 40,89, 40,41, 39,10, 35,80, 34,92,
34,62, 32,13, 31,49, 28,59, 28,35, 26,89, 26,57, 26,26, 24,39, 23,23, 22,91, 20,87, 19,21, 17,84,
13,40, 12,45,

1C (CHCLy): 3432, 3345 (NH), 1728 (C=0, ester), 1699 (C=0, keton), 1633, 1623, 1559 (guani-
din), 1506 (NHBoc), 1408 (guanidin), 1393 (tBu), 1385, 1370, (CHs), 1358 (COCHy), 1158
(SOz), cm .

ESI m/z 827.5 (63%, [M+H]"), 849,5 (100%, [M+Na]'; HRMS-ESI m/z 827,49907 ([M+H]",
pro C45H7108N4S vypoéteno 827,49871).

Pro C45H70N408S (827,1) vypodteno: 65,34 % C, 8,53 % H, 6,67 N, 3,88 % S; nalezeno:
65,51 % C, 8,68 % H, 6,43 % N, 3.70 % S.

-10 -
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Priklad 4
20-Oxo-5p—pregnan—3a—yl-L-argininat dihydrochlorid

Sloudenina z piikiadu 3 (430 mg; 0,52 mmol) byla rozpusténa v nefedéné kyselin€ trifluoroctové
(0,5 m!) a michana 48 h pfi teplot® mistnosti. Reakéni smés byla potom nalita do nasyceného
roztoku NaHCO; (50 ml), produkt extrahovén chloroformem (4x20 ml), organicka fize promyta
roztokem HCI (5%, 50 ml), vysu¥ena bezvodym Na,SQO,, piefiltrovana a rozpoustédla byla
odpafena za sniZeného tlaku. Krystalizace z chloroformu poskytla bilé krystaly dihydrochloridu
20—oxo—5p—pregnan—-3o~yl-L-arginintu (225 mg; 79% vytézek).

[a]o +71.4 (c 0.224; MeOH);

'H NMR (500 MHz, d,—methanol) § 4,92 — 4,88 m (1H, 3—CH), 4,84 — 4,74 (m, 1H, 3-CH), 4,06
(t, 1H, J = 6.4 Hz, 2'—CH), 3,27 (t, 2H, ] = 6,8 Hz, 5'~CH), 2,64 (t, 1H, ] = 8,8 Hz, 17-CH), 2,12
(s, 3H, 21-CH3), 0,99 (s, 3H, 19-CH), 0,61 (s, 3H, 18-CH).

13C NMR (10! MHz, d;—methanol) & 212,41, 169,03, 78,62, 65,01, 58,03, 53,89, 45,55, 43,44,
41,95, 41,85, 40,38, 37,34, 36,11, 35,92, 33,36, 31,72, 28,94, 28,19, 27,75, 27,67, 25.80, 25,57,
24,07, 23,81, 22,13, 13,88.

IR (KBr): 2935 (NH;"), 1744 (C=0, ester), 1706 (C=0, keton), 1667, 1652, 1625 (guanidinium),
1385 (CHa), 1358 (COCHS), 1226, 1193 (CO), em ™.

ESI m/z 4754 (100%, [M+2CHH]), HRMS-ES! m/z 47536398 ([M—2—CI+H]’, pro
C27H4703N4 vypodteno 475,36427).

Pro Co7HeC1aN4O; (547,6) vypoiteno: 59,22 % C, 8,84 % H, 12,95 % Cl, 10,23 % N; nalezeno:
58.95%C,872%H, 13,11 % Cl, 9,99 % N.

Ptiklad 5
20—0xo-5B—pregnan—3o—yl-L—{methylguanidino)-acetat hydrochlorid

Bezvody kreatin (59 mg; 0,5 mmol) byl rozpustén v tetrahydrofuranu (15 ml); po pfidéani
slouéeniny II (160 mg, 0,5 mmol), bezvodého siranu hoteénatého (2 g) a katalytického mnozstvi
kyseliny sirové (0,02 ml) byla vznikla smés michana 16 h za laboratorni teploty. Reakéni smés
byla potom nalita do vody s ledem, produkt extrahovén chloroformem (4x20 ml), organicka faze
promyta ledovym roztokem NaHCO; (5%), 5% roztokem HCI (20 ml), vysu3ena bezvodym
Na,SO,, prefiltrovana a rozpou§tédla byla odpafena za snizeného tlaku. Krystalizace z chlorofor-
mu poskytla 20-oxo-5p-pregnan—3a-yl 2—(methylguanidino)-acetat hydrochlorid (107 mg;
47 %).

'"H NMR (500 MHz, d;-methanol) & 4,92 — 4,88 (m, 1H, 3—CH), 3,53 (s, 2H, N=CH,), 3,04 (s,
3H, N—CHJ), 2,57 (t, 1H, J = 8,8 Hz, 17-CH), 2,12 (s, 3H, 21-CHs), 0,99 (s, 3H, 19-CHy), 0,61
(s, 3H, 18—CHs).

IR (KBr): 2935 (NH;"), 1744 (C=0, ester), 1706 (C=0, keton), 1667, 1652, 1625 (guanidinium),
1385 (CHj), 1358 (COCH3), 1226, 1193 (CO), cm .

ES! m/z 418.3 (100%, [M—CI+H]"); HRMS-ESI m/z 418.3073 {(IM—CHH]", pro CyHypO:N;
vypocéteno 418,3070).

11 -
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Priklad 6

20—Oxo0-5p—pregnan—3o—yl-4—trimethylamonium)}-butanoat chlorid

3—Karboxy—N,N,N—trimethylpropan—1-aminium chlorid (pfipraveny podle Lindstedt and Lind-
stedt, 1965, 321; 69 mg; 0,38 mmol) byl suspendovan v bezvodém CH,Cl, (1 ml) v atmosféfe
argonu. K reakéni smési ochlazené v ledové lazni byl pfidan po kapkach dichlorid kyseliny §ta-
velové (0,5 ml; 5,82 mmol), nasledovany katalytickym mnoZstvim bezvodého DMF (3 pnl;
0,03 mmol). Heterogenni smés byla temperovana na laboratorni teplotu a pri té¢ michana 16 h.
Béhem této doby se vytvofil ¢iry roztok. Kapalné podily smési byly za sniZzeného tiaku odpateny
a pevny zbytek rozpustén v nitrometanu (2 ml) a bezvodém pyridinu (0,10 ml; 1,24 mmol) pod
argonem. K tomuto roztoku byla pfidédna slou€enina II (100 mg; 0,31 mmol). Reakéni smés byla
michéana 4 hodiny a nasledné byla reakce ukon&ena pfidanim vody (10 ml). Vznikla smés byla
okyselena na pH 4 vodnym roztokem HCI (5% obj./obj.). Produkt byl extrahovan do CHCl; (3 x
20 ml), roztok promyt nasycenym vodnym NaCl (10 ml), vysuSen MgS80, a odpafen za snize-
ného tlaku. Nezreagovany vychozi steroid Il byl odstranén trituraci benzenem a zbyly produkt
byl krystalizovan ze smé&si CHCl;: n-heptan (1:1). Byly tak ziskany jehlicovité krystaly (134 mg;
89% vytézek).

[a]p = +88.4 (¢ 0,243);

'"H NMR (500 MHz, CDCl5) 5 4,76 — 4,68 (m, 1H, 3—CH), 3,73 — 3,65 (bm, 2H, 4'—CH,), 3,47 (s,
9H, NCH3), 2,55 (t, 1H, J = 9,0 Hz, 17-CH), 2,49 (t, 2H, J = 6,2 Hz, 2'~-CH,), 2,12 (s, 3H, 21—
CHs), 0,94 (s, 3H, 19—CHy), 0,60 (s, 3H, 18-CHj).

"H NMR (500 MHz, CDCl5) & 4,76 — 4,68 (m, 1H, 3—CH), 3,73 — 3,65 (bm, 2H, 4'-CH,), 3,47 (s,
9H, NCH3), 2,55 (t, 1H, J = 9,0 Hz, 17—CH), 2,49 (t, 2H, ] = 6,2 Hz, 2'—CH>), 2,12 (s, 3H, 21—
CHs), 0,94 (s, 3H, 19-CHs), 0,60 (s, 3H, 18-CH).

C NMR (101 MHz, CDCl3) 8 209,47, 171,49, 75,20, 65,61, 63,79, 56,62, 53,45, 44,26, 41,83,
40,41, 39,13, 35,76, 34,96, 34,59, 32,19, 31,46, 30,27, 26,87, 26,59, 26,24, 24,37, 23,22, 22,89,
20,82, 18,46, 13,38,

IC (CHCLy): 2956 (NMey'), 1722 (C=0, ester), 1699 (C=0, keton), 1478 (NMe") 1386 (CHy),
1360 (COCH;), 1230 (NMes"), 1188 (CO), om ™.

ESI m/z 446.6 (100%, [M-CI]"); HRMS-ESI m/z 446,3624 ([M=CI]", pro CasHisO3N vypoéteno
446,3629).

Pro C;3HisCING; (482,1) vypoéteno: 69,75 % C; 10,03 % H, 7,35 % Cl, 2,91 % N; nalezeno:
69,59%C,9,99% H, 2,82 %N, 7,12 % Cl.

Priklad 7

20—0Oxo0-5B—pregnan—3a—yl-6—trimethylamonium)}-hexanoat chlorid

Z 5—karboxy—N,N,N-trimethylpentan—I—amoniumchloridu (210 mg, 1 mmol) bylo analogickym

postupem jako v piikladu 6 pfipraveno 101 mg 20—oxo-5p—pregnan—3o—yl 6—(trimethyl-
amonium)-hexanoat chloridu (vytézek 76 %).
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'"H NMR (500 MHz, CDCI3) § 4,74 — 4,67 (m, 1H, 3-CH), 3,71 — 3,53 (bm, 2H, 5'—CH,), 3,45 (s,
9H, NCH;), 2.56 (t, 1H, J = 8,9 Hz, 17-CH), 2,49 (t, 2H, ] = 6,1 Hz, 2'~CH,), 2,12 (s, 3H, 21—
CHy), 0,95 (s, 3H, 19-CH;), 0,61 (s, 3H, 18-CH,).

IC (CHCLy): 2958 (NMes"), 1720 (C=0, ester), 1700 (C=0, keton), 1478 (NMe;') 1386 (CHy),
1360 (COCH3), 1231 (NMes"), 1187 (CO), em ™.

ESI m/z 474,4 (100%, [M—CI]'); HRMS-ESI m/z 474,3949 ((M—CI]’, pro CysHssOsN vypodteno
474,3947).

Piiklad 8
20-0Ox0—5p-pregnan—3a—yl-2—(trimethylamonium)-acetat chlorid

Dichlorid betainu byl pFipraven z betainu (62 mg, 0,4 mmol) v bezvodém CH:Cl, (1 mi) pod
argonem. K reakéni smési ochlazené v ledové lazni byl pfidén po kapkéch oxalylchlorid (0,5 ml;
5,82 mmol), nasledovany katalytickym mnozstvim bezvodého DMF (3 ul; 0,03 mmol). Hetero-
genni smés hyla ponechdna zahFat na laboratorni teplotu a michana po dobu 16 h, za kterou se
rozpustily véechny pevné podily. Poté byla reakéni smés za sniZeného tlaku odpatena do sucha
apevny zbytek rozpudtén v nitromethanu (2 ml) a bezvodém pyridinu (0,10 ml; 1,24 mmol)
v argonové atmosféfe. K roztoku chloridu byla ptidana sloucenina II (100 mg; 0,31 mmol).
Reakéni smés byla michdna 4 h a nasledng byla reakce ukonéena piiddnim vody (10 ml). Vznikla
smés byla okyselena na pH 4 vodnym roztokem HCI (5% hm./hm.). Produkt byl extrahovan do
CHC]l; (3 x 20 ml), spojené organické extrakty promyty nasycenym vodnym NaCl (10 ml), vysu-
seny MgSO, a rozpoustédla byla odpafena za snizeného tlaku. Nezreagovany vychozi lipofilni
material byl odstranén vymytim benzenem a zbyly produkt byl krystalizovan ze sm&si CHCls: n—
heptan, 1:1. (8] mg; 62 %).

'"H NMR (500 MHz, CDCl3) 3 4,76 — 4,68 (m, 1H, 3-CH), 3,78 — 3,78 (d, 2H, 2'~CH,), 3,49 (s,
9OH, NCHs), 2,53 (t, 1H, J = 9,0 Hz, 17-CH), 2,12 (s, 3H, 21-CH), 0,94 (s, 3H, 19-CH3), 0,60
(s, 3H, 18—CH).

IC (CHCly): 2956 (NMey"), 1722 (C=0, ester), 1699 (C=0, keton), 1478 (NMe;"), 1386 (CH3),
1360 (COCHa), 1230 (NMe;"), 1188 (CO), cm™.

ESI m/z 418,3 (100%, [M-CI]*); HRMS—-ESI m/z 418,3323 ([M—CI]’, pro CasHagOsN vypodteno
446,3319).

Piiklad 9
Vliv pregnanolon sulfatu a jeho analogi na rekombinantni NMDA receptory

HEK293 buiiky (American Type Culture Collection, ATTC No. CRLI1573, Rockville, MD) byly
kultivovany v médiu Opti-MEM™ I (Invitrogen) s pridavkem 5% fetalniho telectho séra pti 37 °C
a transfekovany NR1-1a/NR2B/GFP plazmidy, jak bylo popsano diive (Cais a dalsi 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, Germany) a prida-
na ke konfluentnim HEK293 buiikam, kultivovanych v 24jamkové destice. Po trypsinizaci byly
buiiky resuspendovany v médiu Opti-MEM® 1, obsahujicim 1% fetalni teleci sérum. Do smési
byla déle pfidany 20 mmol.I”" MgCl,, 1 mmol.I”" D,L-2-amino—5—fosfonopentanové kyseliny
3 mmol.I"" kynurenové kyseliny a buiiky byly nasazeny na polylysinem potaZena kryci sklicka
o priméru 25 mm. Po transfekci byly pouzity nasledujici geny kodujici podjednotky NMDA
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receptori: NR1-l1a (GenBank, piiristkové & U08261) a NR2B (GenBank, pfiristkové &.
M91562).

Pro elektrofyziologické pokusy byly pouzity kultury HEK293 buné&k 16 az 40 hodin po transfek-
ci. Proudy, vzniklé pii sniméani z celé buiiky, byly méreny pomoci patch—clamp zesilovace (Axo-
patch 1D; Axon Instruments, Inc. Foster City, USA) po kompenzaci kapacity a sériového odporu
(<10 MQ) na 80 aZ 90 %). Agonistou indukované odpovédi byly filtrovany na 1 kHz (filtr 8—pole
Bessel; Frequency Devices, Haverhill, USA), digitalizovany pfi 5 kHz a analyzovany softwaro-
vym programem pClamp verze 9 (Axon Instruments). Borosilikatové mikropipety byly naplnény
intracelularnim roztokem, ktery obsahoval 125 mmol.I”" D—glukonové kyseliny, 15 mmol.I'
chloridu cesného, 5 mmol.I" EGTA, 10 mmol.I"" HEPES, 3 mmol.I'' chloridu hofetnatého,
0,5 mmol.I"' chloridu vapenatého a 2 mmol.l”" hofegnaté soli ATP (pH upraveno na 7.2 roztokem
hydroxidu sodného). Extracelularni roztok (ECS) obsahoval 160 mmol.I"" chloridu sodného,
2,5 mmol.I"' chloridu draselného, 10 mmol.I”" HEPES, 10 mmol.l ' glukézy, 0,2 mmol.I"' EDTA
a 0,7 mmol.I"' chloridu vapenatého (pH upraveno na 7,3 roztokem hydroxidu sodného). Glycin
byl pridan jak do testovaciho, tak do kontrolniho roztoku. Roztoky se steroidem byly pfipraveny
z Serstvé pFipravendho zéasobniho roztoku (20 mmoll™) steroidu rozpuiténého v dimethyl-
sulfoxidu (DMSO). Ve viech extracelularnich roztocich byla pouZita stejni koncentrace DMSO.
Kontrolni a testovaci roztoky byly aplikovany mikroprocesorem kontrolovanym systémem pro-
myvari, s rychlosti vymény roztoku v okoli buiiky ~10 ms.

Proudové odpovédi vyvolané 100uM NMDA (v pfipadé hipokampalnich neuroni) byly méfeny
pii udrzovaném membranovém potencidlu —60 mV. V souladu s pfedchozimi vysledky pregnano-
lonsulfat snizil amplitudu NMDA—indukované odpovédi. Pii pouziti 100 umol.l”' pregnanolon-
sulfatu byl primé&my inhibi¢ni efekt 67,2 £ 8,2 % (n = 5) na rekombinantnich NR1/NR2B
receptorech (Petrovic a spol., J. Neurosci. 2005, 25(37), 8439 az 50). Synteticka analoga pregna-
nolon—sulfatu méla inhibiéni efekt (obrazek 1) v koncentraci 10 pmol.l" (tak aby mira inhibice
byla v rozmezi 30 a% 70 % maximalni inhibice). Relativni mira steroidem indukované inhibice
byla pouzZita pro vypodet ICso. 1Cs byly vypogitany z rovnice RI = 1 — (1/1 + ([steroid]/ICsp)™,
kde Rl je relativni mira steroidem indukované inhibice a he je parametr Hillova koeficientu (1,2).
Hodnoty ICs; jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Nové syntetizované analogy (z prikladi 2, 4 — 6) maji stejny mechanizmus pusobeni na NMDA
receptorech jako pregnanolon sulfat, 1i$i se v3ak svoji relativni afinitou (viz Tabulka 1).

Tabulka 1
testovana latka - sloudenina | relativni mira Koncentrace
z pfikladu (&) inhibice (%) ICso (umol) | Podet bunék | (umolLl™)
Pregnanolon-sulfat 67,2+82 55 5 100
Slougenina z pfikladu2 a4 | 69,2+9,6 5,3+/-2,1 5 10
Sloudenina z pfikladu 6 654+34 5,9+/-0,7 5 10

Vysledky ukazuji, Ze syntetizované analogy pregnanolon—sulfatu maji stejny mechanismus plso-
beni na NMDA receptorech jako pregnanolon—sulfat, lisi se v§ak svoji relativni afinitou kK NMDA
receptoru. Viechny pokusy byly provadény v souladu se Zakonem na ochranu zvifat proti tyrani.
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Priimyslova vvuzitelnost

Slougeniny podle predlozeného vynalezu jsou primyslové vyrobitelné a pouzitelné pro 1éCeni
mnoha onemocnéni centralni nervové soustavy, jako jsoun napiiklad nasledujici:

1) hypoxické a ischemické poskozeni CNS, mrtvice a dalsi patologické zmény z pilisobené
hyperexcitaci;

2) neurodegenerativni zmény a poruchy;

3) afektivni poruchy, deprese, post—traumaticka stresova porucha a nemoci souvisejici se stre-
sem;

4) schizofrenie a dal3i psychotické poruchy;

5) bolest, hyperalgezie, poruchy ve vnimani bolesti;

6) zavislosti;

7) roztrousend sklerdza a dalsi autoimunitni onemocnéni;
8) epilepsie a jiné poruchy projevujici se kifecemi a

9) hyperplazické zmény na centralni nervové soustavé, tumory v centralni nervové soustavy véet-
né gliomi
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PATENTOVE NAROKY

1. Derivaty pregnanolonu, substituované v poloze 3alfa kationickou skupinou, obecného vzor-
cel

1‘\
R H @),

v némz

R' znamena skupinu obecného vzorce R3—R2—C(R13)—R4—, kde R? znamena (CHp),—, kde m je 0
az 2, n je | az 18 tvofeny pfimym nebo v&tvenym uhlikovym fetézcem, ktery muze byt dale sub-
stituovan primarni nebo sekundarni amino skupinou, kterd miZe byt bud’ volna, nebo, v ptipadé
primarni aminoskupiny, chranéna odstranitelnou chranici skupinou, zvolenou z tert—butyloxy-
karbonylu, tritylu, benzyloxykarbonylu, 9—fluorenylmethoxykarbonylu ¢&i p—nitrobenzyloxy-
karbonylu, R znamena kationickou skupinu zvolenou z guanidylové skupiny obecného vzorce a,

7 8
R\ﬁ/R

R® R®
(a),
popfipadé amoniové skupiny obecného vzorce b
ril R10
R12/ \‘:F!
(b),

pticem? R’ az R" znamenaji vodikové atomy nebo alkylové &i alkenylové skupiny s 1 a2 18 ato-
my uhliku, které tvofi pfimy nebo vétveny fetézec,

R" je atom kysliku, a

R* je atom kysliku.

2. Zpusob vyroby derivatd pregnanolonu, substituovanych v poloze 3alfa kationickou skupi-
nou, obecného vzorce I podle naroku 1, kde R' ma stejny vyznam jako v naroku 1, pfiemz sub-

stituent R3 je guanidylova skupina vzorce a, R* znamena atom kysliku, vyznaéujici se
tim ., Ze se reakéni smés, obsahujici 3alfa—hydroxy—5beta—pregnan—20-on vzorce 11
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HO™ ™4 an,

arginin chranény vhodnymi chranicimi skupinami a dimethylaminopyridin, se rozpusti ve vhod-
ném bezvodém rozpoustédle pod inertni atmosférou, reakéni smés se pak ochladi v ledové lazni
a za michani se po kapkach p¥idava kondenzaéni ¢inidlo, jimz je dicyklohexylkarbodiimid nebo
1—<(3—dimethylamino—propyl)-3—¢thylkarbodiimid, rozpuiténé ve vhodném rozpoustédle; za
chranéni proti p¥istupu vzduiné vihkosti se reakéni smés micha 10 aZ 48 h pfi teploté v rozmezi 0
az 50 °C, poté se nalije do nasyceného vodného roztoku hydrogenuhlicitanu sodného nebo drasel-
ného a produkt se extrahuje organickym rozpoustédlem, ve kterém je dobfe rozpustny, nasledné
se spojené organické faze promyvaji nasycenym roztokem chloridu sodného do odstranéni
ptitomného hydrogenuhliditanu, extrakt se vysudi a rozpoustédlo se odpafi; surovy materidl se
pielije minimalnim mnoZstvim acetonu a vysrdZena modovina se odfiltruje k ziskani slouCeniny
obecného vzorce |, ktera se muze dale podrobit precisténi, pricemz pripadné chranici skupina
argininové struktury se odstrani tak, Ze se ziskand sloudenina rozpusti ve smési karboxylové
kyseliny a alkoholu, k tomuto roztoku se piida hydrogenaéni katalyzitor, s vyhodou Pd/C nebo
platinova Zerfi a po hydrogenaci se katalyzator odfiltruje a rozpoustédlo se odpai.

3. Zpisob vyroby podle naroku 2, vyznadujici se tim, Ze vhodné chranici skupiny
se zvoli ztosylové, 2,2,5,7,8—pentamethylchroman—6—sulfonylové, 2,2,4,6,7-pentamethyl-2,3—
dihydrobenzofuran-5-sulfonylové, mesityl-2-sulfonylové, 4-methoxy-2,3,6-trimethylfenyl-
sulfonylové, 1,2—dimethylindol-3—sulfonylové, ®,0'—bis—tert—butyloxykarbonylové, @-nitro,
trifluoroacetylové, o,w'-bis—benzyloxykarbonylové &i z m,w'-bis—allyloxykarbonylové skupiny
a jako vhodné rozpoustédlo se pouzije chloroform, dichlormethan, benzen, toluen nebo aceto-
nitril.

4. Zpisob vyroby podle naroku 2 nebo 3, vyznadujici se tim, Ze reakini smés se
micha 10 az 12 hodin, pfi¢emz organickym rozpoustédlem je s vyhodou ethylacetét, k pfedidténi
produktu se pouzije krystalizace nebo chromatografie na sloupci silikagelu a k rozpu$téni pro-
duktu v pripadé odstrafiovani chranici skupiny se¢ pouZije s vyhodou smés kyseliny octové
s methanolem, pfitemz doba hydrogenace se s vyhodou zvoli jako 72 hodin.

5. Zpisob vyroby podle narok 2,3 nebo4, vyznadujici se tim, Zechrinici skupina
argininové struktury slouéeniny obecného vzorce I, jiz je benzyloxykarbonylova nebo 2,2,4,6,7-
pentamethyl-2,3—dihydrobenzofuran-5—sulfonylova skupina, se odstrani plsobenim trifluor-
octové kyseliny na chranény derivat, pficemz se reakéni smés necha reagovat 16 az 72 hodin pfi
teploté mezi 0 a 50 °C, pak se smés nalije do nasyceného vodného roztoku hydrogenuhlicitanu
zvoleného z NaHCO; nebo KHCO,, produkt se extrahuje organickym rozpoustédlem, ve kterém
je dobfe rozpustny, zvolenym ze skupiny, zahrnyjici chloroform, dichlormethan a dichlorethan,
spojené organické faze se¢ promyji 5% obj./obj. vodnym roztokem Kkyseliny chiorovodikové,
extrakt se vysu3i sudicim &inidlem a rozpoustédlo se odpafi, nace? se surovy material pfipadné
Zisti, napiiklad krystalizaci, ktera poskytne dihydrochlorid slou¢eniny obecného vzorce L.

6. Zpisob vyroby podle naroku 5, vyzmadujici se tim, Ze reakéni smés se ponecha
reagovat pii teploté mistnosti, pfi¢emZ pouzitym hydrogenuhli¢itanem je s vyhodou NaHCO,
a jako susici &inidlo se pouZije siran hofednaty nebo siran sodny a rozpoustédlo se vyhodné
odpaii destilaci pod vakuem.
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7. Zpiisob vyroby slougeniny obecného vzorce I podie naroku 1, kde R' ma stejny vyznam jako
bylo uvedeno vyse, pfitemz substituent R* je kvartérni amoniova sal vzorce b

ril RrR10

+
R12/N\‘JJJ
(b),

s riznou délkou fetézeld spojujicich amoniovou skupinu s karboxylem, tvoficim esterovou vazbu
se slouceninou obecného vzorce II jak je popsdna v naroku 2, vyznacujici se tim, Ze
vhodna sidl kvartémi ow—aminokarboxylové kyseliny se suspenduje v bezvodém dichlormethanu
pod inertni atmosférou, do reakni smési o teploté —50 az +20 °C se pfida vhodné chloragni
¢inidlo, zvolené ze skupiny, zahrnujici thionylchlorid, oxychlorid fosforeény a dichlorid kyseliny
stavelové, pricemz reakci lze usnadnit vhodnym katalyzitorem, potom se reakéni smés micha 8
az 72 hodin do rozpu3téni viech pevnych soudasti, nasledné se t€kavé slozky smési odpafi ve
vakuu, surovy produkt se rozpusti ve smési bezvodého nitromethanu a pyridinu pod inertni atmo-
sférou, pak se pfida sloucenina 11

HO™ ™74 (Im),

a smés se poté micha 2 aZ 24 h aZ do ukonéeni reakce pfidanim vody, nésledné se smés okyseli
na pH 4,0 5% obj./obj. vodnym roztokem kyseliny chlorovodikové, organické podily se extrahuji
do chloroformu, ktery se promyje nasycenym roztokem chloridu sodného, ziskany roztok se
vysusi suSicim &inidlem, rozpoustédlo odpafi a nezreagovany vychozi material se pak odstrani
promytim benzenem a produkt se dale, pokud je to vhodné, &isti napiiklad krystalizaci ze smési
vhodnych rozpoustédel, ktera poskytne sloudeninu vzorce L kde R? odpovidi obecnému vzorei b.

8. Zpusob vyroby podle naroku 7, vyznadujici se tim, Ze teplota reakéni smési je
s vyhodou 0 °C, pficemz jako chloracni €inidlo se s vyhodou pouzije dichlorid kyseliny $t'avelo-
vé a jako katalyzator dimethylformamid, michani reakéni smési se provadi nejprve 16 hodin, po
pridani slouéeniny vzorce II pak 4 hodiny, pfic¢emz jako susici ¢inidlo se pouzije siran hofednaty
nebo sodny, rozpoustédio se odpafi destilaci pod vakuem a pteci$téni produktu krystalizaci se
provadi ve smési chloroformu a n—heptanu.

9. Derivaty pregnanolonu, substituované v poloze 3alfa kationickou skupinou, obecného vzor-
ce I podle naroku 1, pro pouziti, pfi lé¢eni neuropsychiatrickych poruch souvisejicich s nerovno-
vahami glutamatergniho neuroptenadeéového systému, jako jsou ischemické poskozeni centralni
nervové soustavy, neurodegenerativni zmény a poruchy centralni nervové soustavy, afektivni
poruchy, deprese, post—traumaticka stresova porucha a nemoci souvisejici se stresem, anxieta,
schizofrenie a psychotické poruchy, bolest, zavislosti, roztrousena sklerdza, epilepsie, gliomy.

10. Pouziti derivatd pregnanolonu, substituovanych v poloze 3alfa kationickou skupinou, obec-
né¢ho vzorce I popsaného v naroku 1, pro vyrobu veterinarniho a/nebo humanniho farmaceutické-
ho pfipravku pro léCeni neuropsychiatrickych poruch souvisejicich s dysbalancemi glutaméaterg-
niho neuropienasecového systému, jako jsou ischemické poskozeni centrilni nervové soustavy,
neurodegenerativni zmény a poruchy centrdlni nervové soustavy, afektivni poruchy, deprese,
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post—traumaticka stresova porucha a nemoci souvisejici se stresem, anxieta, schizofrenie a psy-
chotické poruchy, bolest, zavislosti, roztrou$ena skleroza, cpilepsie, gliomy.

11. Farmaceuticky prosttedek, vyzmadfujici se tim, Ze obsahuje jako aktivni sloZku
derivaty pregnanolonu, substituované v poloze 3alfa kationickou skupinou, obecného vzorce 1
popsaného v naroku 1.

12. PouZiti derivati pregnanolonu, substituovanych v poloze 3alfa kationickou skupinou, obec-
ného vzorce | popsaného v naroku 1, pro vyrobu standardi neuroprotektiv a neuroleptik, pripad-
né analytickych standardii pouzivanych v experimentdinim vyzkumu a v analytické chemii Ci
jako slougenin obsazenych v potravinovych dopliicich ¢i kosmetickych pfipravcich uréenych pro
zlepsovani reakci jednotlivych ¢asti organismu na zvySeny stres zejména oxidativni, nutriCni
a zpiisobeny volnymi radikaly, pfipadné na staruti.

1 vykres
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