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Abstrakt

Tématem bakalatské prace je piiprava neurosteroidnich proléciv za icelem optimalizace
jejich fyzikalné-chemickych a metabolickych vlastnosti s cilem usnadnit jejich transport
membranami, zejména prichod pfes hematoencefalickou bariéru. Neurosteroidy jsou
endogenni latky, které vznikaji v mozku z cholesterolu. Jejich charakteristickou funkéni
skupinou je hydroxylovy substituent v poloze C-3. Tento substituent je vyznamnym
strukturnim rysem podminiujicim biologickou aktivitu (napf. alosterickou modulaci receptort
kyseliny y-aminomaselné). Je vSak zaroven velmi snadno metabolizovan a volna hydroxylova
skupina v molekule neurosteroidu zvySuje jeji hydrofilicitu a prostup membranou omezuje. V
prabéhu prace budou ptipraveny: 1) neurosteroidy s riznymi skelety jako vychozi latky a 2)
analogy neurosteroidd s esterovou skupinou v poloze 3 jako proléciva. Substituenty byly
vybrany na zéklad& literdrni reSerSe esterovych proléciv ovlivitujicich prinik pies
hematoencefalickou bariéru. Pro nové pfipravené latky budou stanoveny jejich metabolické a
fyzikalné-chemické vlastnosti, jako napiiklad rozpustnost, permeabilita a metabolicka stabilita
v ramci spoluprace na Ustavu organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské republiky.

Kli¢ové slova: neurosteroidy, proléciva, permeabilita, stabilita



Abstract

This bachelor thesis explores various methods for neurosteroid prodrugs synthesis. The
thesis aims to optimize the physicochemical and metabolic properties of neurosteroids to
facilitate their transport across membranes, in particular the permeability of the blood-brain
barrier. Neurosteroids are endogenous compounds that are synthesized in the brain from
cholesterol. Their characteristic functional group is the hydroxyl substituent at the C-3 position.
This substituent is a significant structural feature for biological activity (e.g., allosteric
modulation of y-aminobutyric acid receptors). However, the C-3 hydroxyl group can be easily
metabolized. Moreover, the free hydroxyl group in the neurosteroid molecule increases its
hydrophilicity which can limit the transport across the membrane. Therefore, within this thesis:
1) neurosteroids with different skeletons and 2) analogs of neurosteroids with ester group in C-
3 position, will be prepared. The C-3 substituents have been selected based on literature
research identifying ester prodrugs targeting improved blood-brain barrier permeability. For
newly prepared substances, their metabolic and physicochemical properties, such as solubility,
permeability, and metabolic stability will be determined within the collaboration at the Institute
of Organic Chemistry and Biochemistry of the Czech Academy of Sciences.

Key words: neurosteroids, prodrugs, permeability, stability
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Pouzité zkratky

ACE inhibitory inhibitory angiotensin konvertujiciho enzymu

ALLO allopregnanolon

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku

AMK aminokyselina/y

BBB hematoencefalicka bariéra (blood-brain barrier)

b.t. bod tani

CNS centralni nervova soustava

DHEA dehydroepiandrosteron

DIAD diisopropylazodikarboxylat

DIPEA N,N-diisopropylethylamin

DMAP 4-(dimetylamino)pyridin

DMSO dimethylsulfoxid

EDCI - HCI1 ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid
ESI ionizace elektrosprejem

ekv. ekvivalent

ELSD odpatrovaci detektor rozptylu svétla

EtOAc ethyl acetat

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (Food and Drug Administration)
GABA kyselina y-aminomaselna

grad. gradient

HR-MS hmotnosti spektrometrie s vysokym rozliSenim

IC infraCervena spektroskopie

LC-MS kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
NMDA N-methyl-D-asparagova kyselina

NMR nuklearni magnetickd rezonance

NS neurosteroid/y

m/z pomér hmotnosti iontu a jeho naboje

PPD poporodni deprese (postpartum depression)

PPh; trifenylfosfin

TFA trifluorooctova kyselina

TLC chromatografie na tenké vrstvé (thin layer chromatography)



1 Uvod

vvvvvv

dostatecné chranén pied cizorodymi latkami, které by pii kontaktu s nim mohly vyrazné
ovlivnit jeho funkci a Zivotni iroven pacienta.

Hematoencefalickd bariéra (BBB) je hlavni membranou regulujici vyménu molekul
mezi krvi a mozkem. Hlavni slozkou membrany jsou endotelidlni buiiky, spojené t€snymi spoji
do sité kapilar, kterd pronikd do samotného mozku a michy. Spole¢né s pericyty a astrocyty
tvofi endoteliadlni bunky neurovaskularni jednotku, kterd brani krevnim bunikdm a patogentim
v priichodu do mozku.
proteinti, aminokyselin, peptida a dalSich molekul. Zarovein zarucuje spravnou funkci neuronti
rychlou dodévkou zivin a kysliku, ochranou mozku pied patogeny a ptisnou regulaci priichodu
molekul.!

Lze definovat n€kolik typt prichodu latek pies BBB. Nejjednodussi typ transportu je
difuze, kterou dale dé¢lime na paracelularni a transcelularni. Paracelularni difuze je transport ve
vod¢é rozpustnych molekul prostorem mezi dvéma endotelidlnimi buikami. Naopak
transcelularni transport je termin pro difuizi skrz endotelidlni buniku a vyuZivaji ho molekuly
rozpustné v lipidech jako je kyslik, alkoholy nebo oxid uhli¢ity. Glukéza a aminokyseliny se
do mozku transportuji pomoci nativnich transportnich proteinti, pfitomnych v mozkovych
kapilarach.

Jelikoz je transport molekul do mozku pfisné regulovan, je nutné navrhnout 1é¢iva, ktera
jsou schopna snadného priichodu pies BBB a zdroven i aktivniho plisobeni v cilovém misté.
Léciva mohou do mozku prochdzet napojena na transportni proteiny pod podminkou, Ze
vyhovuji jejich strukturnim charakteristikam. Casté&jsi metodou transportu lé¢iva je receptorem
fizena transcytoza, kdy se G¢inna latka navaze na receptor a spole¢né vytvoii intraceluldrni
vacek v membrang. Takto lze transportovat napiiklad i inzulin nebo transferin.’

Jednou z kategorii 1€¢iv, kterda mohou pozitivné ovliviiovat CNS jsou neurosteroidy,
které jsou jiz nckolik let pfedmétem vyzkumu jako potencidlni léCiva neurologickych
onemocnént, jako napiiklad epilepsie, ischemie, poporodni deprese a dal3i.’

V na8i laboratofi se zabyvame syntézou neurosteroidnich molekul, které mohou
ovliviiovat funkci receptorii kyseliny y-aminomaselné, popiipadé kyseliny N-methyl-D-
asparagové. Nazyvame je jako tzv. SMART molekuly (Steroidal Molecules As Rapid-acting
Therapeutics).



2 Cile prace

Cilem této bakalaiské prace je studium piipravy neuroaktivnich steroidii, které mohou
byt potencidln¢ vyuzity jako proléCiva. S vyuzitim vhodnych vychozich latek budou
syntetizovana esterovd proléciva modifikaci hydroxylové skupiny v poloze C-3. U
piipravenych latek bude testovana jejich kinetickd a termodynamicka rozpustnost, stabilita v
mikrosomech a schopnost prostupovat pfes membrany (tzv. permeabilita). Vysledky této prace
budou slouzit jako zdrojova data pro design a syntézu novych latek ovliviiujicich centralni

nervovy systém.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Syntéza neurosteroidi

Neurosteroidy (NS) jsou prirozené se vyskytujici steroidy, schopné modulace
excitability neuronil prostiednictvim rychlého negenomického Gc¢inku v centralni ¢i periferni
nervové soustave.>

Neurosteroidy se biosyntetizuji z cholesterolu a ostatnich steroidnich prekurzort de
novo v mozku a perifernich nervovych tkanich. Proces neurosteroidogeneze zacina transportem
molekul cholesterolu do mitochondrii katalyzovanym transloka¢nim a steroidnim akutnim
regulacnim proteinem. Nasledné dochazi k pfeméné cholesterolu na pregnenolon, ktery opousti
mitochondrie a metabolizuje se na progesteron, popiipadé na 17-hydroxypregnenolon, z néhoz
vzniké dehydroepiandrosteron (DHEA). Jak DHEA, tak pregnenolon podléhaji metabolizaci na
androstendion, ktery se transformuje na testosteron a je nasledn¢ aromatizovan na 17f3-

estradiol.’ Proces je zndzornén ve Schématu 1.

Cholesterol

HO
P450Scc
0o 0}
3BHSD
HO Pregnenolon o Progesteron
17BHSD
0 0 OH
3BHSD 17BHSD
DHEA Androstendion (0] Testosteron

Aromataza Aromataza Aromataza
OH
/Céjgil HO Estron HO 17B-estradiol

Schéma 1. Schéma hlavnich drah neurosteroidogeneze. Prevzato a upraveno.*
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Proces biosyntézy NS probihd piedevsim v neuronech a neurogliich. Na zaklad¢
vyzkumu in vitro bylo zjisténo, ze zaroven v oligodendrocytech probiha syntéza pregnanolonu,
androstendionu a progesteronu.’ Astrocyty poté produkuji také DHEA, testosteron a estradiol.
Vzhledem ke zptsobu provedeni vyzkumu ovSem nelze pfesné definovat odliSnost syntézy

steroidnich latek in vivo.’

3.2 Struktura neurosteroidii

Zakladni kostrou NS je velmi stabilni steranovy skelet nazyvany také jako
cyklopentanoperhydrofenantrenovy skelet. NS 1ze rozdélit do n€kolika kategorii v zavislosti na
strukturnich charakteristikch. Nejvyznamnéjsi jsou pregnanové NS, mezi které patii naptiklad
allopregnanolon (ALLO). Pregnanové steroidy maji charakteristicky ethylovy substituent
v poloze C-17. Druhou vyznamnou skupinu utvaii androstanové NS, mezi které lze zaradit
naptiklad dehydroepiandrosteron. Androstanové steroidy maji charakteristickou substituci
v poloze C-17. Dalsi strukturni skupiny jsou estrany (aromaticky A-kruh), cholestany (alkylovy
substituenty v poloze C-17), steroidy s heterocyklickym substituentem v poloze C-17, zlu¢ové
kyseliny (karboxylova skupina) a v neposledni fad¢ kortikosteroidy (hydroxylova substituce
v polohach C-11, C-17, C-20, &i jejich kombinace).®

V organismu se steroidy metabolizuji hlavné v podobé sulfatovych a
glukurononidovych konjugatt pies hydroxylovou skupinu. Zajimavosti je, Ze sulfaty kromé
ulohy metabolické, pusobi také jako neuromodulatory. Jinymi slovy, pfitomnost a
charakteristika danych skupin mize vyznamné ovlivnit stabilitu, metabolismus, ale 1 funkci
neurosteroidniho proléc¢iva v organismu.

Jako piiklady lze uvést pregnenolon sulfit (PES) a dehydroepiandrosteron sulfat
(DHEAS). Ty ptisobi jako negativni modulatory GABAA receptorti nebo pozitivni modulatory
NMDA receptori.’

3.3 Mechanismus uc¢inku neurosteroidii

Jiz n€kolik desetileti je efekt a mechanismus ucinkii NS pfedmétem vyzkumu. Dnes je
Jiz zndmo, Ze NS se vyznacuji predev§im svym specifickym negenomickym efektem piimo ¢i
modula¢né na iontové fizené membranové kanaly, napét'oveé zavislé receptory Ci receptory
sptazené s G-proteinem. Tento mechanismus uc¢inku je odliSuje od steroidnich hormond, které

ovlivilyji nukledrni receptory genomickym ucinkem.
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U vétSiny neurosteroidi bylo prokdzano, ze tato interakce spoc¢iva v regulaci t¢inkt
neurotransmitert. Uginkuji konkrétnd na ionotropni GABAa receptory, ligandem Fizené
chloridové kanaly nachazejici se v nervovych buiikach a na NMDA receptory.’

NS jsou pozitivni alosterické modulatory synaptickych i1 extrasynaptickych GABAa
receptorti. Vazbou na specifické vazebné misto v receptoru ho mohou NS aktivovat, popiipadé
ovlivilovat dobu trvani otevieni chloridového kanalu. Funkci GABAa receptori ovlivituji i dalsi
latky jako naptiklad benzodiazepiny ¢&i barbituraty, ty maji ov§em jiné vazebné misto nez NS.8

NS jsou také schopny regulovat aktivitu NMDA receptori. NMDA receptory jsou
podtypem glutamatovych ionotropnich receptori, umoziiuji pozitivn€ nabitym iontim
prochézet skrz membranu a hraji vyznamnou roli pro synaptickou plasticitu a utvaieni paméti.’

Modulace NMDA receptort funguje na principu kontaktu steroidni molekuly s mistem
uc¢inku v membranoveé Casti receptoru, ¢imz dochazi k ovlivnéni otevieni ¢i zavieni iontového
kanalu. Dle studii ovSem nebyl zpozorovan zadny efekt NS na dobu otevieni zminénych
kanald.’

Obecné mohou NS byt pozitivnimi nebo negativnimi neuromodulatory.'°

3.4 FDA schvalené neurosteroidy

V roce 2019 byl na trh uveden 1ék ZULRESSO jako prvni FDA schvélené 1é€ivo na
poporodni deprese, jinak znamy také jako brexanolon ¢i allopregnanolon. To se stalo pro 1écbu
PPD velkym priillomem, jelikoz ptedchozi dostupnou variantou 1é¢by byla pouze antidepresiva
a psychoterapie.!! Poporodni deprese je mentalni porucha postihujici pfiblizné 13 — 19 % Zen
Jiz od tfetiho trimestru t€hotenstvi a predstavuje vysoké zdravotni riziko jak pro matku, tak i
pro dité. Jako bézné indikace onemocnéni se uvadi neschopnost matky se postarat o sebe €i
potomka, depresivni epizody & nespravny behavioralni a emoéni vyvoj ditéte.!? Zulresso se
podava intravendzné a v mozku ptisobi na GABAA receptory, které jsou idajné zodpovédné za
projevy PPD."3

Zpitsob podani, a pfedevSim i vyssi cena brexanolonu ovSem limitovala dostupnost 1éku
pro pacienty. Proto bylo vroce 2023 firmou Sage Therapeutics vyvinuto nové inovativni
terapeutikum zuranolon, zndmé komeréné jako ZURZUVAE, které je modifikovano pro
peroralni podani.'* V soucasné dobé& je zuranolon piedmétem daldich vyzkumd pro svou
potencialni schopnost 1éCit 1 klinickou depresi a insomnii. Tyto studie se bohuzel zatim
nepotvrdily.'®> Jak ZULRESSO tak i novéjsi ZURZUVAE slouzi k potladeni projevii PPD,

nikoliv jeji 1¢€bg.
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Dalsim schvalenym neurosteroidnim terapeutikem je ganaxolon (ZTALMY), ktery byl
vyvinut farmaceutickou spole¢nosti Marinus Pharmaceuticals. Byl schvélen v roce 2022 pro
1écbu epilepsie souvisejici s poruchou cyklin-dependentni kindzy. Ganaxolon patii mezi

pozitivni alosterické modulatory, ovlivitujici GABA4 receptory.'®

alopregnanolon zuranolon ganaxolon
ZULRESSO ZURZUVAE ZTALMY

Obrazek 1. Struktury FDA schvalenych neurosteroidii

3.5 Syntéza esterii

Estery fadime mezi funkéni derivaty karboxylovych kyselin s acylovou skupinou
vazanou na elektronegativni atom molekuly. Existuje nékolik zpiisobii ptipravy esterd.
Nejjednodussi je reakce karboxylatového aniontu s primarnim alkylhalogenidem, probihajici
Sn2 mechanismem. Mnohem castéjsi je ovSem Fischerova esterifikace, nukleofilni acylova
substituce karboxylovych kyselin a alkoholti. Tento postup navrhl Emil Fischer v roce 1895,
kdyzZ si v§iml Ze estery lze pfipravit zahtatim karboxylovych kyselin s nadbytkem alkoholt, za
pritomnosti vhodného katalyzatoru.!” Jako katalyzator se vyuziva silna kyselina (nejcastéji
HCl, H2SOs), kterd zvysi reaktivitu karboxylové kyseliny tak, Ze protonuje kyslik
v karbonylové skupin€. Nasledné dochdzi k nukleofilnimu ataku a substituce hydroxylové

skupiny za vzniku esteru.!” Schéma Fischerovy esterifikace je zndzornéno ve Schématu 2.

m ..
H-ClI o
/h H OH,
, .
T CB/H/\ R? 8 7 2
| A — 1, ce _R2? — — * H.O*
R TOH 1J\OH .cl) R /C\o+/ R1VC\0R2 R1lJ\OR2 3
—d2
H HO F|1 H +(|).
H

Schéma 2. Mechanismus Fischerovy esterifikace. Prevzato a upraveno.’

Syntéza esterli ovSem miiZze probihat i acylaci alkoholti pomoci chloridd ¢i anhydrid
kyselin. Alifatické acylhalogenidy jsou velmi reaktivni a s alkoholy reaguji spontanné. Vznikly

halogenvodik se obvykle zachytava bazi, jako je triethylamin nebo pyridin.
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Naopak anhydridy jsou méné reaktivni nez halogenidy a jejich reakce musi byt
katalyzovana. Reakce cyklickych anhydrida s alkoholy mohou vést k tvorbé diesteri nebo
monoesterti, v zavislosti na podminkach reakce. V piipad¢ pridani katalyzatoru jako je 4-
(dimethylamino)pyridin (DMAP) dochazi k mnohonasobnému zvyseni rychlosti reakce oproti
reakci nekatalyzované.'®

Protichtidnou reakci je hydrolyza, kdy dochdzi ke vzniku karboxylové kyseliny a
alkoholu. Reakce probiha dvoukrokovym adi¢né-elimina¢nim mechanismem. Nejdiive vznika
karboxylat reakci esteru s hydroxidovym aniontem, ktery je poté protonovan silnou kyselinou

za vzniku pozadovaného produktu.'®

3.6 Proléciva

Definice terminu prolécivo dle IUPAC je nasledujici: ,,ProléCivo je jakakoliv latka,
podléhajici biotransformaci pred tim, neZ se projevi jeji farmakologicky u¢inek.**°

Proléciva lze charakterizovat jako neaktivni, chemicky modifikované verze
farmakologicky ucinnych latek, které in vivo podléhaji pteméné za ticelem uvolnéni uc¢inného
l1é¢iva. Jsou to obvykle jednoduché molekuly a jejich pfeména vyzaduje jeden az dva
transformacni kroky.

Primérnim Gc¢elem vyuZiti proléciva je tedy snaha o zlepSeni charakteristik pivodniho
lé¢iva, at’ uz jde o fyzikdlni, farmakodynamické nebo farmakokinetické aspekty. To milizZe
zahrnovat napiiklad zvySeni rozpustnosti ve vodé¢ pomoci zavedeni polarnich nebo
ionizovatelnych skupin do molekuly léCiva. Zarovenn mize byt také Zadouci 1 maskovani
pritomnych polarnich a ionizovatelnych skupin za u¢elem zvy3eni lipofility ptivodniho lé¢iva.?!

Mezi bé€zné modifikované funkéni skupiny patii karboxylové kyseliny, aminy,
hydroxyly a karbonyly. Tyto skupiny mohou byt upraveny naptiklad syntézou estert, které
umoziuji lé¢ivu projit biologickymi membranami. Mezi dal§i modifikovatelné funkéni skupiny
patii guanidiny a amidiny, které jsou silné bazické a proto je prichod léCiva, jez je obsahuje

umoznén vlivem ionizace.??

H,N NH, H 3C)k NH,
guanidin amidin

Obrazek 2. Struktura guanidinu a amidinu
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Upravami struktury je také mozné ovlivnit biologicky pologas 1é¢iva nebo sniZit jeho
toxicitu. Proléciva se aktivuji az ve specifickych tkanich, coz umoziuje tkanove specificka
enzymaticka aktivita.?

Pro spravny ucinek proléciva v organismu je ovSem zadouci jeho efektivita, kterd je
podminéna nékolika faktory. Vazby v neaktivni ¢asti molekuly proléciva musi byt kovalentni,
ale zaroven snadno Sté€pitelné hydrolytickymi reakcemi, coz umoziiuje uvolnéni aktivni latky
az v biologicky relevantnim case. Dals§i neméné dilezitou podminkou je, aby zadnéd Cast
molekuly proléciva nevykazovala toxické vlastnosti a nepodléhala za fyziologického stavu
nezadoucim biotransformacim.?*

Idedlni modelové prolécivo vykazuje velmi dobrou schopnost absorpce, distribuce,
metabolismu, eliminace a toxicity, znamo také pod zkratkou ADMET, ktera mu dodava vyhodu
oproti matefskému 1é¢ivu.?

Proléciva nachdzeji uplatnéni mimo jiné i v doru¢ovani ti¢innych latek do CNS, ktera je
diky hematoencefalické bariéfe jednim z nejméné dostupnych organt.?® Uginnym piistupem ke
zvyseni koncentrace 1é¢iva v CNS je zvyseni lipofility matefského 1é¢iva. Aby byl tento ptistup
uspésny, musi mit prolécivo schopnost snadného priniku do mozku, biokonverze zpét na

matefské 1é¢ivo musi byt selektivni a dostatecné rychla, a matefské 1é€¢ivo musi vykazovat

dlouhodobou retenci v mozku.?’

3.7 Esterova skupina na hydroxylové funkci jako prolécivo

Jak jiZ bylo zminéno, proléciva nachazeji vyuziti v pfipadech, kdy G€inna forma léku
nespliuje zadouci charakteristiky pro efektivni doruéeni do cilové tkang. Rada 1é¢iv vykazuje
nizkou biologickou dostupnost nebo necili na poskozené buiiky. Tyto faktory mohou mimo jiné
vést i k poskozeni zdravych bunék &i 1ékové rezistenci.?®

Studie z roku 2018 uvedla, ze ptiblizn€ 10 % léCiv na trhu lze povazovat za proléciva,
coz odpovida vice nez 12 % vsech FDA schvélenych nizkomolekularnich G¢innych latek.?!

Pro mnoha 1é¢iva je zadouci ptitomnost karboxylové, hydroxylové nebo thiolové
funk¢ni skupiny, ovSem diky jejich vysoké polarité nelze takova proléciva vyuzit pro oralni
podani. V tenkém stfeveé pii pH 5-7 jsou totiz Castecné ionizovany, coz brani prichodu pies
stievni sténu.?’ Aby se tomuto zabranilo, vyuziva se maskovani esterifikaci molekuly. Uvadi
se, 7e zhruba 49 % vsech proléiv tvoii estery.?

Po ucinné absorpci v organismu dochézi k aktivaci proléciva esterdzami pritomnymi
v krvi, jatrech a dalSich tkdnich. Mezi bézné esterazy se fadi naptiklad karboxylesterazy nebo

acetylcholinesterazy.”?
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3.7.1 Estery kyseliny octové

I ptesto, Ze se acetaty tfadi mezi nejjednodussi estery, jsou mezi prolécivy hojné
zastoupené. Jako vyznamného piedstavitele acetatovych steroidnich proléciv lze zminit
abirateron acetat (ZYTIGA, iCeutica Inc.), ktery je vyuzivany k 1écb¢ metastatického nadoru
prostaty. In vivo dochazi k hydrolyze na aktivni latku abirateron, ktera je kliCovym inhibitorem
pii syntéze androgenti, coz nisledné efektivné zabrafuje vyvoji nadoru.>

Abirateron acetat mé lepsi peroralni dostupnost, zvySenou stabilitu a absorpci oproti
samotnému abirateronu, ktery navic velmi ochotné podléha hydrolyze esterdzami.*!

Mezi antiepileptika pro humanni medicinu se fadi acetatové prolécivo eslicarbazepin
acetat, na trhu znamé pod nazvy jako APTIOM (Sunovion Pharmaceuticals Inc.) nebo
ZEBINIX (Bial). Své uplatnéni naSlo pii lécbé parcidlnich epileptickych zachvati.
Transformuje se na aktivni latku eslicarbazepin, ktera inhibuje napét'ove fizené iontové kanaly

nachazejici se v mozku. Iontové kanaly jsou pak mén¢ nachylné k excitabilité, coz tlumi

projevy zachvati. >

Abirateron acetat Eslicarbazepin acetat

Obrazek 3. Struktury acetdtovych proléciv — Abiteron acetdtu a Eslicarbazepin acetdtu

3.7.2 Estery aminokyselin
Prolé¢iva mohou byt tvotfena i1 esterem AMK, navdzanim jeji a-karboxylové nebo a-

aminové skupiny na hydroxylovou funkci.

R O
P . 2 -, R )KrR
H,N” ~COOH R®OH O
NH,
Aminokyselina Matetské 1é¢ivo Ester

Schéma 3. Syntéza esteru z a-aminokyseliny a alkoholu
AMK jsou kli¢ové ptedevsim diky rozmanitosti svych funkénich skupin (napft. thio,
hydroxylova, karboxylova skupina), které mohou byt uzitecné pti navrhu prolé¢iv. AMK
obsahuji ve své struktuife amonny kation a karboxylovy anion. To zvySuje rozpustnost ve vodé
daného proléciva az o n&kolik ¥add, coZ je vyhodné pro oralni podani.
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Vétsina a-aminokyselinovych prolé¢iv ma jednu ztéchto skupin navazanou na
mateiské 1€Civo, coz rusi funkci zwitteriontu. Nicméné existuji i situace, kde a-AMK obsahuji
funk¢ni skupinu ve svém postrannim fetézci, jako je naptiklad —SH v cysteinu, —OH v tyrosinu,
—NH, v lysinu nebo —COOH v kyseliné asparagové, a tim padem si udrZi sviij dvojity naboj.>

Lze tict, ze rozpustnost proléciva je funkci polarni nebo nepolarni povahy postranniho
fetézce AMK a Ze zvyseni obsahu uhlikii rozpustnost ve vodé snizuje.*

I presto, ze jsou AMK soucasti vSech bunéénych membran, je nutné k jejich transportu
vyuzit specidlni pfenasece, které l1ze klasifikovat na zaklad¢ raznych faktora jako je pH nebo
substratova afinita.?

Mezi vyznamné transportéry AMK patii napiiklad LAT1 a LAT2, odpovidajici za
ptenos velkych neutralnich molekul z extracelularniho prostoru do intracelularniho. Konkrétné
LAT]I je transmembranovy protein, ktery je exprimovany na BBB a zprostfedkovava transport
hydrofobnich kyselin z krve do mozku. Mezi jeho substraty se fadi L-leucin, L-tryptofan a L-
fenylalanin. LAT1 tedy nachazi mozné uplatnéni v pfenosu prolé¢iv do CNS.?

Praktické vyuziti nalezly estery AMK, typicky valin, také v 1éCivech proti virim
acikloviru a gancikloviru. Jejich uc€inek spoc¢iva ve zlepSeni perordlni biologické dostupnosti
ucinné latky. ZlepSeni absorpce proléiva je zplsobeno piedevS§im transportem za pomoci
PEPT1, dipeptidového transportéru. Zajimavosti je, Ze transport je stereoselektivni, dochazi

tedy k pfenosu pouze L-valinu.**

Valganciklovir Valaciklovir

Obrazek 4. Struktury Valgancikloviru a Valacikloviru — proléciv gancikloviru a acikloviru
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Ke zlepseni vlastnosti kyseliny oleanové byly taktéz vyuzity AMK. Kyselina oleanova
je triterpenoid s protizanétlivymi a analgetickymi ucinky. Diky své nizké rozpustnosti ve vodé
ma ale velmi nizkou biologickou dostupnost. Bylo prokazano, ze zavedenim AMK na
karboxylovou skupinu Ize zlepsit jeji rozpustnost. Nejvice rozpustné byly propylen-glykolové
derivaty, které vykazovaly zaroven 1 stabilitu, biologickou dostupnost a zvySenou afinitu

1'35

k transportnimu enzymu PEPT Ve Schématu 4 je vyobrazeno porovnani rozpustnosti

ethylen-glykolového derivatu s propylen-glykolovym derivatem.

L-Valin
(0]
H;C Y CHj

Rozpustnost =25 ng/ml

L-Alanin, L-Valin

CHs

Kyselina oleanova
Rozpustnost = 0,012 pg/ml

Rozpustnost > 1 mg/ml

Schéma 4. ZlepSeni rozpustnosti kyseliny oleanové s vyuzitim AMK esterii jako proléciva. Pievzato a upraveno®

Estery AMK jako proléciva lze vyuzit i ke zlepSeni rozpustnosti matefské latky. V tomto
ptipadé€ nachéazeji uplatnéni predev§im D-AMK, které se na rozdil od L-AMK v ptirodé bézné
nevyskytuji, a tim padem nefiguruji jako substraty pro endogenni protedzy. Zaroven se

zlep3enou stabilitou dochazi i k prodlouzeni doby cirkulace latky v organismu.>¢

3.7.3 Estery kyseliny nikotinové

Kyselina nikotinova (niacin) je zékladni Zivinou pro spravnou funkci organismu,
vyuzivana k 1écbé pelagry a diive 1 dislipidémie. Nedavny vyzkum odhalil, Ze by niacin mohl
figurovat 1 pfi lécbé onemocnéni CNS jako je napiiklad Alzheimerova ¢i Parkinsonova
choroba.’’

Nikotinaty jsou zajimavou skupinou proléciv, ktera jesté neni zdaleka tak prozkoumana.
I pfesto maji nckolik vyznamnych zastupct, které jsou v klinické praxi vyuzivané.
V dermatologii se hojn¢ vyuziva myristyl nikotinat, vyvinuty specidln¢€ pro zlepsené podani
kyseliny nikotinové na kiizi, ktera slouzi ke zlepSeni kozni bariéry.>®

17



Jednim z proléciv morfinu je nikomorfin, 3,6-dinikotinatovy ester morfinu, vyuzivajici
se ve form¢ hydrochloridové soli pro své analgetické t€inky. Uvadi se, Ze je az tfikrat u¢innéjsi
v , , . ovr e v 39
nez samotny morfin, se srovnatelnymi vedlejSimi G€inky.
Nikomorfin vykazuje diky zavedené nikotinatové funkcni skupiné zvysSenou lipofilitu,

ktera umoziiuje lepsi a rychlejsi priichod do CNS, kde dochazi k metabolizaci na morfin.*

o 0] O
O
— _ 7 N\
Ny 7 \ ’\1 N=
Myristyl nicotinat Nikomorfin

Obrazek 5. Struktury nikotindtovych proléciv — Myristyl nikotindtu a Nikomorfinu

3.7.4 Dalsi priklady 1é¢iv s esterovou skupinou

Pro modifikaci hydroxylové ¢i amino skupiny se vyuZivaji také fosfatové estery.*”
Slouzi ke zvySeni rozpustnosti, kterd umoziiuje zlepSeni oralniho a parenteralniho podani 1é¢ivé
latky. Fosfatova proléciva zaroven vykazuji dobrou stabilitu. Jejich rychlou pfeménu na
mateiské 1€Civo umoziuji fosfatasy, nachazejici se v jatrech a epitelu stiev. Zaroven ve

srovnani s esterasami karboxylovych kyselin vykazuji stejné uinky jak v lidském organismu,

tak i u pokusnych zvitat.?

Q
_p-ONa*

@) o F\)

O'Na*
Fosfatasa
O
Prednisolon fosfat Prednisolon

Schéma 5. Enzymova defosfatace Prednisolon fosfatu

Ptikladem steroidniho fosfatového proléciva je prednisolon fosforeCnan sodny,
glukokortikoid, ktery je asi 30 krat rozpustnéj$i nez samotny prednisolon. Vyuziva se jako

imunosupresivum, je protizanctlivy a ma vasokonstrikéni ucinky. Spolecnosti FDA byl
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schvalen jiz v roce 1973 pro 1écbu alergickych stavii, ocnich zanéth nebo dermatologickych
onemocnéni.*!

Flumetason pivalat je kortikosteroid, ktery vznika esterifikaci flumetasonu na uhliku C-
21 pivalovym radikalem. Je vyuzivany pro své pozitivni u¢inky na pokozku postizenou
psoridzou, ekzémem, dermatitidou nebo alergiemi. Bojuje proti zaCervenani, svédéni a otokiim
kiize.*> Pod komerénim nazvem LOCORTEN byl prodédvan firmou NOVARTIS jako topicky
krém. Ovsem diky neurotoxickym ucinkiim byl pozdéji stazen z prodeje.** Momentalné se
Flumetason pivalat nejvice vyuziva ve form¢ roztoku v kombinaci s Clioquinolem pro 1écbu

zan&t vnéjsiho ucha.

Cl
N
—
I N
OH
E
Flumetason pivalat Clioquinol

Obrazek 6. Struktury Flumetason pivalatu a Clioquinolu

V chemii proléciv lze kromé estertt vyuzit i dal$i funkéni skupiny, které mohou
pozitivné ovlivnit farmakologické vlastnosti proléciva a umoznit jeho prichod pies membrany.

Za zminku stoji pfedevSim karbonaty, karbamaty, ethery, amidy ¢i iminy.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Synteticka strategie

Cilem této bakalafské prace bylo pfipravit sérii proléciv za ucelem potencialniho
vylepSeni jejich rozpustnosti, permeability a stability. Byly vybrany allopregnanolon a
dehydroepiandrosteron, jako piedstavitelé dvou rtznych strukturnich rodin pregnant a
androstanii a také jako hlavni pfedstavitelé neurosteroidii s vyznamnym terapeutickym
neuroprotektivnim potencidlem. Pfipravené latky budou v budoucnu také pouzity v ramci
bézicich grantovych projektd pro studium neuroprotektivnich latek s antikonvulzivnim
ucinkem a pro vyvoj novych formulaci neurosteroidi. Z vychozich materidld byly
syntetizovany latky s modifikovanou hydroxylovou skupinou na uhliku C-3 na zakladé literarni
reSerse s potencidlné zlepSenymi farmakologickymi parametry. Byly pfipraveny série acetati,
chranénych esteri AMK a nikotinatl, u kterych byla srovnavana efektivita pfipravy a jiz

zminéné farmakologické vlastnosti.
4.2 Priprava vychozich latek

4.2.1 Dehydroepiandrosteron
Latka 1 3pB-hydroxy-androst-5-en-17-on je v naSi laboratofi pfipravovdna v
multimolarnim mnozstvi dle zndmého postupu®® hydrolyzou acetitu, ktery je komeréné

dostupny. Jeho syntéza tedy nebude v této praci zminéna.

4.2.2 Allopregnanolon
Latka 3B-hydroxy-5Sa-pregnan-20-on (6) byla piipravena dvou krokovou syntézou dle

literarniho postupu,*® kterou popisuje nasledujici schéma (Schéma 6).

(@)
O O
1. PPh;, C¢HsCOONa
Pd/C 2. DIAD, TFA
—_— —
70 °C g bezvodny THF . |
HO N Y HO" H
HO H H
Isopregnanolon 12 Allopregnanolon 6
50 % 25 %

Schéma 6. Schéma dvou krokové syntézy allopregnanolonu.

Vychozi pregnenolon (11) byl hydrogenovan s 10% palladiem na uhli za mirného
ptetlaku vodiku. Pregnenolon se velmi obtizné rozpoustél v methanolu, tudiz bylo pfidano malé

mnozstvi chloroformu. Byl pfipraven meziprodukt 3f-hydroxy-5a-pregnan-20-on 12. Surovy
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produkt 12 s vytézkem okolo 14 % byl krystalizovan ze smési ethyl-acetat:n-heptan, ovsem
nedoslo ke kompletnimu rozpusténi v ethyl-acetatu. Krystalizace byla uspésn¢ provedena az s
vyuzitim smési methanol/dichlormethan. S ohledem na nizky vytézek bylo predpokladano, ze
vétsSina produktu zlstala na katalyzatoru. Po opakovaném promyti smeési aceton/chloroform byl
ziskan produkt 12 s vytézkem 95 %. Analyza reakéni smési pomoci 'H NMR odhalila
ptitomnost latky s dvojnou vazbou. Proto byl experiment opakovan s postupem jiz zminénym
nize. Niz8i vytézek meziproduktu 12 (50 %) mohl byt zptisoben nedostate¢nou izolaci produktu
od katalyzatoru.

Meziprodukt 12 a produkt 3oa-hydroxy-So-pregnan-20-on 6 jsou vzijemné
stereoizomery a bylo tedy tfeba vhodné& izomerizovat B-hydroxy skupinu v poloze C-3 na
pozadovanou o konformaci (produkt 6). Pro tento ucel byla zvolena Mitsunobu reakce
probihajici Sx2 mechanismem. Literatura naznacuje, Ze reakce mize probihat ptes betainovy

intermediat, oviem zaleZi na potadi ptidavani ¢inidel do smési.*®

Schéma 7. Vznik betainového intermediatu reakci diisopropylazodikarboxylatu a trifenylfosfinu

My jsme postup optimalizovali dle osvéd¢ené metody v nasi laboratofi. Nejprve byla
latka 12, PPh; a benzoat sodny rozpustény v tetrahydrofuranu (THF). Benzoat sodny byl do
smési ptidan za u¢elem urychleni reakce.*® Za snizené teploty 0 °C byl ptidan DIAD a TFA, za
vzniku aduktu (DIAD- PPh3"). Druhym krokem reakce je ptesun PPhs" na alkohol (latka 12).
Byl pfipraven produkt 6 s vytézkem 25 %. Nizs§i vytézek mohl byt zpiisoben neuplnym

vysrazenim surového produktu.
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Schéma 8. Obecny mechanismus Mitsunobu reakce. Prevzato a upraveno48.

4.3 Priprava steroidnich C-3 acetati
Estery s acetatovou skupinou byly pfipraveny z vychozich sloucenin 1 a 6 acetylaci

anhydridu kyseliny octové v pyridinu za laboratorni teploty, za vzniku produktti 2 a 7 (Schéma

9).
O 0]
o O
HO pyridin, Ty, )J\O
1 2
81 %
0] (@)
o O
/lko)J\ ,DMAP 0
2 pyridin, Ty, )J\ B
HO ; ; 0 g
7
6 55 %

Schéma 9. Katalyzovana a nekatalyzovana priprava acetatii 2 a 7 reakci s acetanhydridem

Reakce s vychozi latkou 1 poskytla surovy produkt 17-oxo-androst-5-en-33-yl acetat
(2). K rekrystalizaci latky 2 byla vyuzita smés aceton/n-heptan. Vysledny vytézek reakce byl
81 %.

Pti ptipravé latky 20-oxo-5a-pregnan-3a-yl acetatu (7) byl do reakéni smési ptidan jako
nukleofilni katalyzator DMAP (1 mmol DMAP na 10 mmol latky). Ugelem bylo praktické

porovnani vytézkl reakce v a bez pritomnosti DMAP. Krystalizace byla u tohoto derivatu

pravdépodobné zpiisobeno pfidanim piiliSného mnozstvi rozpoustédla.
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Nasledn¢ byl surovy produkt krystalizovan pouze v etheru. Doslo k jeho ¢astecnému
rozpuSténi a vzniku krystalické latky, ovSem bez matecného louhu. Po zméfeni Cistoty za
pomoci LC-MS, byla zjisténa adekvatni Cistota latky 7 a tudiz byla krystalizace povazovéna za
uspéSnou. Vytézek acetylace latky 7 byl 55 %. Porovnanim vytézki obou acetatl bylo

vvvvvv

katalyzatoru v priibéhu reakce a naslednou komplikovanou krystalizaci surového produktu 7.

4.4 Priprava chranénych derivati aminokyselin

N-Boc chranéna esterovd proléciva byla piipravena podle literatury® za vyuziti
enantiomert Boc-L-valinu a Boc-D-valinu. Tyto chranéné AMK byly ziskany v rimci UOCHB
z laboratofe dr. Pavla Majera a v textu nebudou diskutovany. Reakce jsou zndzornény ve

Schématu 10.

L-enantiomery D-enantiomery
0 0 0
o /Eigjé (—a_ 4}3» )\)?\ /(:'(5%
)ﬁ)ko HO <0
O.__NH O._NH
>y ; ; >y )
0 3% o o © 2%  Q
a b
O - )\)(J)\
N HO™ - g
)\Hko H : | :
>(O\ﬂ/ NH XOT NH
(e} 9 6 ) 8
36 % 63 %

Schéma 10. Priprava Boc-chranénych valinatit a) DMAP, EDCI - HCI, Boc-L-Valin, Tia, CH>Cls, a) DMAP, EDCI -
HCI, Boc-D-Valin, Ty, CH>Cl>

Z latky 1 byly ptipraveny latky 17-oxo-androst-5-en-3B-yl (tert-butoxykarbonyl)-L-
valinat (4) a 17-oxo-androst-5-en-33-yl (tert-butoxykarbonyl)-D-valinat (3). Z vychozi latky 6
byly pfipraveny 20-oxo-5a-pregnan-3a-yl (tert-butoxykarbonyl)-L-valinat (9) a 20-oxo-50-

vvvvvv

syntézy s Boc-D-valinem, které mély podstatné lepsi vytézky (Schéma 10). Diivodem by mohla

byt rozdilna reaktivita Cinidel.
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4.5 Priprava C-3 steroidnich nikotinatia
Prvni pokusy o pfipravu 17-oxo-androst-5-en-33-yl nikotinatu (5) s vyuzitim 1,5 ekv.
nikotinoyl chlorid hydrochloridu v pfitomnosti baze byly neuspésné. Reakce byla provedena v

suchych rozpoustédlech za reakénich podminek, jak je znazornéno ve Schématu 11.

HO X 0

Schéma 11. Priprava androst-5-en-17-on-3 -yl nikotindtu a) nikotinoyl chlorid hydrochlorid, tributylamin, Ar, 60 °C, pyridin;
b) nicotinoyl chlorid hydrochlorid, DMAP, Ar, 60 °C, pyridin

'H-NMR prokazalo pouze pik charakteristicky pro hydroxy skupinu (3,95 ppm) vychozi
latky. Ke vzniku zadaného produktu 5 doslo az po pridani 3 ekv. nikotinoyl chlorid
hydrochloridu na 1 ekv. vychozi latky 1. Pevna latka byla rozpusténa v suchém pyridinu a
reakce byla katalyzovana pomoci DMAP (1 ekv.). Esterifikace probéhla po 12 hodinach za
zvysené teploty 50 °C. Po extrakci byl v organické fazi nalezen zlstatek pyridinu,
pravdépodobné nedostatecnym vytfepanim, ktery byl odstranén opakovanym odpafenim
vzorku s toluenem. '*C-NMR spektrum prokézalo vznik produktu 5 s charakteristickymi piky:
221,2 (C-17); 164,6 (C-17); 122,5 (C-6); 75,2 (C-3). Elementarni analyza potvrdila odpovidajici
procentualni zastoupeni atomu dusiku v molekule.

Stejny postup byl opakovan pro syntézu latky 10 z vychozi latky 6. Vytézek této reakce
(55 %) byl v porovnéni s produktem 5 (24 %) vyrazné lepsi.

4.6 Cistota latek

Cistota viech latek byla zajidténa rekrystalizaci surového produktu nebo piecisténim
sloupcovou chromatografii. Kontrola ¢istoty byla poté provadéna pomoci HPLC-ELSD-MS.
HPLC-ELSD-MS (angl. high-performance liquid chromatography coupled with evaporative
light scattering detection and mass spectrometry) je separacni technika kapalinové
chromatografie s detektorem rozptylu svétla a hmotnostni spektrometrii, slouzici k separaci a
detekci molekul. Metoda HPLC vyuziva afinity analyth k mobilni a stacionarni fazi. V tomto
piipadé byla vyuzita chromatografie s reverzni fazi, kdy je stacionarni faze tvoiena silikagelem
s nepolarnimi organickymi skupinami, a mobilni faze je polarni.’® Nasledna detekce byla
provedena pomoci kvadrupoélu, zaroven s potvrzenim Cistoty separovaného vzorku.
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Hmotnostni spektrometr se sklada z iontového zdroje, analyzatoru a detektoru iontt.
V tomto piipad¢€ bylo ionizace dosdhnuto pomoci specidlniho druhu dudlni ionizace, konkrétné
chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a elektrosprejové ionizace (APCI&ESI).
Jedna se o kombinaci, kterd zajist'uje méfeni vétsSiho mnozstvi rozmanitych vzorki. Nasledné
rozdéleni iontl podle poméru m/z, kde m je hmotnost iontu a z pocet elementarniho naboje
zajisStuje hmotnostni analyzator — jednoduchy kvadrupdl. Naslednd detekce je provadéna
pomoci fotondsobi¢e. ELSD predstavuje univerzalni detektor pro stanoveni necistot
separovanych HPLC. Nabizi jednoduchy a spolehlivy systém métici mnozZstvi rozptyleného
svétla ¢asticemi analytu, zaloZeného na tfech procesech — zmlZovani (nebulizace), odpatrovani
a detekce. Jedna se o detektor méftici bez ohledu na spektralni vlastnosti latek, kde je zdsadni
absolutniho mnozstvi analytu.”!
Je vhodnou volbou pro urceni Cistoty na bdzi aerosolu pii analyze steroidnich latek. Jednd se
totiz o analyty, které jsou netékavé, a nckteré nejsou schopny absorbovat nad 200 nm.
S ohledem na optické vlastnosti danych latek, ELSD umoziiuje analyzu sloucenin bez
chromoforu ¢i fluoroforu v molekuldrni struktuie.
Spojeni HPLC-ELSD-MS zarucuje Siroké pokryti spektra stanovovanych latek vcetné
informaci o struktufe s identifikaci ptipadnych necistot. MS poskytuje vysokou spolehlivost a

citlivost, ELSD umoziuje detekci sloucenin bez optickych vlastnosti pro detekci.
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4.6.1 Parametry méreni Cistoty
HPLC — gradientova eluce
A: H2O, MeOH, FA (950:50:1);

Mobilni taze B: ACN
Pratok mobilni faze 0,6 ml/min
Teplota kolony 40 °C
Objem nastiiku 1 uL

Kolona C8-120
MS
Ionizace APCI&ESI
DL teplota 250 °C
Heat block teplota 400 °C
Néboj 0,9 eV
ELSD
Evaporacni teplota 50 °C
Odezva 12
Tlak plynu 350 kPa

Tabulka 1. Parametry mérent cistoty syntetizovanych derivatii.

4.7 Farmakologické vlastnosti steroidnich derivati

U syntetizovanych derivati byly zméteny charakteristiky, které vypovidaji o schopnosti
latky figurovat jako prolécivo. NiZe uvedené experimenty byly méfeny v rdmci vnitrotstavni
spoluprace Karlem Kudla¢kem a Timotejem Strmeitiem. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 3.
Bylo zjisténo, ze zvolené prodrug skupiny nezlepSuji ani rozpustnost, ani priichod latek ptes
membranu v PAMPA eseji. Vysokd stabilita latek byla pravdépodobné zpiisobena nizkou
rozpustnosti latek v eseji, a tudiZ ani nemohlo dojit k jejich metabolizaci mikrosomy.

V ramci této bakalaiské prace byla testovana kineticka a termodynamicka rozpustnost
derivatl. Jako zasobni roztok byl pfipraven 20 mM roztok vzorku (5 pmol) rozpusténého
v DMSO. Redénim tohoto zasobniho roztoku smési fosfatového pufru (PBS) a acetonitrilu
(50:50) byly ptipraveny jednotlivé kalibra¢ni standardy.

Kineticka rozpustnost byla métena ve vzorcich obsahujicich 10 pl zdsobniho roztoku a

990 ul PBS. Takto piipraveny roztok byl michan 60 minut a nasledné centrifugovan po dobu
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10 minut. Pro méfeni termodynamické rozpustnosti byly pfipraveny vzorky obsahujici 0,4 pmol
steroidni latky a 1000 ul PBS pufru. Vzorek byl michan po dobu 24 hodin a centrifugovan opét
po dobu 10 minut. K vyhodnoceni rozpustnosti byla vyuzita kalibrace vnéjsiho standardu. Pro
posouzeni Cistoty vzorku byly vypocitany relativni plochy pikit metodou vnitini normalizace.
Rozpustnost 1ze hodnotit pouze v ptipad¢, ze vzorek obsahuje jediny analyt nebo zanedbatelné
mnozstvi jinych analytt. Hlavni analyt je ve vzorku stanoven jako pik s nejvétsi plochou,
v ptipad¢ pritomnosti chromoforu pak lze tento analyt se znalosti jeho struktury identifikovat

podle UV absorp¢niho spektra.

Kinetické a termodynamické rozpustnost

Thermo Scientific Accucore Phenyl-hexyl;
Kolona
(100%3 mm; 2,6 pm)
Mobilni faze Acetonitril; SmM mravenéanovy pufr
Pratok mobilni faze 0,8 pl min™!

Teplota kolony 40 °C
Teplota detektoru 30 °C
Objem nastiiku vzorku 5ul
Detekce CAD

Tabulka 2. Podminky méreni kinetické a termodynamické rozpustnosti

Nésledné byla testovana mikrosomalni stabilita. Smési latek a verapamilu byly
aplikovany do mikrodesek a poté preneseny do mikrodesek polypropylenu. Do kazdé
mikrodesky bylo pfidino NADPH, roztok chloridu hote¢natého v tris pufru a mikrosomy.
Deska byla poté pokryta krystalografickou paskou a inkubovéna pti 37 °C. Béhem inkubace
byly postupné ptiddvany mikrosomy a po 45 minutach reakci byla zastavena piidanim
acetonitrilu. Po centrifugaci a ekvilibraci byly vzorky ptevedeny do dalSich mikrodesek a
ziedény methanolem. Pro ovéfeni linearity signali byly pfipraveny kalibra¢ni kiivky s
odli$nymi objemy DMSO roztokd.

Pii méteni prichodu latek membranou v PAMPA eseji byly nejprve latky zfedény z 10
mM roztoku v DMSO na konec¢nou koncentraci 100 uM ve 50 mM TRIS pufru (pH =7,4) a
rozdéleny do tii alikvotl. Tyto roztoky byly pieneseny do donorovych jam PAMPA desticky.
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Do akceptorovych jamek bylo pfeneseno 200 pl 50 mM TRIS pufru s 1% DMSO. Desticka

byla inkubovana po dobu 5 hodin pfi pokojové teploté. Po inkubaci byly roztoky z donorovych

a akceptorovych jam pieneseny do oddélenych 96 jamkovych desti¢ek a zmrazeny pii -20 °C

do doby analyzy. Pfed analyzou byly vzorky rozmrazeny a ziedény podle jejich detekcnich

limith v LC-MS s 50% nebo 100% acetonitrilem ve vod¢ obsahujici 40 nM tolbutamid jako

vnitini standard. Ziedéné roztoky v 96 jamkovych destickach byly uzavieny hlinikovou folii a

umistény do autosampleru LC-MS. Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny ze stejnych DMSO

zéasobnich roztokt, které byly pouzity pro test s podobnou matrici.

Latka Stabilita v krysich mikrosomech Permeabilita v PAMPA eseji Rozpustnost
clearance Kineticka )
v (min) (L/min/mg Pe SD Pe Retence Recovery rozpustnost Termodynamicka
(min) (-109 (-109 (%) (%) rozpustnost (uM)
protein) (uM)
DHEA (1) <5 >275 23,9 3,6 55,3 44,7 73 54
2 32,4 13,3 42,7 <1,7 99,4 0,6 4,3 3.4
3 >45 9,7 <0,5 98,7 1,3 <2 <2
4 >45 <2 <0,1 95,8 4,2 <2 <2
5 >45 <2 0,0 0,0 98,6 1,4
ALLO (6) 43,7 9,5 31,4 1,6 0,2 96,3 3,7 43 4
7 >45 5,2 <0,2 99,8 0,2 <2 <2
8 >45 <2 0,0 0,0 95,9 4,1 <2 <2
9 >45 5,6 <0,2 97,6 2.4 <2 <2
10 >45 11,2 <0,1 100,0 0,0 <2 <2
Verapamil 39,8 34,6 35,3 28,7 71,3

Tabulka 3. Vysledné hodnoty méreni mikrosomalni stability, permeability a kinetické a termodynamické rozpustnosti

steroidnich derivatii
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S Experimentalni ¢ast

5.1 Obecné postupy a chemikalie
Komeréné dostupné chemikalie a sucha rozpoustédla (pyridin) byly zakoupeny u Merck Life
Science spol. s r.0., Praha, Ceska republika a byly pouZity bez dal§iho &isténi. Reakce, u kterych
nebyla vyuzita suchd rozpoustédla, byly provedeny s vyuzitim destilovanych rozpoustédel. Pro
odpareni rozpoustédel byla pouzita rotacni vakuova odparka.
Reakce, které vyzadovaly inertni podminky, byly provedeny s vyuzitim atmosféry argonu,
popiipad¢ dusiku. Pribeh reakci byl sledovan pomoci TLC chromatografie (tenkovrstva
chromatografie), pro kterou byly vyuzity TLC desticky Merck Slikagel 60 F254. Detekce latek
byla provedena pomoci smési MeOH/ konc. HxSOs4 (10/1) snéslednym zahtatim
horkovzdusnou pistoli. Flash chromatografie byla provedena na pfistroji puriFlash 5.250
(Interchim, Montlugon, Francie). Jako staciondrni faze byl pouzit silikagel (Merck 40-63 um)
a ELSD detektor. Méfeni optické rotace bylo provedeno na pfistroji AUTOPOL IV (Rudolf
Research Analytical, Hackettstown, NJ). VSechny vzorky o pfislu§né koncentraci byly méfeny
pti teploté 20 °C a vlnové délce zateni A = 589 nm. Jako rozpoustédlo byl pouzit chloroform.
NMR spektra byla méfena na spektrometru Bruker Advance IIIT HD 400 MHz (400 MHz
pro 'H spektra a 101 MHz pro '*C spektra). Chemické posuny jsou uvadény v ppm (J) a
referencovany na pouzité rozpoustédlo (CDCls, 7,26 pro 'H NMR a 6 77,16 pro *C NMR).
Spektra vzorkli byla zpracovana v programu MestReNova. FTIR spektra byla méfena na
spektrometru Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA), vybaveném standardnim zdrojem MIR,
KBr rozdélovaem paprskt a DTGS detektorem v ATR-FTIR modu s vyuzZitim ATR hranolu
(Spike Technologies, USA) v rozsahu 4000-600 cm™'. Spektrum vodni pary bylo vzdy
odecteno.
M¢éteni hmotnostnich spekter bylo provedeno pomoci pfistroje LTQ Orbtrap XL (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA) s vyuzitim ionizace elektrosprejem a APCI. Pro elementarni
analyzu byl vyuzit automaticky analyzator PE 2400 Series Il CHNS/O (PerkinElmer, Waltham,
MA), k pfesnému navazeni vzorku byly pouzity Sestimistné mikrovdhy MX (Mettler Toledo,
Svycarsko).

Stanoveni rozpustnosti bylo provedeno pomoci kapalinového chromatografu Vanquish
UHPLC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) vybaveném kvartérni pumpou (VC-P20-A-
01). Absorpcni DAD detektor pracuje pti vinovych délkach 190-800 nm.
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5.2 Syntéza derivati
Piiprava 17-oxo-androst-5-en-3f-yl acetatu (2)
8 o Acetanhydrid (3 ml, 29 mmol) byl pfidan do roztoku latky 1
19 y (1 g; 3,47 mmol) v pyridinu (5 ml) a reakéni smés byla
O michana 24 hodin pii laboratorni teploté. Poté bylo do reakéni

o

odsata na Biichnerové nalevce. VysuSena srazenina byla rozpusténa v ethylacetatu (10 ml) a

smési piidano 25 ml vody a vznikla srazenina produktu byla

organicka faze byla promyta vodnym roztokem kyseliny chlorovodikové (5%, 2 x10 ml),
destilovanou vodou (10 ml) a nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (2
x10 ml). Organickd faze byla suSena nad bezvodym siranem sodnym a rozpoustédla byla
odpafena na rotacni vakuové odparce. Krystalizace surového produktu (915 mg) ze smési
ethylacetat/n-heptan (1:6) poskytla produkt 2 ve formé bilych krystalti s vytézkem 810 mg (81
%): b.t. 165 — 167,3 °C. [a]p-5,1 (c 0,307; CHCI3). 'H NMR (401 MHz, CDCls): § 5,41 (1H,
dt, JI1 =5.1 Hz, J2 = 1.4 Hz, H-6); 4,65 — 4,56 (2H, m, H-3); 2,03 (3H, s, acetat); 1,05 (3H, s,
H-19); 0,88 (3H, s, H-18). 3*C NMR (101 MHz, CDCls): § 221,2 (C-17); 170,7 (acetat); 140,1
(C-5); 122,0 (C-6); 73,9 (C-3); 51,8; 50,3; 47,7; 38,2; 37,1; 36,9, 36,0; 31,6; 31,6; 30,9; 27,8;
22,0; 21,6; 20,5; 19,5; 13,7. IC (CHCI3): 2963, 2950 (CH3); 2938 (CHy); 1730 (C=0, keton);
1730, 1717 (C=0, ester); 1255 (C-0O, ester). HR-MS (ESI+) m/z: pro C21H3003Na [M+Na]
vypocteno 353,2087; nalezeno 353,2085. Pro C21H3003 (330,2195) vypocteno 76,33 % C; 9,15
% H; nalezeno 76,20 % C; 9,12 % H.

Piiprava 17-oxo-androst-5-en-3f-yl (fert-butoxykarbonyl)-D-valinatu (3)
8 o V baiice byla smichéna latka 1 (374 mg; 1,3 mmol) s 4-

19 J (dimethylamino)pyridinem (122 mg; 1 mmol). Smés byla

UJ\ pod atmosférou argonu rozpuSténa v destilovaném
3 .

e 2 170 chloroformu (26,5 ml) a byl pfikapdn  N,N-

HN\Boc diisopropylethylaminu (0,35 ml; 2 mmol). Za stalého

michani byl pfidan  N-(fert-butoxykarbonyl)-D-valin (434 mg; 2  mmol),
ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (383 mg; 2 mmol) a smés byla michéna
za laboratorni teploty 24 hodin. Nésledn¢ byla reak¢éni smés odpafena na rotani vakuové
odparce, odparek byl rozpusStén v dichlormethanu (70 ml) a organicka faze byla promyta
destilovanou vodou (2 x 15 ml). Separovana organicka faze byla suSena nad bezvodym siranem

sodnym a odpafena na rotacni vakuové odparce. Izolace za pomoci flash chromatografie
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(petrolether/ethylacetat, grad. 0-20 %) poskytla 306 mg krystalické latky 3 (82 %): b.t. 100,4 —
105,3 °C. [a]2° +9,6 (c 0,280; CHCI3). 'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 5,41 (H, d, H-6); 4,72 —
4,62 (H, m, H-3); 4,18 (H, dd, JI = 8.7 Hz, J2=4.3 Hz, H-2"); 1,44 (9H, s, 3 x CH3); 1,05 (3H,
s, 3H-19); 0,97 (3H, s, H-4"); 0,96 (3H, s, H-5"); 0,88 (3H, s, H-18). 1*C NMR (101 MHz,
CDCl3) 6 207,1 (C-17); 171,9 (C-17); 155,8 (C=0, Boc); 139,8 (C-5); 122,2 (C-6), 74,7
(C(CHa3), Boc); 51,8 (C-3); 50,3; 47,7; 38,2; 37,0; 36,9; 36,0; 31.6; 31.5; 31,1 (3C); 30.9; 28,5
(2C); 27.9; 22,0; 20,5; 19,5; 19,1; 18.5; 17,7; 13,7. IC (CHCl5): 2969 (CH3); 2939 (CHy); 1732
(C=0, keton); 1732 (C=0, ester). HR-MS (ESI) m/z (%): pro C20HssNOsNa [M + Na']
vypocteno 510,3190; nalezeno 510,3186. Pro C29H4sNOs (487,6810) vypocteno 71,42 % C;
9,30 % H; 2,87 % N; nalezeno 71,47 % C; 9,17 % H; 2,68 % N.

Priprava 17-oxo-androst-5-en-3p-yl (zert-butoxykarbonyl)-L-valinatu (4)

18 o Byla navazena latka 1 (374 mg; 1,3 mmol) a 4-
17

19 (dimethylamino)pyridin (122 mg; 1 mmol). Pod

He) atmosférou argonu byl ke smési prikapan destilovany
A2 .. .

5.)\H11'\O chloroform (26,5 ml) a N,N-diisopropylethylamin (0,348

HN\Boc ml; 2 mmol). Nésledné byl za stalého michani pfidan N-

(tert-butoxykarbonyl)-D-valin (434 mg; 2 mmol) a ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid
hydrochlorid (383 mg; 2 mmol) a smés byla michéna za laboratorni teploty 24 hodin. Dle TLC
chromatografie (petrolether/ethylacetat, 8:2) obsahovala reakéni smés malé mnozstvi vychozi
latky, 1 pfesto bylo provedeno néasledné zpracovani. Rozpoustédlo bylo odpateno na rotacni
vakuové odparce a odparek byl rozpustén v dichlormethanu (70 ml). Organickad faze byla
promyta destilovanou vodou (2 x15 ml), nasledné suSena nad bezvodym siranem sodnym a
odparena na rotacni vakuové odparce. Za pomoci flash chromatografie (petrolether/ethylacetat,
grad. 0-20%) bylo izolovano 198 mg (53 %) bilé krystalické latky 4: b.t. 152,7 — 156,8 °C.
[a]Z® +0,9 (c 0,305; CHCIl3). '"H NMR (400 MHz, CDCls) § 5,43 — 5,39 (1H, m, H-6); 5,02
(1H, d, J = 8.8 Hz, H-3); 4,18 (H, m, H-2"); 1,44 (9H, s, 3 x CHz3); 1,05 (3H, s, 3H-19); 0,97
(3H, s, H-4"); 0,96 (3H, s, H-5"); 0,89 (3H, s, H-18). 3C NMR (101 MHz, CDCls) § 207,1 (C-
17); 171,9 (C-17); 139,8 (C-5); 122,3 (C-6); 74,7 (C(CHa3)3, Boc); 51,8 (C-3); 50,3; 47,7; 38,2;
37,0; 36,9; 36,0; 31,59; 31,53; 31,1 (3C); 30,9; 28,5 (2C); 27.8; 22,0; 20,5; 19,5; 19,1; 18,6;
17,7; 13,7. 1C (CHCl3): 2969 (CH3); 2938 (CHa); 1732 (C=0, keton); 1732 (C=0, ester). HR-
MS (ESI) m/z (%): pro C20H4sNOsNa [M + Na'] vypoéteno 510,3190; nalezeno 510,3186. Pro
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C29H4sNOs (487,6810) vypocteno 71,42 % C; 9,30 % H; 2,87 % N; nalezeno 71,63 % C; 9,17
% H; 2,72 % N.

Priprava 17-oxo-androst-5-en-3f3-yl nikotinatu (5)

8 o Smés latky 1 (400 mg; 1,4 mmol), nikotinoyl chloridu
17

19 hydrochloridu (741 mg; 42 mmol) a 4-

0 (dimethylamino)pyridinu (169 mg; 1,4 mmol) v bafice byla

| Y7170 e vloZzena do ledové lazn€ s michadlem. Pod atmosférou
N~ argonu byl pifikapan suchy pyridin (69 ml). Smés byla

michéna do rozpusténi pevné latky a poté ponechdna v termostatu 24 hodin. Nasledné byla
reakéni smés nalita do smési vody a ledu (500 ml) a ponechana ke srazeni 24 hodin. Pevna faze
byla odséta na Biichnerové nalevce a promyta destilovanou vodou (10 ml). Po vysuSeni byla
latka 5 pieciSténa sloupcovou chromatografii (chloroform/aceton, grad. 0-2 %). Reakce
poskytla produkt 5 ve formé bilych krystalii o navazce 95 mg (24 %): b.t. 270,3 — 275,5 °C.
[a]3° +22,2 (c 0,349; CHCl3). 'H NMR (401 MHz, CDCls) § 9,23 (1H, m, arom.); 8,77 (1H,
m, arom.); 8,32 (1H, m, arom.); 7,41 (1H, m, arom.); 5,47 (1H, d, /= 4,8 Hz, H-3); 4,95 — 4,86
(1H, m, H-6); 1,11 (3H, s, H-19); 0,90 (3H, s, H-18). 3C NMR (101 MHz, CDCl5) § 221,2 (C-
17); 164,6 (C-17); 152,9 (arom.); 150,6 (arom.); 139,8 (C-5); 137,6 (arom.); 126,9 (arom.);
123,6 (arom.); 122,5 (C-6); 75,2 (C-3); 51,9; 50,3; 47,7, 38,2; 37,1; 36,9; 36,0; 31,6; 31,6; 31,0;
27,9; 22,0; 20,5; 19,5; 13,7. IC (CHCl3): 1732 (C=0, ester); 1720 (C=0, keton); 1592; 1290
(C-O). HR-MS (APCI) m/z (%): pro C2sH31NO3CIP vypocteno 393,2; nalezeno 394,2. Pro
C25H31NO3 (393,23) vypocteno 76,30 C; 7,94 H; 3,56 N; nalezeno 75,96 C; 7,89 H; 3,39 N.

Priprava 3p-hydroxy-Sa-pregnan-20-onu (12)

18 o Latka11 (24 g; 76 mmol) byla rozpusténa ve smesi methanolu (100

19 7 ml) a chloroformu (50 ml), jako katalyzator bylo ptiddno palladium

na uhliku (2,4 g). Reakéni smés byla pfivedena k varu pod

HO : atmosférou argonu, ktery byl nasledné vyménén za vodik a smés
" byla michéna 4 hodiny. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci

TLC chromatografie (petrolether/ether, 1:1). Smés byla prefiltrovana ptes silikagel a kiemelinu,
promyta chloroformem (20 ml) a rozpoustédla byla odpafena na rotacni vakuové odparce.
Krystalizace ze smési methanol/dichlormethan (9:1) poskytla bilou krystalickou latku 12 o

hmotnosti 11,9 g (50 %): b.t. 190,4 - 194,6 °C. [a]3° +86,3 (c 86,3; CHCl3). 'H NMR (400
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MHz, CDCI3) & 3,63 — 3,48 (1H, m, H-3); 2,54 — 2,48 (1H, m, H-17); 2,16 (3H, s, H-21); 0,80
(3H, s, H-19); 0,60 (3H, s, H-18). 3C NMR (101 MHz, CDCls) § 209,9 (C-20); 71,4 (C-3);
64,0; 56,9; 54,4; 45,0; 44,4; 39,2; 38,3; 37,2; 35,7, 35,6; 32,2; 31,7; 31,6; 28,7; 24,6, 22,9; 21,4;
13,6; 12,5. IC (CHCl3): 2969 (CH3); 2933 (CH>); 1698 (C=0). HR-MS (ESI) m/z (%): pro
C21H30:Na [M + Na'] vypoéteno 341,2451; nalezeno 341,2450. Pro C21H30, (316,24)
vypocteno 79,19 C; 10,76 H; nalezeno 79,54 C; 10,79 H.

Piiprava 3a-hydroxy-5a-pregnan-20-onu (6)
18 o Latka 12 (11 g; 34,8 mmol), trifenylfosfin (11,19 g; 42,7 mmol) a

19 7 benzoat sodny (6,05 g; 42 mmol) byly vysuSeny pod vakuem.
K této smési byl za stalého michani v nasledujicim potadi ptidan
HO™ H tetrahydrofuran (102 ml), diisopropylazodikarboxylat (8,36 ml) a

kyselina trifluoroctova (8,36 ml). Reakce byla provedena v ledové
lazni pod atmosférou argonu. Reakéni smés byla takto michana po dobu 48 hodin. TLC
chromatografie byla provedena v mobilni fazi petrolether/ether (1:1). Nasledné byl ptidan
methanol (110 ml) a smés byla odpafena na rota¢ni vakuové odparce. Tento proces byl jesté
jednou zopakovan. K této smeési byl piidan opet methanol (165 ml), destilovana voda (5,5 ml)
a smes byla refluxovana 24 hodin. Precipitace byla provedena v destilované vodé (1500 ml).
SraZenina byla odsata na Biichnerové nalevce a vysusena v termostatu. Opakovana krystalizace
ze smési ethylacetat/n-heptan (1:2) poskytla 2,7 g (26 %) bilych krystala. Latka 6: b.t. 170,7 -
174,4 °C. [a]%® +97,1 (c 0,297; CHCl3). 'H NMR (401 MHz, CDCl3) § 4,07 — 4,03 (1H, m, H-
3); 2,53 (1H, t, J= 8,9 Hz, H-17); 2,11 (3H, s, H-21); 0,78 (3H, s, H-19); 0,60 (3H, s, H-18).
3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 210,7 (C-20); 66,7 (C-3); 64,0 (C-17); 56,9; 54,35; 44,4 (C-5);
39,2 (2C); 36,7; 36,0; 35,6; 32,3; 32,1; 31,7; 29,1; 28,6; 24.,5; 22,9; 20,9; 13,6; 11,3. IC
(CHCI3): 2969 (CHs3); 2932 (CH2); 1697 (C=0, keton) 1002 (C-OH). HR-MS (ESI) m/z (%):
pro C21H340:Na [M + Na'] vypocteno 341,2451; nalezeno 341,2454. Pro C21H340; (318,26)
vypocteno 79,19 C; 10,76 H; nalezeno 78,56 C; 10,32 H.

Priprava 20-oxo-5a-pregnan-3a-yl acetatu (7)

18 o 4-(Dimethylamino)pyridin (20 mg; 0,82 mmol) byl rozpustén

19 7 v pyridinu (2 ml) a ke smési byla pridana latka 6 (200 mg; 0,63

o mmol). Barika byla umisténa do ledové 1dzn€ a po rozpusténi

)J\O\w - veSkeré pevné latky byl ptikapan acetanhydrid (1 ml). Smeés
H
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byla nésledné ponechéna 24 hodin v termostatu. Smés byla nalita do destilované vody (300 ml)
a ponechana srazet dal$ich 24 hodin. Srazenina byla odsata na Biichnerové nalevce, promyta
destilovanou vodou a susena. Krystalizace z etheru (2 ml) poskytla 111 mg (55 %) latky 7 ve
formé bilych krystalfi. Latka 7: b.t. 136,1 — 139,3 °C. [a]3° +94.9 (c 0,275; CHCI3). '"H NMR
(401 MHz, CDCl3) 6 4,97 (1H, q, J=2,6 Hz, H-3); 2,55 (3H, s, acetat); 2.49 (1H, t, /= 8.9 Hz,
H-17); 2,02 (3H, s, H-21); 0,75 (3H, s, H-19); 0,56 (3H, s, H-18). 3*C NMR (101 MHz, CDCl5)
0 210,3 (C-20); 170,7 (C=0, acetat); 69,9 (C-3); 63,5; 56,3; 53,6; 43,9; 39,6; 38,6; 38,6; 35,4;
35,0; 32,4; 32.,4; 31,4; 27.8; 25,6; 23,9; 22,3; 21,1; 20,4; 13,0; 10,9. IC (CHCIl3): 2968 (CH3);
1727 (C=0, ester); 1362 (CHs, keton); 1243 (C-O, ester). HR-MS (ESI) m/z (%): pro
C23H3603Na [M + Na'] vypocteno 383,2557; nalezeno 383,2556. Pro Ca3HssO3 (360,27)
vypocteno 76,62 C; 10,06 H; nalezeno 76,17 C; 10,30 H.

Priprava 20-oxo-pregnan-3p-yl (zert-butoxykarbonyl)-D-valinatu (8)
18 o Smés latky 6 (239 mg; 0,75 mmol) a 4-

19 7 (dimethylamino)pyridinu (61 mg; 0,50 mmol) byla pod

G} atmosférou dusiku rozpu$téna v cCerstvé destilovaném
SMO Fi chloroformu (13,3 ml) a po rozpusténi byl pfidan N,N-
AN 50c diizopropyletylamin (174 pl; 1 mmol). K reakéni smési

byl piidan N-(tert-butoxykarbonyl)-D-valin (217 mg; 1 mmol),
ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (192 mg; 1 mmol) a smés byla michéna
pod inertni atmosférou 24 hodin. Rozpoustédlo bylo odpafeno na rotacni vakuové odparce,
odparek byl rozpustén v dichlormethanu (35 ml) a pfefiltrovan pies smotek vaty. Organicka
faze byla promyta destilovanou vodou (2 x10 ml), suSena nad bezvodym siranem sodnym a
odparena na rota¢ni vakuové odparce. Surovy produkt byl precistén sloupcovou chromatografii
(ethylacetat/petrolether, grad. 0-15 %). Reakce poskytla bilou krystalickou latku 8 s vytézkem
150 mg (63 %). Latka 8: b.t. 190,4 -194,6 °C. [a]3° +63,2 (c 0,265; CHCI3). 'H NMR (401
MHz, CDCIl3) 6 5,10 — 5,02 (1H, m, H-3); 4,22 (H, dd, JI = 9.1 Hz, J2 = 4.4 Hz, H-2"); 2,53
(1H, t, J = 8,8 Hz, H-17); 2,12 (3H, s, C-21); 1,45 (9H, s, 3 x CH3); 0,99 (3H, s, H-4"); 0,97
(3H, s, H-5"); 0,79 (3H, s, 3H-19); 0,61 (3H, s, H-18). '*C NMR (101 MHz, CDCI3) § 209,8
(C-20); 172,0 (C-17); 155,9 (C=0, Boc); 79,8 (C(CHs)3); 71,4 (C-3); 66,0; 64,0; 58,7; 56,8;
54,3;44,4; 40,4; 39,2; 36,0; 35,6; 33,1; 33,0; 32,1; 31,7; 28,5 (3C); 26,2; 24,5; 22,9; 20,9; 19,2;
17,5; 15,4; 13,6; 11,5. IC (CHCl3): 3441 (NH); 2969 (CH3); 2935 (CH,); 1732 (C=0, ester);
1703 (C=0, keton). HR-MS (ESI) m/z (%): pro C31Hs1OsNa [M + Na'] vypocteno 540,3659;
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nalezeno 540,3658. Pro C31Hs5105(517,38) vypocteno 71,92 C; 9,93 H; 2,71 N; nalezeno 71,95
C; 9,91 H; 2,50 N.

Priprava 20-oxo-5a-pregnan-20-on-3p-yl (tert-butoxykarbonyl)-L-valinatu (9)
18 o Ke smési latky 6 (239 mg; 0,75 mmol) a 4-

19 7 (dimethylamino)pyridinu (61 mg; 0,50 mmol) byl pod

4 9 atmosférou dusiku piikapan Cerstvé destilovany

: I\Z o H chloroform (13,3 ml) a N,N-diizopropyletylamin (174 pl;
~NH 1 mmol). Po rozpusténi pevné latky byl pridan N-(tert-

butoxykarbonyl)-L-valin (217 mg; 1 mmol), ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid
hydrochlorid (192 mg; 1 mmol) a smés byla michana 24 hodin za laboratorni teploty.
Rozpoustédlo bylo odpafeno na rotaéni vakuové odparce a odparek byl rozpustén
v dichlormethanu (38 ml). Organicka faze byla promyta destilovanou vodou (2 x10 ml), suSena
nad bezvodym siranem sodnym a odpafena na rotac¢ni vakuové odparce. Surovy produkt byl
¢istén sloupcovou chromatografii (ethylacetat/petrolether, grad. 0-15 %). Bylo ptipraveno 85
mg (36 %) bilé krystalické latky 9. Latka 9: b.t. 58,2 — 61,8 °C. [a]%? +81,8 (c 0,309; CHCIs).
'H NMR (401 MHz, CDCls) & 5,05 (1H, m, H-3); 4,22 (H, m, H-2"); 2,49 (1H, t, J = 8,8 Hz,
H-17); 2,13 (3H, s, C-21); 1,41 (9H, s, 3 x CH3); 0,95 (3H, s, H-4"); 0,93 (3H, s, H-5"); 0,79
(3H, s, H-19); 0,57 (3H, s, H-18). *C NMR (101 MHz, CDCl3) & 209,8 (C-20); 172,0 (C-1");
155,9 (C=0, Boc); 79,8 (C(CH3)3); 71,4 (C-3); 66,0; 64,0; 58,7; 56,8; 54,3; 44,4; 40,4; 39,2;
36,0; 35,6; 33,1; 33,0; 32,1; 31,7; 28,4 (3C); 26,2; 24,5; 22,9, 20,9; 19,2; 17,5; 15,4; 13,6; 11,5.
IC (CHCl3): 2970 (CH3); 2935 (CHa); 1703 (C=0, ester); 1155 (C=0, keton). HR-MS (ESI)
m/z (%): pro C31Hs20s [M + H'] vypoéteno 518,3840; nalezeno 518,3839. Pro C31Hs10s
(517,38) vypocteno 71,92 C; 9,93 H; 2,71 N; nalezeno 71,67 C; 9,97 H; 2,54 N.

Piiprava 20-oxo-pregnan-3a-yl nikotinatu (10)

18 o Do pfedem vysuSené banky byla navaZena latka 6 (200

19 7 mg; 0,63 mmol), nikotinoyl chlorid hydrochlorid (335 mg;

o 1,88 mmol) a 4-(dimethylamino)pyridin (77 mg; 0,63

| Xr 1o f mmol). Baiika obsahujici reakéni smés byla vlozena do
H

ledové lazn€¢ a pod atmosférou argonu byl za stalého
michani pfidan suchy pyridin (31,5 ml). Po rozpusténi pevného materialu byla reakéni smés
ponechéna 24 hodin v termostatu. Srazeni produktu bylo provedeno v destilované vodé (250
ml) a po 24 hodinach byla pevna latka odsata na Biichnerové nalevce a vysusSena v termostatu.
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Latka 10 byla pfecisténa sloupcovou chromatografii (chloroform/aceton, grad. 0-2 %). Bylo
ptipraveno 111 mg (55 %) bilé krystalické latky 10: b.t. 110,3 — 114,8 °C. [a]2° +86,2 (c 0,259;
CHCls). '"H NMR (401 MHz, CDCl3) § 9,23 (1H, m, arom.); 8,77 (1H, m, arom.); 8,35 (1H, m,
arom.); 7,46 (1H, m, arom.); 5,33 (1H, q, /= 2,8 Hz, H-3); 2,53 (1H, t, J= 8,8 Hz, H-17); 2,12
(3H, s, C-21); 0,85 (3H, s, H-19); 0,62 (3H, s, H-18). 1*C NMR (101 MHz, CDCl3) § 209,9 (C-
20); 164,4 (C-1"); 152,7 (arom); 150,4 (arom); 137,9 (arom); 127,4 (arom); 123,7 (arom); 71,8
(C-3); 64,0; 56,8; 54,3; 44,4; 40,6; 39,2; 36,1; 35,6; 33,3; 33,1; 32,0; 31,7; 28,4; 26,4; 24,5;
22,9; 21.0; 13,6; 11,6. IC (CHCl3): 2948 (CHa); 1715 (C=0, ester); 1702 (C=0, keton); 1290
(C-0, ester). HR-MS (ESI) m/z (%): pro C27H37NOsNa [M + Na'] vypocteno 446,2666;
nalezeno 446,2665. Pro C27H37NO;3 (423,28) vypocteno 76,56 C; 8,80 H; 3,31 N; nalezeno
76,28 C; 8,87 H; 3,26 N.
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6 Zavér

Vramci této bakalafské prace byly pfipraveny série proléiv od endogennich
neurosteroidi dehydroepiandrosteronu a allopregnanolonu. Byl zvolen pfistup modifikace C-3
hydroxylové skupiny esterovou substituci, konkrétné acetatovou, valinatovou a nikoninatovou.
Pro pfipravené latky byla stanovena kinetickd a termodynamickd rozpustnost, stabilita
v krysich mikrozomech a schopnost prochazet pfes PAMPA membrany. Bylo zjisténo, Ze
zvolené prodrug skupiny nezlepSuji ani rozpustnost, ani pruchod latek pies membranu v

PAMPA eseji.
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7 Podékovani
Na zavér bych rada pod€kovala predevsim své skolitelce RNDr. Evé Kudové a viem ze

skupiny Neurosteroidy z Ustavu organické chemie a biochemie AV CR za jejich pomoc a
trpélivost. Jmenovité bych rada podékovala Mariné Morozovové za méieni LC-MS, Karlu
Kudlackovi za méteni kinetické a termodynamické rozpustnosti a také Timotejovi Strmenovi
za zmé&feni mikrosomalni stability a PAMPA eseje.

Prace byla podpofena projektem Narodni institut pro vyzkum metabolickych a
kardiovaskularnich onemocnéni (Program EXCELES, ID LX22NPO5104) — Financovano

Evropskou unii — Next Generation EU.
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