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3a5B-steroidni slouceniny vzorce (1), které vykazuji
vyznamny antikonvulzivni u€inek. Pti davkach 1,5
a 10 mg/kg, bylo v modelu epilepsie u potkant
popsano vyznamné potlaceni konvulzivni aktivity v
mozku i zachvatd indukovanych elektrickou
stimulaci 6 Hz. V modelu pentylenetetrazolem
indukovanych zachvatti u potkanti doslo v davce

10 mg/kg k tiplné blokaci zachvatl u mlad’at a
vyznamnému snizeni incidence a latence
generalizovanych tonicko-klonickych zachvati u
dospélych jedincti. V 6Hz-modelu epilepsie davka
10 mg/kg témer tplné blokovala vyskyt zachvati
po stimulaci 60 mA. Narokované feseni umoznuje
vytvoreni nového, bezpe¢ného a vysoce u¢inného
léciveho pripravku pro 1écbu epilepsie.
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3a5p-Neuroaktivni steroidy pro lé¢bu epilepsie a zaichvatovych onemocnéni

Oblast techniky
Predkladany vynalez je z oboru farmacie a farmakologie. Pfedmétem je soubor sloucenin s

prokdzanym antikonvulzivnim U¢inkem v animalnich modelech epileptickych zachvatu,
chrénicich tak tkan centralniho nervového systému (CNS).

Dosavadni stav techniky

Neurosteroidy patii do rodiny latek syntetizovanych z cholesterolu de novo v mozku. Jejich
zakladni charakteristikou je schopnost pfimo ovliviiovat fadu transmembranovych
neurotransmiterovych receptort. Ze strukturniho hlediska patii mezi dilezité faktory vztahu mezi
chemickou strukturou a biologickou aktivitou geometrie mezi kruhem A a B (stereochemie v
poloze C-5), typ substituentu v poloze C-3 usporadani postranniho fetézce na C-17. Dal§im
dalezitym strukturnim faktorem je lipofilicita molekuly (J. Med. Chem. 2015, 58, 5950), kterou
je mozno synteticky modifikovat. Mezi nejvice prozkoumané neurosteroidy patii allopregnanolon
(20-0x0-5a-pregnan-3a-ol, ALLO), dehydroepiadrosteron (17-oxo-androst-5-en-33-o0l, DHEA),
pregnenolon (20-oxo-pregn-5-en-3p-ol, PREG) a progesteron (pregn-4-ene-3,20-dione, PROG).
Syntetické analogy endogennich neurosteroidii jsou tzv. neuroaktivni steroidy. Neuroaktivni
steroidy predstavuji molekuly s terapeuticky zajimavymi vlastnostmi. Jsou to povétSinou
allosterické modulatory receptorti y-aminobutyrové kyseliny (GABAA) a N-methyl-D-asparagové
kyseliny (NMDA), tedy receptory zodpovédné za excitatné-inhibicni rovnovahu CNS.
Neurosteroidy i jejich syntetické analogy (neuroaktivni steroidy) maji fadu funkci v centralni
nervové soustaveé i periferii od vyvoje az po fizeni komplexniho chovani. Soucasné studie
ukazuji, Ze jejich UCinek muZe postradat psychotomimetické i kognitivni vedlej$i Gcinky (J.
Neurosci. 2016, 36, 2161). Neuroaktivni steroidy maji nesporny terapeuticky potencial prokazany
pti experimentech in vitro i in vivo. Neuroprotektivni ucinek neurosteroidi ¢i neuroaktivnich
steroidll je pravdépodobné zprostfedkovan na negenomové trovni, ale zahrnuje i regulaci exprese
proapoptotickych a antiapoptotickych faktor, zapojeni signalizacnich kaskad v buiice,
neurotransmisi, ¢i oxidativni a zanétlivé procesy (Front. Endocrinol. 2011, 2, 50).

Bylo také prokazdno, ze neuroaktivni steroidy maji antikonvulzivni vlastnosti v animdlnich
modelech. Aplikace ALLO a PROG méla signifikantni a¢inek v animalnich modelech
epileptickych zachvat, vyvolanych aplikaci pentylentetrazolu (Brain Res. 2000, 881, 98),
pilokarpinu (Neuropharmacology 1996, 35, 1049), NMDA (J. Pharmacol. Exp. Ther. 1997, 282,
543) a kyseliny kainové (Psychoneuro-endocrinology 2000, 25, 407). Jelikoz ALLO ptisobi
potencia¢né na GABAA4 receptory, jeho podani v animalnich modelech epilepsie vede ke sniZeni
Cetnosti zachvat, mortality a bunécné smrti (Pol. J. Pharmacol. 1997, 49, 411). Ganaxolon,
synteticky derivat ALLO, dokonce zabranil vzniku zachvati u hlodavct (Epilepsia 2010, 51,
84.). Nekteré syntetické steroidy, jako je ganaxolon, alfaxalon, alfadolon, hydroxydion a
minaxolon, vstoupily do klinickych studii jako potencialni sedativa a anestetika. Zatim nejvice
uspésnym syntetickym steroidem je ganaxolon, C-3 methylovany derivat ALLO, vyvinuty firmou
Marinus Pharmaceutical. Jedna se o CNS selektivni pozitivni allostericky modulator GABAA
receptorii s prokazanym antiepileptickym uc¢inkem v mnoha animalnich modelech. V klinickych
studiich byl dobfe tolerovan dospélymi i détmi.

Epilepsie je charakterizovana vice nez 25 syndromy a ¢etnymi typy zachvati, které se mohou lisit
jak v zavaznosti, tak odpovédi na 1é€bu (Mental Health Clinician 2017, 7, 235). Vzhledem k
riznorodosti symptomatiky epilepsie, osoby s touto diagnézou mohou byt zatizeny i
psychiatrickymi symptomy, naptiklad kognitivnimi a behavioradlnimi zménami chovani, které
¢asto komplikuji vlastni 1é¢bu epilepsie (Expert Opin. Drug Saf. 2011, 10, 913). Mezi bézné
psychické komorbidity spojené s epilepsii patii deprese, izkost, poruchy pozornosti a psychozy v
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prevalenci od 20% do 30% (Expert Opin. Drug Saf. 2011, 10, 913). Deprese piedstavuji jednu z
nejcastejSich psychiatrickych komorbidit u pacientii s epilepsii s prevalenci od 20% do 55%,
avsak u nékterych populaci miize prevalence dosahovat az 80% (Expert Opin. Drug Saf. 2011,
10, 913). Podle tady autord jsou uzkostné poruchy hned po depresivni poruse druhou nejcastejsi
psychiatrickou komorbiditou u pacientt s epilepsii, jini uvadéji dokonce Castéjsi vyskyt poruch
uzkostnych. Jelikoz bylo opakované prokézano, ze existuje signifikantni vztah mezi vyskytem
uzkostnych poruch a kvalitou zivota pacientl s epilepsii, vhodna terapie uzkosti a izkostnych
poruch v epileptologické praxi, by tedy méla byt jednou z priorit péce o tyto jedince. Tento
ptistup byl jiz experimentaln€ ovéten i pro neurosteroidy. Existuje n€kolik animalnich a lidskych
studii, které naznacuji, ze PROG, DHEA i PREG se podileji na mechanismu t¢inku antidepresiv
(Neuroscience 2011, 191 ,55)

Neuroprotektivni G¢inek steroidnich derivati se substituentem schopnym tvofit ion v poloze C-3
narokuji patenty US 8575376, EP 2435463 a US 15/506318. Tyto dokumenty narokuji
pregnanové derivaty (polarni acetylovy substituent v poloze C-20), respektive androstanové
derivaty (nepolarni substituent v poloze C-17) substituované v poloze C-3 ionizovatelnym
substituentem. Neuroprotektivni Gc¢inek téchto nabitych derivatd je pfimo spjat se specifickou
kombinaci strukturnich rysii v poloze C-3 (3a-nabity substituent) a C-5B, a se schopnosti téchto
latek inhibovat ionotropni glutamatové NMDA receptory. V dosud uvefejnénych clancich a
patentové literatufe bylo zaroven vzdy uvadéno, Ze inhibice NMDA receptorli, potazmo
neuroprotektivni ucinek, jsou podminény nabitym C-3 substituentem a nenabita analoga
postradaji biologicky efekt na modulaci NMDA receptorii (J. Pharmacol. Exp. Ther. 2000, 293,
747; Mol. Pharmacol. 1997, 52, 1113). Derivaty narokované ve zde predkladané piihlasce
vynalezu maji cyklicky ¢i acyklicky C-3 substituent, ktery naboj nenese.

Soucasna odborna a patentova literatura (US 9,527,881; J. Med. Chem. 2009, 52, 6012) uvadi
neuroprotektivni G¢inek C-3 substituovanych steroidnich analogh PROG nesouci prolinovy ¢i
acyklicky substituent sNH, skupinou. Tyto latky jsou zdanlivé strukturné podobné latkam
narokovanym ve zde ptikladané ptihlaSce. Konkrétn€ napt. 3B-L-proline-progesterone-HCI (PI-
33) vySe uvedeného patentu. Tyto latky jsou popsany jakozto steroidni analogy pro lécbu a
prevenci neurodegenerace u pacientdl po poranéni centralni nervové soustavy. Latka PI-33 byla
resyntetizovana a testovana i v modelu pentylentetrazolu-indukovanych kie¢i. Po podani
25dennim zvifatim v davce 1 a 10 mg/kg vSak nezménila vyskyt generalizovanych tonicko-
klonickych zachvatl. Naopak, vSechna zvitata ve skupin€ pro 1 i 10 mg/kg tento typ zachvatu
vykazala. Z vySe uvedeného vyplyva, Ze antikonvulzivni ucinek latek nesouci cyklicky ¢i
acyklicky substituent s NH Ci NH, skupinou nelze obecn& predikovat a Ze substituce &i
modifikace na C-3, pfipadné D-kruhu v kombinaci s velikosti a slozenim substituentu v poloze
C-3 je vzdy zcela unikatni a neni mozné ji pfedem piedvidat a strukturu navrhnout aditivnim
piistupem.

Neuroprotektivni G¢inek steroidnich derivati narokuje také piihlaska US 20170246188 Al
(Method of treating organophosphate intoxication) s predpoklddanym antikonvulzivnim G¢inkem.
Naroky této ptihlasky lze povazovat za spekulativni, nebot’ narokované neurosteroidni latky jsou
definovany jako pregnany, androstany, 19-norandrostany a norpregnany substituované skupinami
obecného vzorce, ktery nedefinuje zZadny typ ani pozici substituentu na steroidnim skeletu. Takto
definovany obecny vzorec pokryva obecné stovky az tisice endogennich ¢i syntetickych latek.
Jako piiklad miizeme jmenovat zlu¢ové kyseliny, které jsou slozkou Zlu¢i a hraji vyznamnou roli
pii traveni lipidd, v metabolismu cholesterolu a jeho odstranovani z organismu nebo endogenni
glukokortikoidni hormon tetrahydrokortikosteron. Vyse uvedené nahodné jmenované latky sice
splnuji definici obecného vzorce, nicméné odbornik v oboru je jednozna¢né schopen piedem
odhadnout, Ze tyto latky jsou v 1éCbé intoxikace organofosfatové intoxikace s nasledky
definovanymi jakozto tzv. symptomy cholinergni krize neucinné. V ramci syntézy nami
narokovanych  latek byl pfipraven 1 (S)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylatovy  analog
allopregnanolonu (3a5a), jako latka strukturné podobna narokovanym latkam z ptihlasky US
20170246188 Al, potazmo uvadénému ganaxalonu, spliiujici i strukturni kritéria nadrokované v



20

25

30

35

40

45

50

CZ2019 - 216 A3

této piihlasce. Jeji ucinek byl testovan v modelu pentylentetrazolu-indukovanych kie¢i u
laboratornich potkand. Bylo zjisténo, ze allopregnanolon (S)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat
vykazuje velmi slabou antikonvulsivni G¢innost v obou veékovych skupinach u 12ti i 25dennich
potkan proti generalizovanym tonicko-klonickym kife¢im, vyvolanym podkozni aplikaci
pentylentetrazolu (PTZ) v enormni davce 100 mg/kg. Tyto vysledky opét jednoznacné ukazuji, ze
nelze obecné predikovat terapeuticka ucinek neurosteroidil a Ze substituce ¢i modifikace na C-3,
pfipadné D-kruhu v kombinaci s velikosti a sloZzenim substituentu v poloze C-3 je vzdy zcela
unikatni, neni mozné¢ ji predem ptedvidat a strukturu navrhnout aditivnim pfistupem.

U sloucenin podle predkladaného vynalezu byla ptekvapivé zjisténa vyrazn€ zvySena ucinnost u
jedincti v P12, tedy v obdobi, které odpovidd novorozeneckému a ¢asné kojeneckému obdobi u
déti. Predkladané slouceniny Ize tedy hodnotit jako majici specifickou t€innost pro epilepsie a
epileptické syndromy s veékovou vazbou. Epilepsie a epileptické syndromy b&hem vyvoje
vykazuji vyrazné odlisné biologické parametry v porovnani se situaci u dospélych. Zvysenou
zachvatovou pohotovost a tim i snadné&jsi vznik epileptickych zachvati zptisobuje fakt, ze od
narozeni az nejméné do prepubertalniho obdobi probihd rozsahly postnatalni vyvoj mozku. U
ranych vyvojovych stadii nejsou plné vyvinuty a stabilizovany pfirozené inhibi¢ni mechanismy a
probihd intenzivni vyvoj neurondlnich siti se zménami neuromodulatori a neurotransmitert.
Epilepsie se v ranych vyvojovych stadiich na rozdil od epilepsie u dospélci rozviji na
neurobiologickém substratu meéniciho se, vyvijejiciho mozku. V pediatrické epileptologii se
vyskytuji specifické epileptické syndromy s vékovou vazbou, které se objevuji pouze v détstvi a
adolescenci. V détstvi i mladi se ovSem lze rovnéz setkat i se stejnymi typy epilepsii jako v
dospélosti (syndromy bez vékové vazby). Vysledkem je daleko Sirsi spektrum moznych epilepsii
v détstvi nez v dospélosti.

Spravné diagnostika méa v epilepsii kli¢ovy vyznam pro vhodné zvolenou farmakoterapii. Rada
vekoveé vazanych epilepsii neni senzitivni viici klinicky pouzivanym lé¢iviim, ¢imz je zdlraznéna
medicinska potieba vyvoje vekoveé specifickych antiepileptik, které predstavuji specifickou
farmakologickou kategorii. Typ epilepsie je Casto rovnéz determinujici pro progndzu onemocnéni
i celkovy vyvoj ditéte. Existuji syndromy vyslovené benigni, které jen malo ovliviuji
behavioralni projevy a neuropsychologické parametry. Na druhé strané se v Casném détstvi
vyskytuji zavazné syndromy spojené obvykle s encefalopatii, které jsou pravem oznacovany za
katastrofické, protoze devastuji vyvoj jedince, vedou ke kognitivnimu deficitu az zvratu v
psychomotorickém vyvoji a je u nich velmi mald Sance na Uplnou kompenzaci. Pravé vékove
specificka ucinnost zde predkladanych latek umoznuje jejich vyuziti v téchto specifickych
diagnoézach, vcetné vzacnych chorob. Vyuziti predkladanych latek bude zvlasté dulezité v
pfipadech soucasného vyskytu psychiatrickych a neurovyvojovych syndromd a komorbidit
b&hem vyvoje i dospélosti. Zde predkladané slouceniny vykazuji slibné vysledky uz v animalnich
modelech psychiatrickych diagnéz, nebot’ obdobné stavy vykazuji i mladata laboratorniho
potkana.

U znamych neuroaktivnich steroidi se strukturou relativné blizkou zde predkladanym
slouc¢enindm nebyla vékove specificka ucinnost dosud pozorovana. Z toho je mozné vyvodit, ze
narokované slouceniny jsou svym farmakologickym profilem specifické a unikatni. Jejich
biologické ucinky nelze dovodit na zéklad¢é vetejné publikovanych znalosti. Zde uvedené udaje
jsou vysledkem originalni védecké a vynalezecké ¢innosti.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu jsou slouceniny obecného vzorce I,
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kde

R! je methyl a potom R? jsou bud' dva vodikové atomy, nebo jeden vodikovy atom spolu s C;- C4
alkylem s pfimym nebo rozvétvenym uhlikovym fetézcem,

nebo

R! a R? dohromady tvoii skupinu —(CH,)n-, kde n=2 nebo 3, kterd s pivodnimi uhlikovymi
atomy 1 a 3 v obecném vzorci [ vytvaii péti nebo Sesti clenny cyklus,

R3 je skupina -O-(CHz)n -Om-,, kde n=0-2 am = 0 nebo 1,

R*je 3a5B-androstan 3,11,17,17-tetrayl,

R’ je vodikovy atom nebo hydroxylova skupina,

R® je atom vodiku a potom R je zvolen ze skupiny, zahrnujici atom vodiku, acetylovou skupinu,
kyano skupinu, C;-C, kyanoalkylovou skupinu, 1,1-difluoroethylovou skupinu a pfimy nebo

vétveny C;- C4 alkyl,

nebo R® a R7 spoleéné piedstavuji strukturu, zvolenou ze skupiny, zahrnujici C;- C, alkyliden,
kyanomethylenovou skupinu, atom kysliku, dva atomy fluoru.

Definice skupin jsou pouzity tak, jak jsou obecné chapany odborniky v oboru.

Alkyl je radikal linearniho nebo rozvétveného Ci az Cs4, s vyhodou C; az Cs, nejvyhodnéji C; az
C; nasyceného alifatického uhlovodikového fetézce, vytvoreny odStépenim jednoho vodikového
atomu. Alkylen je rovny, rozvétveny nebo cyklicky, s vyhodou rovny nebo rozvétveny,
dvojvazny alifaticky uhlovodikovy fetézec.

Acetylovou skupinou se rozumi skupina -CO-CHj.

Kyanovou skupinou se rozumi skupina -C=N.

Kyanoalkylovou skupinou se rozumi skupina, sestavajici z alkylové skupiny podle vyse uvedené
definice, na niz je za odstépeni jednoho vodikového atomu navdzana skupina -C=N.
Kyanomethylenovou skupinou se rozumi skupina =CH-C=N.

1,1-Difluoroethylovou skupinou se rozumi skupina -CF,-CHs.

Ci-C; Alkyliden je dvojvazny alifaticky uhlovodikovy fetézec, obsahujici dvojnou vazbu (=CH»
nebo =CH-CH3).

Vyraz ,.hydroxyl“ oznacuje skupinu -OH.

Ve vyhodném provedeni jsou pfedmétem vynalezu nasledujici slou¢eniny obecného vzorce I:
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(3R,5R,8R,985,108,1385,148,17S)-17-Acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (S)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (1),

(3R,5R,8R,98,108,138,14S,17S)-17-Acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (R)-6-oxopiperidin-2-karboxylat (2),

(3R,5R,8R,98,108,138,14S,17S)-17-Kyano-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (R)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (3),

(3R,5R,8R,985,108,1385,14S,17S)-17-Acetyl-11-hydroxy-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cycklopenta[a]fenantren-3-yl (S)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (4),

(3R,5R,8R,95,108S,1385,14S)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl (S)-
5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (5),

(BR,5R,8R,9S,108,1385,14S)-10,13-Dimethyl-17-oxohexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-
3-yl (R)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (6),

(BR,5R,8R,98,108,1385,14S)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl
(R)-6-oxopiperidin-2-karboxylat (7),

(3R,5R,8R,9S,108,138S,148S,17S)-17-Kyano-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (R)-6-oxopiperidin-2-karboxylat (8),

(3R,5R,8R,98,108,138S,148S,17S)-17-Acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl acetylglycinat (9),

(3R,5R,8R,98,108,138,148S,17S)-17-acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl acetylleucinat (10),

(3R,5R,8R,98,108,138,14S,17S)-10.13,17-Trimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-
3-yl (S)-5-oxopyrrolidine-2-karboxylat (II).

(3R,5R,8R,985,108,1385,148S,Z)-17-Ethyliden-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (R)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (12),

2-(((3R,5R,8R,9S,108S,138S,14S)-10,13-Dimethylhexadecahydro-1H-cyclopentala]fenantren-3-
yloxy)ethyl (R)-5-oxopyrrolidine-2-karboxylat (13).

2-(((3R,5R,8R,9S,108,13S,14S)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-cyklopentaa]fenantren-3-
yloxy)ethyl (S)-6-oxopiperidin-2-karboxylat (14),

2-((3R,5R,8R,98,108,13S,14S,17S)-17-Acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl)ethyl (R)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (16),

2-((3R,5R,8R,98,108,13S,14S,17S)-17-Acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl)ethyl (R)-6-oxopiperidine-2-karboxylat (17).

Dalsim pfedmétem vynalezu jsou slouceniny obecného vzorce I a jemu odpovidajici vyse
uvedené konkrétni slou¢eniny, pro pouziti jako 1é¢iva.

Vyznakem vynalezu je pouziti slouc¢enin obecného vzorce I a jemu odpovidajicich vyse
uvedenych konkrétnich sloucenin pro léceni epilepsie ¢i jinych onemocnéni spojenych s kiecemi,
jako jsou napiiklad zachvaty spojené s hypoxii; zachvaty spojené s traumatickym poskozenim
mozku; zachvaty spojené s intoxikaci; patologické zmény zplisobené hyperexcitaci.
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Vyznakem vynalezu je pouziti sloucenin obecného vzorce I a jemu odpovidajicich vySe
uvedenych konkrétnich sloucenin pro léceni stavil, které mohou doprovazet epilepsii, jako jsou
afektivni poruchy, deprese, post-traumatické stresové poruchy (PTSD) a nemoci souvisejici se
stresem, anxieta, schizofrenie a psychotické poruchy, souvisejici ischemické poskozeni CNS,
neurodegenerativni zmény a poruchy, roztrousena skler6za.

Predmétem vynalezu je rovnéz pouziti sloucenin obecného vzorce I a jemu odpovidajicich vySe
uvedenych konkrétnich sloucenin pro vyrobu veterindrniho nebo humanniho farmaceutického
ptipravku pro léceni epilepsie a komorbidit s ni spojenych ¢i jinych onemocnéni spojenych s
kie¢emi, jako jsou napfiklad zachvaty spojené s hypoxii; zachvaty spojené s traumatickym
poskozenim mozku; zachvaty spojené s intoxikaci; patologické zmény zpiisobené hyperexcitaci.

Predmétem vynalezu je rovnéz farmaceuticky prostfedek pro humanni i veterinarni pouziti,
vyznacujici se tim, ze obsahuje jako aktivni slozku slouceninu obecného vzorce I a/nebo
odpovidajici vySe uvedenym konkrétnim slouc¢eninam.

Predmétem vyndlezu je dale vySe zminény farmaceuticky prostiedek pro pouziti k léceni
epilepsie a komorbidit s ni spojenych ¢i jinych onemocnéni spojenych s kieCemi, jako jsou
napiiklad zachvaty spojené s hypoxii; zachvaty spojené s traumatickym poskozenim mozku;
zachvaty spojené s intoxikaci; patologické zmény zptisobené hyperexcitaci.

Predmétem vynalezu je dale vySe zminény farmaceuticky prostiedek pro pouziti k 1éCeni stavd,
které mohou doprovazet epilepsii, jako jsou afektivni poruchy, deprese, post-traumatické stresové
poruchy (PTSD) a nemoci souvisejici se stresem, anxieta, schizofrenie a psychotické poruchy,
souvisejici ischemické poskozeni CNS, neurodegenerativni zmény a poruchy, roztrousena
skleroza.

Predmétem vyndlezu je také pouziti sloucenin podle obecného vzorce I pro vyrobu analytickych
standardii pouzivanych v experimentalnim vyzkumu a analytické chemii ¢i jako sloucenin
obsazenych v potravinovych dopliicich ¢i kosmetickych pfipravcich uréenych pro zlepSovani
reakci jednotlivych ¢asti organismu vii¢i onemocnénim spojenych s kireCemi.

Objasnéni vykresa

Obr. 1. Antikonvulzivni G¢inek latek z Prikladu 1, z Piikladu 2 a z Pfikladu 3 v modelu PTZ-
vyvolanych kieéi u rybky danio pruhované (Danio rerio). Antikonvulzivni efekt latek byl
studovan v davkach 1, 3 a 5 mg/kg pro latky (4) latka z Ptikladu 1, (B) latka z Piikladu 2 a (C)
latka z Prikladu 3. Jednotlivé grafy ukazuji ucinek latek na spontanni lokomoc¢ni aktivitu (levy
graf), rychlost plavani (prostfedni graf), pocet otoCek pfi otaCeni (specifické neptedvidatelné
pohyby, pravy graf).

Obr. 2. Antikonvulzivni Géinek latek z Pfikladu 1, z Piikladu 2 a z Pfikladu 3 v modelu PTZ-
vyvolanych kie¢i u rybky danio pruhované (Danio rerio). Antikonvulzivni efekt latek byl
studovan v davkach 1, 3 a 5 mg/kg pro latky (A) latka z Prikladu 1, (B) latka z Ptikladu 2 a (C)
latka z Ptikladu 3. Jednotlivé grafy ukazuji efekt latek na pfirozené chovani zebficky pruhované
ve tme a pii osvétleni (tzv. dark/light test).

Obr. 3. Antikonvulzivni G¢inek latky z Pfikladu I v modelu PTZ-vyvolanych kie¢i u 15 a
25dennich jedinct laboratorniho potkana. Byly pouzity davky 1,5 a 10 mg/kg ip. Grafy
zndzoriji (4) vyskyt (osa y; v %) generalizovanych zachvatl kompletnich s tonickou fazi
(GTCS) a nekompletnich bez tonické faze (GCS); (B) latenci (osa y; s) do zacatku
generalizovanych zachvati; (C) tizi zachvatl. Na ose x jsou uvedeny davky. Tize zachvatu byla
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projevu. Skore: 0 - bez projevu; 1 - myoklonické zaskuby; 2 - epileptické automatismy; 3 -
minimalni, klonicky zachvat; 4 - nekompletni generalizovany zichvat (GCS); 5 - kompletni
generalizovany tonicko-klonicky zachvat (GTCS). Zkratky: P12 — 12denni zvifata; P25 —
25denni zvitata; * - signifikantni rozdil vici kontrole; 0 nebo 1 — podani latky kompletné
zablokovalo vznik zachvatu u vSech zvifat, nebo vyjma 1 zvifete.

Obr. 4. Antikonvulzivni ucinek latky z Piikladu 2 v modelu PTZ-vyvolanych kie¢i u 15 a
25dennich zvifat jedinct laboratorniho potkana. Byly pouzity davky 1,5 a 10 mg/kg i.p. Grafy
zndzoriji (4) vyskyt (osa y; v %) generalizovanych zachvatli kompletnich s tonickou fazi
(GTCS) a nekompletnich bez tonické faze (GCS); (B) latenci (osa y; s) do zacatku
generalizovanych zachvati; (C) tizi zdchvatl. Na ose x jsou uvedeny davky. Tize zachvatl byla
projevu. Skore: 0 - bez projevu; 1 - myoklonické zaskuby; 2 - epileptické automatismy; 3 -
minimalni, klonicky zachvat; 4 - nekompletni generalizovany zachvat (GCS); 5 - kompletni
generalizovany tonicko-klonicky zachvat (GTCS). Zkratky: P12 — 12denni zvifata; P25 —
25denni zvitata; * - signifikantni rozdil vici kontrole; 0 nebo 1 — podéni latky kompletné
zablokovalo vznik zachvatu u vSech zvifat, nebo vyjma 1 zvifete; nt - netestovano.

Obr. 5. Antikonvulzivni ucinek latky z Piikladu 3 v modelu PTZ-vyvolanych kiec¢i u 15 a
25dennich zvifat jedinct laboratorniho potkana. Byly pouzity davky 1, 5 a 10 mg/kg i.p. Grafy
znazoriuji (A) vyskyt (osa y; v %) generalizovanych zachvati kompletnich s tonickou fazi
(GTCS) a nekompletnich bez tonické faze (GCS); (B) latenci (osa y; s) do zacatku
generalizovanych zachvati; (C) tizi zachvatl. Na ose x jsou uvedeny davky. Tize zachvatl byla
projevu. Skore: 0 - bez projevu: 1 - myoklonické zaskuby; 2 - epileptické automatismy; 3 -
minimalni, klonicky zachvat; 4 - nekompletni generalizovany zachvat (CCS); 5 - kompletni
generalizovany tonicko-klonicky zachvat (GTCS). Zkratky: P12 — 12denni zvitata; P25 —
25denni zvitata; * - signifikantni rozdil vaci kontrole; 0 nebo 1 — podéni latky kompletné
zablokovalo vznik zachvatu u vSech zvifat, nebo vyjma 1 zvifete; nt - netestovano.

Obr. 6. Antikonvulzivni uc¢inek latky z Ptikladu 1 v modelu zachvatii vyvolanych elektrickou
stimulaci 6 Hz u dospélych zvifat (60denni) laboratorniho potkana. Steroidni derivat byl
aplikovan 20 minut pted aplikaci PTZ (100 mg/kg, s.c.) a byly pouzity davky 1,5 a 10 mg/kg i.p.
Grafy znazornuji (4) vyskyt (osa y; v %) generalizovanych zachvati kompletnich s tonickou fazi
(GTCS) a nekompletnich bez tonické faze (GCS); (B) vyskyt (osa y; v %) minimalnich
klonickych zachvati (C) latenci (osa y; s) do zacatku generalizovanych zachvatt; (D) latenci (osa
y; s) do zacatku minimalnich klonickych zachvatt; (E) tizi zachvatd. Na ose x jsou uvedeny
davky. Tize zachvati byla stanovena tak, ze kazdému zviteti bylo pfifazeno skoére (1-5) podle
epileptické automatismy; 3 - minimalni, klonicky zachvat; 4 - nekompletni generalizovany
zachvat (GCS); 5 - kompletni generalizovany tonicko-klonicky zachvat (GTCS). Zkratky: P12 —
12denni zvitata; P25 — 25denni zvifata; * - signifikantni rozdil viici kontrole; 1 nebo 2 — podani
latky kompletné zablokovalo vznik zachvatu u vSech zvifat vyjma 1 nebo 2; nt - netestovano.

Obr. 7. Antikonvulzivni ucinek latky z Pfikladu 1 v modelu zachvatii vyvolanych elektrickou
stimulaci 6 Hz u 15 a 25dennich zvifat (samci laboratorniho potkana). Na ose x jsou uvedeny
intenzity stimulace potiebné pro vyvolani zachvatu (60 a 80 mA u 15-ti dennich a 40 a 60 mA u
25dennich zvitat). Osy y zobrazuji (4) vyskyt zachvatl v %, (B) trvani zachvatl v sekundach; (C)
tizi zachvatl. Tize zachvati byla stanovena tak, ze kazdému zviteti bylo pfitazeno skore (1-5)
2 - epileptické automatismy; 3 - minimalni, klonicky zachvat; 4 - nekompletni generalizovany
zachvat (GCS); 5 - kompletni generalizovany tonicko-klonicky zachvat (GTCS). Zkratky: P15 —
15denni zvitata; P25 — 25denni zvirata; * - signifikantni rozdil vi¢i kontrole.

Obr. 8. Antikonvulzivni Uc¢inek latky z Ptikladu 1 v modelu zachvatti vyvolanych elektrickou
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stimulaci 6 Hz u dospélych jedinci (P60) (samci laboratorniho potkana), ktery je zobrazen
formou box plots (median s 25-75 %) a odchylkami, reprezentujicimi maximalni a minimalni
hodnoty (osa y). Osa x zobrazuje davky v mg/kg. Symboly v jednotlivych boxech ukazuji
individualni hodnoty pro jednotliva zvirata.

Obr. 9. Histologické poskozeni, resp. neuroprotektivni vliv latky z Piikladu 1 v davce 1 mg/kg
po provedeni NMDA leze infizi excitotoxického NMDA (25 mmol.l!) do dorzalniho
hippocampu u samcii laboratorniho potkana. Snimky v panelu (4) zobrazuji fezy kontrolnich
zdravych zvitat, v panelu (B) skupinu zvitat, kterym byly provedeny NMDA [éze hipokampu a
aplikovan (2-hydroxypropyl)-(B-cyklodextrin (CDX) a v panelu (C) fezy mozku zvifat, kterym
byly provedeny NMDA 1éze hipokampu a 5 minut po provedeni NMDA 1éze aplikovana latka z
Ptikladu 1 v davce 1 mg/kg.

Priklady uskutecnéni vynalezu

Seznam zkratek:

CHCl; chloroform

CDX (2-hydroxypropyl)-pB-cyclodextrin

DCM dichlormethan

DMAP 4-dimethylaminopyridin (IUPAC: N,N-Dimethylpyridin-4-amin)

DMF dimethylformamid (IUPAC: N, N-Dimethylformamid)

DMSO dimethylsulfoxid

EDCI hydrochlorid 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDCI

ESI ionizace elektrosprejem

HPLC vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii (angl. high-performance
liquid chromatography)

HRMS hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim

IC infracervena spektroskopie

MS hmotnostni spektroskopie

NMDA N-methyl-D-asparagova kyselina

NMR nuklearni magneticka rezonance

PBS fyziologicky roztok pufrovany fosfatem (angl. (phosphate buffered
saline)

Syntetické postupy

Reakce, pro které bylo nutné vylouceni vodného prostiedi, byly vzdy provadény ve vyzihané
aparatufe a pod argonovou atmosférou. Vzorky pro analyzu byly suSeny nékolik hodin nad
oxidem fosforecnym pii 50 °C a tlaku 100 Pa. Rozpoustédla byla odpafovana na vakuové
odparce pii tlaku 0,25 kPa a teploté 50 °C. K tenkovrstvé chromatografii (TLC) byly pouzity
desky potazené vrstvou silikagelu (ICN Biochemicals). Pro preparativni sloupcovou
chromatografii byl pouzit silikagel Fluka (60 um). Body tani byly méfeny na bodotavku Hund
Wetzlar H 600 (Helmut Hund, Némecko) a nejsou korigovany. Optickd rotace byla méfena
polarimetrem Autopol IV (Rudolf Research Analytical, Flanders, USA) pti 589,3 nm a teploté 22
°C. Hodnoty [a]p jsou uvedeny v [107! - deg - cm? - g'], koncentrace ¢ jako [g - 100 ml'].
Infracervena spektra byla méfena na spektrometru Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA), kdy
vzorek byl rozpuStén v chloroformu. NMR spektra byla métena pii 24 °C na spektrometrech
Bruker AVANCE III™ 400 MHz. NMR spektra jsou korigovana na tetramethylsilan jako vnitini
standard a jsou vypsana v stupnici ppm (Casti z milionu), interakéni konstanty J jsou udany v Hz.
Multiplicity signalt jsou oznaCeny nésledovné: s - singlet, d - dublet, t - triplet, q - kvartet, dt -
dublet tripletu, qd - kvartet dubletu, m - multiplet. Hmotnostni spektra byla méfena na
spektrometru LTQ Advantage Thermo s ESI nebo El ionizaci (10 eV) a to v pozitivhim nebo
negativnim modu.
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Obecné postupy
Obecny postup A

Suchy dimethylformamid (DME, 10 ml) byl pfidan pod inertni atmosférou ke smési 3-hydroxy
steroidu (1,0 mmol), 4-dimethylaminopyridinu (DM AR, 0,25 mmol), hydrochloridu V-(3-
dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimidu (EDCI, 2,7 mmol) a hydroxybenzotriazolu (HOBt,
2,2 mmol), ktera byla suSena za snizeného tlaku (0,1 hPA) 1 hodinu pii teploté mistnosti. Poté
byl ptikapan roztok piislusné karboxylové kyseliny (1,5 mmol) v suchém DME (5 ml). Reak¢ni
smés byla michana pfi teploté mistnosti pfes noc. Po odpateni rozpoustédla byl odparek ¢istén
chromatografii na sloupci silikagelu.

Obecny postup B

Suchy dichlormethan (DCM, 2 ml) byl pfidan pod inertni atmosférou ke smési 3-hydroxy
steroidu (1,0 mmol), 4-dimethylaminopyridinu (DMAP, 0.25 mmol) a pfislusné karboxylové
kyseliny (1,5 mmol). Tato smés byla suSena za snizené¢ho tlaku (0,1 hPA) 1 hodinu pfi teploté
mistnosti. Pot¢ byl pomalu  pfikapan  roztok  hydrochloridu 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDCI, 2,7 mmol) v suchém DCM (5 ml).

Reakéni smés byla michéna pfi teploté mistnosti pfes noc, nasledné nalita do vody, promyta 5%
(obj./ob.) vodnym roztokem kyseliny chlorovodikové, vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu
sodného a solankou. Po usuSeni nad bezvodym Na,SO4 a odpafeni rozpoustédel byl odparek
¢istén chromatografii na sloupci silikagelu.

Priklad 1: (3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S,17S)-17-Acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (S)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (1)

V nadpisu uvedena sloucenina 1 byla pfipravena dle Obecného postupu A (DMF) z 20-0x0-50-
pregnan-3a-olu (318 mg, 1,0 mmol) za pouziti L-pyroglutamové kyseliny (194 mg, 1,5 mmol).
Chromatografii na silikagelu (5% obj./obj. aceton v CHCE) byla ziskana vysledna slouCenina 1
(370 mg, 89% vytézek): bt 167-168 °C (chloroform, diethyl ether), [a]p? +105,6 (¢ 0,3, CHCl5):
'"H NMR (400 MHz, CDIl;): § 0,60 (3H, s, H-18); 0,94 (3H, s, H-19); 2,11 (3H, s, H-21); 4,16-
4,24 (1H, m, H-C2"); 4,80 (1H tt, J = 11,4; 4,8 Hz; H-3); 5,86 (1H, s, N-H). *C NMR (101 MHz,
CDCl): 6 209,7; 177,6; 171,5; 75,9; 64,0; 56,8; 55,6; 44,5; 41,9; 40,6; 39,3; 35,9; 35,1; 34,7,
32,2; 31,7; 29,3; 26,9; 26,7; 26,4; 25,1; 24,6; 23,4; 23,1; 21,0; 13,6. IC spektrum (CHCls): 1734,
1702 (C = 0), 1230 (C-O). MS: ESI m/z 452,3 (100 %, M+Na). HR-MS (ESI) m/z: pro
CxH39oNO4Na [M+Na] vypocteno, 452,27713; nalezeno, 452,26742. Pro CysH3oNO4 (429,6)
vypocéteno: 72,69 %, C; 9,15 %, H; 3,26 %, N. Nalezeno: 72,29 %, C; 9,15 %, H; 3,11 %, N.

Priklad 2: (3R,5R,8R,9S,108S,1385,14S,17S)-17-Acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (R)-6-oxopiperidin-2-karboxylat (2)

V nadpisu uvedena sloucenina 2 byla pfipravena dle Obecného postupu B (I)\CM) z 20-0x0-58-
pregnan-3a-olu (318 mg, 1,0 mmol) za pouziti 6-oxo-2-piperidinkarboxylové kyseliny (213 mg,
1,5 mmol). Chromatografii na silikagelu (3% aceton/chloroform, obj./obj.) byla ziskana vysledna
sloucenina 2 (142 mg, 32% vytézek): bt 139-141 °C (aceton/n-heptan), [a]p?° +103,2 (c 0,3,
CHCI3). '"H NMR (400 MHz, CDCI5): 8 0,60 (3H, s, H-18); 0,94 (3H, s, H-19); 4,05 (1H, m, H-
C2'); 4,81 (1H, m, H-3); 6,14 (1H, s, N-H). *C NMR (101 MHz, CDCl5): § 209,7; 171,4; 170,5;
76,1; 64,0; 56,8; 55,1; 44,5; 42,0; 41,0; 39,3; 35,9; 35,0; 34,7; 32,2; 31,7; 31,2; 27,0; 26,7; 26,4,
25,6; 24,6; 23,4; 23,1; 21,0; 19,7; 13,6. IC spektrum (CHCls): 3402 (NH); 1734, 1698, 1663 (C =
0). MS: ESI m/z 466,3 (100 %, M+Na). HR-MS (ESI) m/z: pro C»;HsiNOsNa [M+Na]
vypocteno, 466,29278; nalezeno, 466,29283.
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Priklad 3: (3R,5S,8R,9S,108,13S,14S,17S)-17-Kyano-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (R)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (3)

V nadpisu uvedena sloucenina 3 byla pfipravena dle Obecného postupu B (DCM) z 3a-hydroxy-
5B-androstan-17p-karbonitrilu (250 mg, 0,83 mmol), za pouziti L-pyroglutamové kyseliny (139
mg, 1,07 mmol). Chromatografii na silikagelu (20% obj./obj. aceton v CHCIs) byla ziskana
vysledna sloudenina 3 (180 mg, 53% vytézek): bt 188-189 °C (chloroform/diethyl eter), [o]p*°
+75,5 (¢ 0,2, CHCl3). '"H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 0,91 (3H, s. H-18); 0,96 (3H, s, H-19); 4,25
(1H, ddd, J= 8.8; 5,1; 0,7 Hz; H-C2"); 4,80 (1H tt, J = 11,3; 4,8 Hz; H-3); 5,92 (1H, s, N-H). 1*C
NMR (101 MHz, CDCl): 6 177,7; 171,5; 121,4; 75,8; 55,6; 54,5; 44,7; 41,8; 40,5; 40,5; 37,4;
36,3; 35,1; 34,8; 32,2; 29.3; 26.8; 26.8; 26.6; 26,4: 25,0; 24,7; 23,3; 20,6; 14,8. IC spektrum
(CHCIl3): 2237 (CN). 1735, 1705 (C = 0O), 1229 (C-0). MS: ESI m/z 435,3 (100 %. M+Na). HR-
MS (ESI) ni/z: pro C,sH3sN2O3sNa [M+Na] vypocteno, 435,26181; nalezeno, 435,26135. Pro
CasH3sN>O3 (412,6) vypocteno: 72,78 %, C; 8,80 %, H; 6,79 %, N. Nalezeno: 72,39 %, C;
8,64 %, H; 6,33 %, N.

Priklad 4: (3R,5R,8S,9S,10S,11R,138S,148,17S)-17-Acetyl-11-hydroxy-10,13-
dimethylhexadekahydro-1H-cycklopenta[a]fenantren-3-yl (S)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (4)

V nadpisu uvedena sloucenina 4 byla pfipravena dle Obecného postupu A (DMF) z 20-0x0-503-
pregnan-3a,1la-diolu (334 mg, 1,0 mmol), za pouziti L-pyroglutamové kyseliny (193 mg, 1,5
mmol). Chromatografii na silikagelu (30% obj./obj. aceton v CHCI3) byla ziskdna vysledna
sloucenina 4 (213 mg, 48% vytézek): bt 183-185 °C (chloroform/diethyl ether), [a]p* +86,4 (¢
0,2, CHCl;). '"H NMR (400 MHz, CDCl5): 8 0,62 (311, s, H-18); 1,06 (3H, s, H-19); 2,13 (1H, s,
H-21); 3,91 (1H, s, H-11); 4,20 (1H, ddd, J = 8,7; 5,2; 0,7 Hz; H-C2"); 4,85 (1 H, 7, J= 10,9; 5,1
Hz; 11-3); 5,83 (1H, s, N-H). *C NMR (101 MHz, CDCls): § 209,1; 177,7; 171,5; 76,3; 69,1;
63,5; 55,7; 55,6; 50.8; 47,3; 44,3; 43,5; 38,0; 35,9; 34,8; 32,7; 31,6; 29,3; 27,6; 27.,4; 26,3; 25,0;
24.5; 23,7; 23,1; 14,6. IC spektrum (CHCl3): 1734, 1702 (C = O). MS: ESI m/z 468,3 (100 %,
M+Na). HR-MS (ESI) m/z: pro CyH3oNOsNa [M+Na] vypocteno, 468,27219; nalezeno,
468,27204. Pro C,sH39NOs (445,6) vypocteno: 70,08 %. C; 8,82 %, H; 3,14 %, N. Nalezeno:
69,91 %, C; 8,68 %. H; 2,87 %, N.

Priklad 5: (3R,5R,88S,9S,10S,13S,14S)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (S)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (5)

V nadpisu uvedend sloucenina 5 byla pfipravena dle Obecného postupu A (DMF) z 3a-hydroxy-
5B-androstranu (300 mg, 0,94 mmol) za pouziti L-pyroglutamové kyseliny (190 mg, 1,9 mmol).
Chromatografii na silikagelu (5% obj./obj. aceton v CHCIs) byla ziskana vysledna slouc¢enina 5
(210 mg, 58% vytézek): bt 136-137 °C (chloroform/diethyl eter), [a]p*® +29,5 (¢ 0,2, CHCIL3). 'H
NMR (400 MHz, CDCls): 6 0,69 (3H, s, H-18); 0,94 (311, s, H-19); 4,16-4,24 (1H, m, H-C2’);
4,79 (1 H tt, J = 11,3; 4,8 Hz; H-3); 5,89 (1H, s, N-H). *C NMR (101 MHz, CDCls): § 177,5;
171,4; 76,0; 55,5; 54,5; 41,9; 40,9; 40,7; 40,5; 39,0; 36,2; 35,0; 34,7; 32,1; 29,2; 27,0; 26,7; 26,5;
25.5; 24,9; 23,3; 20,8; 20,6; 17,5. IC spektrum (CHCl3): 1734, 1704 (C = O). MS: ESI m/z 386,3
(100 %, M-H). HR-MS (ESI) m/z: pro C,sH3NOs; [M-H] vypocteno, 386,27007; nalezeno,
386,26962. Pro Cy4H37NOs (387,3) vypocteno: 74,38%, C; 9,62%, H; 3,61%N. Nalezeno:
74,20%, C; 9,61%, H; 3,26%, N.

Priklad 6: (3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S)-10,13-Dimethyl-17-oxohexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (R)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (6)

V nadpisu uvedena sloucenina 6 byla pfipravena dle Obecného postupu A (DMF) z 17-0x0-50-
androstan-3a-olu (290 mg, 1,0 mmol), za pouziti L-pyroglutamové kyseliny (194 mg, 1,5 mmol).
Chromatografii na silikagelu (5% obj./obj. aceton/chloroform) byla ziskana vysledna sloucenina
6 (197 mg, 49% vytézek): bt 114-116 °C (aceton/w-heptan), [a]p?® +98,5 (¢ 0,2, CHCl;). 'H
NMR (400 MHz, CDCls): 6 0,86 (311, s, H-18); 0,97 (3H, s, H-19); 4,20 (1H, m, H-C2"); 4,80
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(1H, m, H-3); 5,91 (1H, s, N-H). *C NMR(101 MHz, CHCl;): 6 221,3; 177,7; 171,5; 75,8; 55,6;
51,6; 47,9; 41,9; 40,9; 36,1; 35,5; 35,0; 34,9; 32,2; 31,8; 29,3; 26,8; 26,6; 25,4; 25,0; 23,3; 21,9;
20,3; 13.9. IC spektrum (CHCl3): 3439 (NH); 1703, 1706(C = 0); 1060 (C-O). MS: ESI m/z
4242 (100 %, M+Na). HR-MS (ESI) m/z: pro C24H3sNO4Na [M+Na] vypocteno, 424,24583;
nalezeno, 424,24548. Pro Cy4sH3sNO4 (401,2) vypocteno: 71,79 %, C; 8,79 %, H; 3,49 %, N.
Nalezeno: 71.40 %, C; 8,93 %, H, 3,32 %, N.

Priklad 7: (3R,5R,8R,9S,10S,138S,14S)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (R)-6-oxopipendin-2-karboxylat (7)

V nadpisu uvedend sloucenina 7 byla pfipravena dle Obecného postupu A (DMF) z 5p-
androstan-3a-olu (276 mg, 1,0 mmol), za pouziti 6-oxo-piperidinkarboxylové kyseliny (213 mg,
1,5 mmol). Chromatografii na silikagelu (5% obj./obj. aceton/chloroform) byla ziskana vysledna
sloucenina 7 (189 mg, 47% vytézek): bt 109-111 °C (diethyl ether), [a]p?® +18,3 (¢ 0,3, CHCl5).
"H NMR (400 MHz, CDCls): 8 0,68 (311, s, 11-18); 0,94 (3H, s, H-19); 4,04 (1H, m, H-C2");
4,81 (1H, m, H-3); 6,13 (1H, s, NH). *C NMR (101 MHz, CHCls): § 171,4; 170,6; 76,3; 55,1,
54,7; 42,0; 41,1; 40,9; 40,6; 39,1; 36,3; 35,2; 34,9; 32,3; 31,2; 27,1; 26,8; 26,7; 25,7; 25,6; 25,6,
23.4; 21,0; 20,7; 19,7; 17,6. IC spektrum (CHCI3): 3402 (NH); 1734, 1665 (C = O); 1062 (C-O).
MS: ESI m/z 424,3 (100%, M+Na). HR-MS (ESI) m/z: pro C,sH3NO3;Na [M+Na] vypocteno,
424,28222; nalezeno, 424,28258. Pro C,sH3oNOs (401,3) vypoéteno: 74,77 %, C; 9,79 %, H;
3,49 %, N. Nalezeno: 74,97 %, C; 9,92 %, H; 3,43 %, N.

Priklad 8: (3R,5R,8R,9S,108,13S,14S,17S)-17-Kyano-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopentala]fenantren-3-yl (R)-6-oxopiperidin-2-karboxylat (8)

V nadpisu uvedend sloucenina 8 byla pfipravena dle Obecného postupu A (DMf{) z 3a-hydroxy-
5B-androstan-17p-karbonitrilu (112 mg, 0,37 mmol), za pouZiti 6-oxo-piperidinkarboxylové
kyseliny (80 mg, 0,56 mmol). Chromatografii na silikagelu (3% obj./obj. aceton/chloroform) byla
ziskana vysledna slou¢enina 8 (76 mg, 48% vytézek): bt 69-71 °C (ethyl acetat/w-heptan), [a]p>°
+65,4 (¢ 0,3, CHCIL3). '"H NMR (400 MHz, CDCls): & 0,91 (311, s, H-19); 0,95 (3H, s, H-18);
2,29 (1H, t, J = 8,8 Hz; H-17); 4,04 (1H, m, H-C2"); 4,81 (1H, m, H-3); 6,12 (1H, s, N-H). 1*C
NMR (101 MHz, CHCL): & 171,4; 170,5; 121,4; 75,9; 55,1; 54,5; 44,7; 41,8; 40,5; 40,5; 37,4;
36,3; 35,0; 34,8; 32,2: 31,2; 26,8; 26.8; 26,7; 26,4; 25,6; 24,7; 23.3; 20,7; 19,7; 14,5. IC spektrum
(CHCIl3): 3403 (NH); 2237 (CN); 1734, 1664, 1418 (C = 0); 1062 (C-0). MS: ESI m/z 449,3
(100 %, M+Na). HR-MS (ESI) m/z: pro CsH3sN>Os;Na [M+Na] vypocteno, 449,27746;
nalezeno, 449,27789. Pro CysH3sN,O3 (426,6) vypocteno: 73,20 %, C; 8,98 %, H; 6,57 %, N.
Nalezeno: 73,22 %, C; 9,29 %, H; 6,25 %, N.

Priklad 9: (3R,5R,8R,9S,108S,1385,14S,17S)-17-Acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl acetylglycinat (9)

V nadpisu uvedena sloucenina 9 byla pfipravena dle Obecného postupu A (DMF) z 20-0x0-58-
pregnan-3a-olu (318 mg, 1,0 mmol) za pouziti N-acetylglycinu (176 mg, 1,5 mmol).
Chromatografii na silikagelu (3% aceton/chloroform, obj./obj.) byla ziskana vysledna slou¢enina
9 (338 mg, 81% vytézek): bt 111-113 °C (ethyl acetat/w-heptan), [a]p* +92,0 (¢ 0,3, CHCI3). 'H
NMR (400 MHz, CDCls): 8 0,60 (3H, s, H-18); 0,93 (3H, s, H-19); 2,04 (3H, s. H-C5"); 2,11
(3H, s, 11-21); 2,53 (1H, t, J = 8,8 Hz; H-17); 4,00 (2H, d, J= 5,0 Hz; H-C5"); 4,80 (1H, m, H-3);
6,00 (1H, m, N-H). 1*C NMR (101 MHz, CHCI5): § 209,7; 170,2; 169,7; 75,9; 63,9; 56,8; 44,4,
41,9; 41,8; 40,6; 39,3; 35,9; 35,1; 34,8; 32,3; 31,7; 27,0; 26,7; 26,4; 24,6; 23,4; 23,2; 23,0; 21,0;
13,6. IC spektrum (CHCL3): 3463, 1516 (NH); 1734, 1697, 1676 (C = O); 1192, 1063 (C-0). MS:
ESI m/z 440,3 (100 %, M+Na). HR-MS (ESI) m/z: pro C»sH3sNOsNa [M+Na] vypocteno,
440,27713; nalezeno, 440,27753. Pro CysH30NO4 (417,6) vypocteno: 71,91 %, C; 9,41 %, H;
3,35 %, N. Nalezeno: 72,03 %, C; 9,36 %. H; 3,39 %, N.

Priklad 10: (3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S,17S)-17-acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
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cyklopenta[a]fenantren-3-yl acetylleucinat (10)

V nadpisu uvedena sloucenina 10 byla ptipravena dle Obecného postupu A (DMF) z 20-0x0-58-
pregnan-3a-olu (318 mg, 1,0 mmol) za pouziti N-acetyl-L-leucinu (260 mg, 1.5 mmol).
Chromatografii na silikagelu (15% EtOAc v petroletheru, obj./obj.) byla ziskdna smés
diasteromerti. Naslednou UPEC chromatografii (20% aceton/hexan, obj./obj.) byla ziskan C3’-
R/S diastereomer jako vysledna slou¢enina 10 (155 mg, 33% vytézek) olejové konzistence: [o]p*
+93,3 (¢ 0,3, CHCI3). '"H NMR (400 MHz, CDCls): § 0,60 (3H, s, H-18); 0,93 (3H, s, 11-19);
0,95 (6H, dd. J=6,3; 4,5 Hz; H-C5" a C6"); 2,02 (3H, s, H-acetyl-L-leucinat); 2,11 (3H, s, H-21);
2,55 (1H, t, J = 8,8 Hz; H-17); 4,58 (1H, m, H-C2"); 4,76 (1H, m, H-3); 5,83 (1H, 1H, NH). 1*C
NMR (101 MHz, CHCE): 8 209,8; 173,0; 169,9; 75,6; 64,0; 56,8; 51,1; 44.5; 42,0; 40,6; 39,3;
35.9; 35,1; 34,8; 32,2; 31,7; 27,0; 26,7; 26,5; 25,0; 24,6; 23,4; 23,4; 23,0; 23,0; 22,3; 21.0. IC
spektrum (CHCl3): 3436 (NH); 2959, 2872 (CHzs); 1727, 1697 (C = O); 1193, 1021 (C-0O). MS:
ESI m/z 496,3 (100 %. M+Na). HR-MS (ESI) m/z: proC29H4sNO4 [M+H] vypocteno, 474,35779;
nalezeno, 474,35753. Pro CxoH47NO4 (473,7) vypocteno: 73,53 %. C; 10,00 %, H; 2,96 %, N.
Nalezeno: 73,37 %, C; 10,35 %, H; 2,69 %, N.

Priklad 11: (3R,5R,8S,9S,108S,13R,14S,17S)-10,13,17-Trimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (S)-5-oxopyrrolidine-2-karboxylat (11)

V nadpisu uvedena sloucenina 11 byla pfipravena podle Obecného postupu A z 178-methyl-583-
androstan-3a-olu (102 mg, 0,35 mmol) za pouziti L-pyroglutamové kyseliny (112 mg, 0,525
mmol). Chromatografii na silikagelu (aceton/chloroform, 1:50 az 1:6) bylo ziskana vysledna
sloucenina 11 (124 ing, 60% vytézek) jako bila amorfni latka: bt 157-158 °C (aceton/w-heptan).
[a]p**+31,0 (¢ 0,3, CHCI;). '"H NMR (400 MHz, CDCl;): 6 0,52 (3H, s, H-18); 0,82 (3H, d, J =
6,8 Hz; 17-Me); 0,94 (3H, s, 11-19); 4,19 (dd, J = 8,6; 5,2 Hz; H-C2"); 4,78 (1H, tt, /= 11,4; 4,8
Hz; H-3); 6,19 (1H, s, N-H). *C NMR (101 MHz, CDCl5): 8 177.9; 171,6; 76,1; 55,9; 55,7; 45,3;
42.3; 42,2; 40,9; 37,8; 36,2; 35,2; 34,8; 32,3; 30,4; 29,4; 27,2; 26,7; 26,6; 25,0; 24,8; 23,5; 20,7;
13,9; 12,2. IC spektrum (CHCls): 3206, 3118 (NH), 2951, 2867 (CH,), 1736 (C = O), 1716 (C =
0), 1448 (CH>), 1203, 1022 (C-0). MS; ESI m/z 424,3 (100 %, M+Na), 402,3 (24 %, M+H).
HR-MS (ESI) m/z: pro C,sH3oNO3;Na [M+Na] vypocteno, 424,2823, nalezeno, 424,2822; pro
C»sH4NO3; [M+H] vypocteno, 402,3003, nalezeno, 402,3003. Pro CsH3oNOs3 (401,6) vypocteno:
74,77 %, C; 9,79 %, H; 3,49 %, N. Nalezeno: 74,77 %, C; 9,94 % H; 2,94 %, N.

Priklad 12: (3R,5R,8R,9S,10S,13S,148S,7)-17-Ethyliden-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (R)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (12)

V nadpisu uvedena sloucenina 12 byla pfipravena dle Obecného postupu A (DMF) z 5B-pregnan-
17-ethyliden-3a-olu (302 mg, 1,0 mmol), za pouziti L-pyroglutamové kyseliny (194 mg, 1,5
mmol). Produkt byl pfedcistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (8% aceton/chloroform,
obj./obj.). V nadpisu uvedend sloucenina 12 (190 mg, 46% vytézek) byla ziskana HPLC
chromatografii v ndsledujicim uspofadani: vysokotlaka pumpa (model 361, Gilson), Inject Valve
Rheodyne, preparativni ELSD detektor (Gilson) spojeny s PC (software Trilution EC, Gilson).
Prutok 17 ml/min, aceton/hexan 20/80, elu¢ni ¢as 48 min. Kolona Luna 5 um Si(2); Axia Packed
250x21,2 mm. Nastiik: 1 ml dichlormethanu: bt 155-157 °C (aceton/hexan), [a]p?® +57,1 (¢ 0.3,
CHCI3): '"H NMR (400 MHz, CDCls): § 0,86 (311, s, H-18); 0,95 (311, s, 11-19); 4,20 (1H, ddd,
J=38,7;5,4; 0,7 Hz; H-C2"); 4,79 (1H, tt, J = 11,4; 4,8 Hz; H-3); 5,11 (1H, qt, J = 7,1; 2.0 Hz;
11-20); 5,86 (1H, s, N-H). 3C NMR (101 MHz, CDCl5): & 177,6; 171,6; 150,4; 113,4; 76,1; 56,4;
55,6; 44,6; 42,05 40,7; 37,5; 35,5; 35,0; 34,8; 32,3; 31,6; 29,3; 27,1; 26,7; 26,3; 25,0; 24,5; 23.4;
21,2; 17,0; 13,3. IC spektrum (CHCl3): 3438, 1706 (oxopyrrolidin); 1734 (C = 0); 1244, 1022
(C-0); 1678, 828 (C=C). MS: ESI m/z 827,6 (100 %, 2M). 414,3 (65 %, M+H). HR-MS (ESI)
m/z: pro CsHsoNO3; [M+HJ vypocteno, 414,30027; nalezeno, 414,29987. Pro C2sH30NOs (413,6)
vypocteno: 75,50 %; C; 9,50 %; H; 3,39 %; N. Nalezeno: 75,24 %, C; 9,51 %, H; 3,02 %, N.

Priklad 13: 2-(((3R,5R,8S,98,10S,13S,14S)-10,13-Dimethylhexadecahydro-1H-
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cyclopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)ethyl (R)-5-oxopyrrolidine-2-carboxylate (13)

V nadpisu uvedena sloucenina 13 byla pfipravena dle Obecného postupu A (DMF) z 3-(58-
androstan-3a-yl)oxy)ethan-1-olu (320 mg, 1,0 mmol), za pouziti L-pyroglutamové kyseliny (194
mg, 1,5 mmol). Produkt byl pfedCistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (8%
aceton/chloroform, obj./obj.). V nadpisu uvedena sloucenina 13 (180 mg, 42% vytézek) byla
ziskana UPEC chromatografii v nasledujicim usporadani: vysokotlakda pumpa (model 361,
Gilson), Inject Valve Rheodyne, preparativni EESD detektor (Gilson) spojeny s PC (software
Trilution EC, Gilson). Pratok 17 ml/min, aceton/hexan 20/80, elu¢ni cas 45 min. Kolona Euna
S5um Si(2): Axia Packed 250x21,2 mm. Nastfik: 1ml dichlormethanu: bt 110-111 °C
(aceton/hexan), [a]p? +11,4 (¢ 0,3, CHCIL3). '"H NMR (400 MHz, CDCI5): § 0,67 (3H, s, 11-18);
0,92 (3H, s, 11-19); 3,28 (1H, tt, J = 11,1; 4,6 Hz, H-3); 3,48 (1H, J= 7,0 Hz; H-C2"); 3,64-3,74
(2H, m, OCH,CH,O-ster); 4,18-4,42 (2H, m, OCH,CH,O-ster); 5,92 (1H, s, N-H). *C NMR (101
MHz, CDCL): & 177,6; 172,1; 79,9; 65,7; 65,3; 55,4; 54,7; 42,3; 41,1; 40,8; 40,6; 39,2; 36,4;
35,6; 35.2; 33,3; 29,2; 27,4; 27,3; 26.9; 25,7; 25,0; 23,6; 21,0; 20,7; 17,6. IC spektrum (CHCI;):
3437, 1705 (oxopyrrolidin); 1744 (C = O); 1240, 1033 (C-0). MS: ESI m/z 454,3 (87 %,
M+Na), 432,3 (58 %, M+H). HR-MS (ESI) m/z: pro C26H4NO4 [M+H] vypocteno, 432,31084;
nalezeno, 432,3 1049. Pro CyH41NO4 (431,6) vypocteno: 72,35 %, C; 9,58 %, H; 3,25 %, N.
Nalezeno: 71,99 %, C; 9,93 %, H; 3.13 %, N.

Priklad 14: 2-(((3R,5R,88S,9S,10S,138S,14S)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)ethyl (S)-6-oxopiperidin-2-karboxylat (14)

V nadpisu uvedend sloucenina 14 byla pfipravena dle Obecného postupu A (DMF) z 3-(58-
androstan-3a-yl)oxy)ethan-l-olu (320 mg, 1,0 mmol), za pouziti 6-oxo-2-piperidinkarboxylové
kyseliny (214 mg, 1,5 mmol). Produkt byl pfedcistén sloupcovou chromatografii na silikagelu
(5% aceton/chloroform, obj./obj.). V nadpisu uvedena sloucenina 14 (170 mg, 38% vytézek) byla
ziskana HPLC chromatografii v nasledujicim uspotfédani: vysokotlakd pumpa (model 361,
Gilson), Inject Valve Rheodyne, preparativni ELSD detektor (Gilson) spojeny s PC (software
Trilution EC, Gilson). Pratok 17 ml/min, aceton/hexan 20/80, elu¢ni ¢as 42 min. Kolona Luna 5
pm Si(2); Axia Packed 250x21,2 mm. Nastiik: 1 ml dichlormethanu: bt 117-119 °C
(aceton/hexan), [a]p?® +8,1 (¢ 0,3, CHCl;). '"H NMR (400 MHz, CDCl;): & 0,68 (3H, s, H-18);
0,92 (3H, s, 11-19); 3,27 (1H, tt, J = 11,1; 4,6 Hz; 11-3); 3,69 (211, ddd, J = 5,5; 4,2; 1,3 Hz;
OCH2CH,O-ster); 4,12 (1H, ddd, J = 8,3; 5,1; 1,6 Hz; H-C2"); 4,25-4,36 (2H, m. OCH,CH-O-
ster); 6,11 (1H, s, N-H). ®C NMR (101 MHz, CDCl): § 171,0; 170,9; 79,6; 65,3; 65,1; 54,6,
54.,4; 42,0; 40,8; 40,5; 40,3; 38,9; 36,0; 35,2; 34,8; 33,0; 30,9; 27,1; 26,9; 26,6; 25,4; 25,3; 23,2;
20,7; 20,4; 19,4; 17,3. IC spektrum (CHCl:): 3400, 1666 (oxopiperidin); 1743 (C = O); 1294,
1244 (C-0). MS: ESI m/z 468,3 (100 %, M+Na). 446,3 (88 %, M+H). HR-MS (ESI) m/z: pro
C7HuuNOs [M+H] vypoéteno, 446,32649; nalezeno, 446,32614. Pro C?>’H*NO* (445,6)
vypocéteno: 72,77 %, C; 9,73 %, H; 3,14 %, N. Nalezeno: 72,63 %, C; 9,65 %, H; 3,03 %, N.

Priklad 15: 1-((3R,5R,8R,9S,108S,138S,148S,17S)-3-(2-Hydroxyethyl)-10,13-
dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren>17-yl)ethan-1-on (15)

Roztok 20-ox0-5B3-pregnan-3a-octové kyseliny (5,9 g, 16,0 mmol) v THF (20 ml) byl po kapkach
pfidan k refluxujicimu roztoku LiAlHs (1,4 g, 36,8 mmol) v THE (580 ml). Po 2 hodinach
refluxu byla reakéni smes ochlazena na 0 °C a byl pfidan nasyceny vodny roztok Na>SOa.
Oddéleny filtrat byl zakoncentrovan a nasledné natedén ethyl acetatem. Organicka slozka byla
promyta vodnym roztokem kyseliny chlorovodikové (10% obj./obj.; 3 x 40 ml), vodou (3 x 40
ml) a nasycenym roztokem NaHCOs (3 x 40 ml). Rozpoustédla susena nad bezvodym Na,SOs a
nasledné odpafena. Sloupcovou chromatografii na silikagelu (4% EtOAc v petroleum etheru,
obj./obj.) byla ziskana latka 1- ((3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S,17S)-3-(2-hydroxyethyl)-10,13-
dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-17-yl)ethan-1-ol (3,1 g, 54% vytézek) jako
smés 20R a 20S-izomeru, kterd byla pouzita v dalSim reakénim kroku. Vodny roztok NaOCI
(5,5%, 30 ml) byl pfidan k roztoku vyse uvedené latky (3 g, 8,6 mmol) v kyselin¢ octové (75 ml).
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Po hodiné¢ michani pfi teploté mistnosti byl pfidan isopropanol (45 ml) a reakéni smés byla
michéna dalSich 30 minut. Reakéni smés byla zfedéna vodou a extrahovéna chloroformem (3 x
30 ml). Spojené organické faze byly promyty solankou, suseny na bezvodym Na,SOs; a
rozpoustédla odpafena. Odparek byl piedCistén pomoci sloupcové chromatografie (3-5%
aceton/hexan). V nadpisu uvedena sloucenina 15 (850 mg, 25% vytézek) byla ziskdna HPLC
chromatografii v nasledujicim uspotadani: vysokotlaka pumpa (model 361, Gilson), Inject Valve
Rheodyne, preparativni ELSD detektor (Gilson) spojeny s PC (software Trilution LC, Gilson).
Priitok 10 ml/min, aceton/hexan 20/80, elu¢ni ¢as 36 min. Kolona Luna 5 pum Si(2); Axia Packed
250x21,2 mm. Nastfik: 3 ml dichlormethanu. V nadpisu uvedena sloucenina byla pouzita do
dalsiho reakéniho kroku. '"H NMR (400 MHz, CDCL): § 0,59 (3H, s, H-18); 0,92 (3H, s, H-19);
2,11 (311, s. H-21); 2,53 (1H, t, J = 9,0 Hz; H-17); 3,66 (2H, t, J = 6,9 Hz; OCH,CH-ster). 1*C
NMR (101 MHz, CDCls) & 209,6; 63.8; 61,7; 56,7; 44,2; 39,9; 39,2; 37,3; 35,6; 35,3; 34,6; 31,4;
31,1; 30,4; 29,5; 27,0; 26,2; 24,6; 24,3; 24,0; 22,7; 20,8; 13,3.

Priklad 16: 2-((3R,5R,8R,9S,108S, 138S,14S,17S)-17-Acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1 H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl)ethyl (R)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (16)

V nadpisu uvedena sloucenina 16 byla ptipravena dle Obecného postupu A (DMF) z 20-ox0-58-
pregnan-3a-ethanolu (347 mg, 1 mmol), za pouziti L-pyroglutamové kyseliny (194 mg, 1,5
mmol). Produkt byl predcistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (8% aceton/chloroform,
obj./obj.). V nadpisu uvedend sloucenina 16 (200 mg, 44% vytézek) byla ziskdana HPLC
chromatografii v nasledujicim uspotadani: vysokotlaka pumpa (model 361, Gilson), Inject Valve
Rheodyne, preparativni ELSD detektor (Gilson) spojeny s PC (software Trilution EC, Gilson).
Pritok 10 ml/min, aceton/hexan 40/80, elu¢ni ¢as 42 min. Kolona Luna 5 pm Si(2); Axia Packed
250x21,2 mm. Nastiik: 3 ml dichlormethanu: nizkotajici latka, [a]p®® +66,3 (¢ 0,3, CHCl3). 'H
NMR (400 MHz, CDCP®): § 0,59 (3H, s, H-18); 0,93 (3H, s, H-19); 2,11 (3H, s, H-21); 4,18 (2H,
t, J= 6,9 Hz; OCH,CH-ster); 4,26-4,21 (1H, m, H-C2"); 5,90 (1 H, s, N-H). B*CNMR(101 MHz,
CDCl): 6 209,8; 177,6; 172,1; 65,1; 64,1; 57,0; 55,5; 44,5; 40,2; 39,5; 37,6; 35,9; 35,6; 31,7,
31,3; 30,5; 30,2; 29.3; 27.2; 26,5; 25,0; 25,0; 24,7; 24,6; 24,3; 23.0; 21,1; 13,6. IC spektrum
(CHCI3): 3438, 1739, 1702 (oxopyrrolidin); 2924, 2864 (CH). MS: ESI m/z 480,3 (100 %,
M+Na), 458,3 (12 %, M+H). HR-MS (ESI) m/z: pro C23sH4NO4 [M+H] vypocteno, 458,32649;
nalezeno, 458,32611. Pro CysH4sNO4 (457,7) vypocteno: 73,49 %, C; 9,47 %, H; 3,06 %, N.
Nalezeno: 73,08 %, C; 9.43 %, H; 2,79 %, N.

Priklad 17: 2-((3R,5R,8R,9S,10S,13S,148S,17S)-17-Acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl)ethyl (R)-6-oxopiperidine-2-karboxylat (17)

V nadpisu uvedena slouc¢enina 17 byla pfipravena dle Obecného postupu A (DMF) z 20-0x0-50-
pregnan-3a-ethanolu (347 mg, 1 mmol), za pouziti 6-oxo-2-piperidinkarboxylové kyseliny (214
mg, 1,5 mmol). Produkt byl pfedCistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (5%
aceton/chloroform, obj./obj.). V nadpisu uvedena sloucenina 17 (175 mg, 37% vytézek byla
ziskana HPLC chromatografii v nasledujicim uspofadéni: vysokotlaka pumpa (model 361,
Gilson), Inject Valve Rheodyne, preparativni ELSD detektor (Gilson) spojeny s PC (software
Trilution LC, Gilson). Pritok 12 ml/min, aceton/hexan 40/60, elu¢ni ¢as 37 min. Kolona Luna 5
um Si(2); Axia Packed 250x21.2 mm. Nastfik: 1 ml dichlormethanu: bt olej, [a]p*® +61,5 (c 0,2,
CHCl3). '"H NMR (400 MHz, CDCls): & 0,59 (311, s, H-18), 0,93 (3H, s, H-19), 2,11 (3H, s, H-
21), 4,10-4,03 (2H, m, OCH,CH-ster), 4,30-4,11 (1H, m, H-C2"), 6,11 (1H, s, N-H). *CNMR
(101 MHz, CDCl3) & 209,8; 171,3; 171,2; 164,4; 65,2; 64,1; 57,0; 55,0; 44,5; 40,2; 39,5, 37,5;
35,9; 35,6; 31,7; 31,3; 31,2; 30,5; 30,2; 27,9; 27,2; 26,5; 25,6; 24,6; 24,3; 23,0; 21,1; 19,7; 13,6.
IC spektrum (CHCl3): 3102 (oxopiperidin); 1739, 1697 (C = O); 1265, 1011 (C—-0). MS: ESI m/z
4943 (100 %, M+Na). HR-MS (ESI) m/z: pro CoH4sNOsNa [M+Na] vypocteno, 494,32408;
nalezeno, 494,32371.

Experimenty in vivo
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Dospéli jedinci (kmen AB) rybky danio pruhované (Danio rerio) byly chovany pii 28-29 °C ve
svételném cyklu 14 hodin svétla/10 hodin tmy (zapnuti svétla v 7 hod., vypnuti svétla v 21 hodin)
v zafizeni ZeClinics (Barcelona, Spanélsko). Veskeré manipulace se zvifaty a péée o né byly
provadény v souladu s legislativou CEA-OH/9421/2 vladniho nafizeni Katalanska. Embrya
ziskand pafenim byla chovdna v médiu E3 za kontrolované teploty 28,5 °C az do dne 7 po
oplodnéni - (dpf), kdy byly provedeny experimenty.

Antikonvulzivni u¢inek latek byl hodnocen ve dvou modelech epileptickych zachvati u
laboratornich hlodavct (PTZ model a 6Hz model) s pouzitim tfi vékovych skupin samcii
laboratornich potkani kmene Wistar. Byla pouzita dvanactidenni (P12 — pro PTZ model) nebo
patnactidenni (P15 — pro Hz model) a dvaceti pétidenni (P25) mlad’ata a rovnéz dospé€la zvitata
(P60). Den porodu byl stanoven jako P0. Experimenty hodnotici prokognitivni ucinek byly
provedeny s dosp€lymi samci laboratorniho potkana kmene Wistar a Long-Evans (3 mésice,
300400 g). Viechna zvifata pochazela z chovného zafizeni Fyziologického tistavu AV CR
(opravnéni 1396/2014-MZE-17214). Zvitata byla chovana ve standartnich podminkach (21 + 1
°C, vlhkost 50-60 %, svételny cyklus 12/12) se stalym piistupem k vod€ a potravé. Veskere
manipulace se zvifaty byly provedeny v souladu postupy https://www.nc3rs.org.uk/arrive-
guidelines a v souladu se zdkonem ¢. 246/1992 Sb. a mezinarodnimi zdkony a predpisy (EU
Directive 2010/63/EU for animal experiments).

Vzhledem k zakonem danému etickému pozadavku na redukci poctu laboratornich zvifat
pouzitych v pokusech byla jako modelovd molekula ke studiu antikonvulzivnich a
neuroprotektivnich vlastnosti v animalnich modelech hlodavcii vybrana z Piikladu 1.

Antikonvulsivni Gcinky steroidnich derivati v modelu akvarijni rybky ddnio pruhované (Danio
rerio)

Primarn€ byl studovan antikonvulzivni ucinek narokovanych latek na nervovy systém v
embryonalnim testu s organismem akvarijni rybky dénio pruhované (Danio rerio). Tento test je
moderni alternativou k testiim na dospé€lych zvifatech, majici srovnatelnou vypovidaci hodnotu.
Danio rerio je velmi vSestranny organismus, ktery vykazuje fadu fyziologickych podobnosti se
savci véetné Clovéka (Expert Opin. Drug Metab. Toxicol. 2009, 5, 393). Antikonvulzivni u¢inek
steroidnich derivati byl studovan na jedincich o stafi 7 dpf (,,days post fertilization” - dny po
oplozeni). Steroidni derivaty byly testovany ve 3 koncentracich (1, 3 a 5 umol.I""). Jako negativni
kontrola byl pouzit 1% (obj./obj.) roztok DMSO. Epileptiformni aktivita byla vyvolana aplikaci
pentylentetrazolu (PTZ) v davce 5 mmol.I". Topiramat, klinicky pouzivané lé¢ivo pro tuto
indikaci, byl pouzit jako komparator. Vysledky byly analyzovany softwarem GraphPad Prism a
statistickd vyznamnost byla stanovena testem One-way ANOVA s naslednym srovnanim s
pouzitim Turkeyho testu. Spontanni pohyby dénia pruhovaného a jeho reakce na impulsy svétla a
tmy byly nahravany na zafizeni DanioVision a analyzovany pomoci softwaru EthoVision XT 12
(Noldus Information Technologies, Wageningen, Holandsko). Tento systém obsahuje kameru
umisténou nad nadrzkou s cirkulujici vodou a s teplotnim senzorem nastavenym na 28 °C.
Jednotlivé rybky jsou umistény v 48-jamkové destiCce, coz umoznuje softwarem specificky
kontrolovat a modifikovat podminky experimentu (napf. stimulaci svétlem a tmou). Pfed kazdym
experimentem byla zvifata ponechdna 10 minut ve tmé pro aklimatizaci a teprve poté byla
vystavena sérii impulzli svétla a tmy. Protokol experimentu se sklada z né¢kolika fazi: (a) 15
minut s osvétlenim desti¢ky; (b) série 5 kratkych zableskd svétla, které indukuji epileptické
zachvaty; (¢) 25 minut stfidani svétla a tmy po 5 minutach (tzv. dark/light test). Z kazdé faze
experimentu se daji ziskat odliSna experimentdlni data. V prvni fazi experimentu se ziskaji
informace o spontannim lokomocnim pohybu zvifete. Druha ¢ast experimentu umoznuje
analyzovat zmény chovani na svételny stimul vyvolavajici epileptiformni aktivitu a vyhodnotit
jeji zékladni charakteristiky: rychlost plavani a rychlost otdceni (specifické neptedvidatelné
pohyby). Posledni ¢ast experimentu umozituje vyhodnotit anomalie ¢i odchylky od pfirozeného
chovani dania pruhovaného (pohyb ve tmé vs pfirozeny klidovy stav pii osvétleni). Tyto udaje
charakterizuji ptipadny sedativni G¢inek testovanych latek.


https://www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines
https://www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines
https://www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines
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Antikonvulzivni efekt latek byl studovan v davkéach 1, 3 a 5 mg/kg pro latky uvedené v Piikladu
1, Prikladu 2 a v Prikladu 3. Vysledky (viz Obr. 1 a Obr. 2) ukazuji, Zze vSechny latky
signifikantn€ snizily epileptiformni lokomo¢ni aktivitu zpisobenou aplikaci PTZ ve vSech tfech
hodnocenych parametrech - spontanni lokomoc¢ni aktivite, rychlosti plavani a rychlosti otaceni.
Vsechny latky také snizily epileptiformni lokomocni aktivitu ve fazi dark/ligh testu, aniz by
zpusobily sedaci.

Antikonvulsivni G¢inky steroidnich derivati 11 laboratornich potkant

Antikonvulzivni u¢inek byl studovan na dvou v€kovych skupinidch mlad’at laboratorniho potkana
kmene Wistar, 12 ¢i 15dennich a 25dennich, a na dospélych jedincich (P60). Divodem dvou
veékovych skupin mlad’at potkanti byla jednak existence novorozeneckych zachvatt (détskych
epileptickych encefalopatii), které jsou ve vétSing piipadl rezistentni k souc¢asné farmakoterapii —
k tomuto ucelu jsme testovali mladSi skupinu, kde vyvoj mozku odpovidd vyvoji mozku u
lidskych kojenct. Zvifata 25denni pak odpovidaji détem Skolniho véku. Byly pouzity dva
modely: konvulsivni generalizované tonicko-klonické zachvaty vyvolané podkozni aplikaci
pentylentetrazolu (PTZ) v davce 100 mg/kg a zachvaty vyvolané transkornedlni elektrickou
stimulaci o frekvenci 6 Hz trvajici 3 s. Pulsy jsou bifazické a maji trvani 1 ms, stimulator firmy
Ugo Basile generuje pulzy s konstantni intenzitou proudu. Kiece vyvolané PTZ piedstavuji
model lidskych generalizovanych tonicko-klonickych zachvati (GTCS), zachvaty vyvolané 6Hz
stimulaci jsou obecné povazovany za model temporalnich (psychomotorickych, komplexnich
parcialnich) zachvati. Vysledky jsou prezentovany jako prumér+SEM. Rozdily v latencich a tizi
zachvatl byly stanoveny testem ANOVA s naslednym srovnanim s pouzitim Holm-Sidak testu.
Incidence byly porovnany s pouzitim Fischerova testu. Hodnota p byla stanovena < 0.5.

Utinnost steroidnich derivétii v modelu zachvatil vyvolanych PTZ u laboratornich potkanii

Antikonvulzivni efekt latek byl studovan na dvou vékovych skupiniach mlad’at laboratorniho
potkana kmene Wistar — 12dennich a 25dennich. Steroidni derivaty byly aplikovany v davkach 1,
5, a 10 mg/kg i.p., 20 minut pted aplikaci PTZ (100 mg/kg, s.c.).

Antikonvulzivni G¢inek latky z Prikladu 1 je zobrazen na Obr. 3. U 12dennich mlad’at byla
davkou 1 mg/kg potlacena tonicka faze zachvatu, davka 5 mg/kg signifikantné snizila vyskyt
zachvatG a davka 10 mg/kg je zcela potlacila. Latence generalizovanych zachvati byly
signifikantné prodlouzeny davkami 1 a 5 mg/kg, index zavaznosti zachvatl (tj. tize zachvatil)
klesal v zavislosti na davce. U 25dennich mlad’at davky 5 a 10 mg/kg signifikantné snizily vyskyt
generalizovanych tonicko-klonickych v davce 10 mg/kg zachvatl bez specifického ovlivnéni
jednotlivych fazi. Latence zachvatl po davce 1 mg/kg se vyznamné nezménily, po obou vysSich
davkach se vSak zachvaty vyskytly jen u jednoho zvifete. Index zavaznosti zachvati kopiroval
vyskyt zachvati. Antikonvulzivni G¢inek latky z Ptikladu 2 je zobrazen na Obr. 4. Latka v
Prikladu 2 v davkach 5 a 10 mg/kg signifikantné potlacila vyskyt generalizovanych zachvati i
tizi epileptickych projevli u obou v€kovych skupin. Antikonvulzivni G¢inek latky z Piikladu 3 je
zobrazen na Obr. 5. Latka z Prikladu 3 v davkach 5 a 10 mg/kg potlacila vyskyt
generalizovanych zachvatt u 25dennich mlad’at. U 12dennich zvifat byla uc¢inna davka 5 mg/kg.

Antikonvulzivni u¢inek latky z Piikladu 1 u dospélych zvirat je zobrazen na Obr. 6. U dospélych
zvitat latka z Prikladu 1 v davce 10 mg/kg signifikantné sniZzovala vyskyt kompletnich
generalizovanych zachvatl s tonickou fazi (GTCS) bez ovlivnéni vyskytu minimalnich, pfevazné
klonickych zachvatl. Latence generalizovanych zachvatl byla vyznamné snizena davkou 5
mg/kg, po které méla zachvat pouze dvé z osmi zvitrat a v ptipadé davky 10 mg/kg dokonce jen
jedno zvite. Tize zachvatl byla signifikantné snizena po obou davkach, 51 10 mg/kg.

Utinnost steroidnich derivati v modelu zachvatéi vyvolanych elektrickou stimulaci 6 Hz u
laboratornich potkani
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Pro tento test byla pouzita mlad’ata 15denni, protoze ta jiz maji rozlepend vicka a neni nutné je
chirurgicky rozevirat. Jako druha skupina byla pouzita zvifata 25denni. Citlivost dvou uvedenych
veékovych skupin na tuto stimulaci je rliznd, proto jsme pouzili u 15dennich mladat intenzity
proudu 40, 60 a 80 mA, zatimco u 25dennich mlad’at to byly intenzity 20, 40 a 60 mA. Mezi
jednotlivymi stimulacemi jsme dodrzovali 20ti minutovy odstup, 10 minut pred kazdou stimulaci
byly ob¢ oci znecitlivény kapkou mesocainu. Steroidni derivaty byly podany v davce 10 mg/kg,
i.p. 20 min pfed prvni stimulaci. Antikonvulzivni G¢inek latky z Pfikladu 1 u 15 a 25dennich
zvitat je zobrazen na Obr. 7. U 15dennich zvitat latka v testované dévce signifikantn€ potlacovala
zachvaty vyvolané stimulaci o intenzit¢ 60 ale ne 80 Hz. Podani PPG vSak vyznamné zkratilo
trvani zachvatli u obou intenzit. Intenzita zachvatii nebyla ovlivnéna. Star$i vé€kova skupina
ukézala tendenci k niz8imu vyskytu zdchvatt, které po obou uc¢innych intenzitach stimulace
trvaly signifikantng krats$i dobu a mély niZsi intenzitu.

Antikonvulzivni u¢inek latky z Piikladu 1 u dospélych zvitat je zobrazen na Obr. 8. U dospélych
potkanii latka ovlivnila prdh pro vyvolani kie¢i v 6Hz modelu epileptickych zachvati pouze
nesignifikantné. Tendence ke zvySeni prahu se objevila po podani nejvyssi testované davky 10
mg/kg i.p. Nicméng, tyto vysledky spolu s vysledky ziskanymi ve stejném modelu na mlad’atech
jednoznacéné€ prokazuji vys$si ucinnost a §irsi spektrum antikonvulzivni u€innosti v pediatrickych
modelech.

Uginnost latky z P¥ikladu 1 v modelech afektivnich poruch (komorbidit epilepsie)

Behavioralni modely afektivnich poruch jsou zaloZeny na vystaveni stresové situaci. Provedeny
byly dva behavioralni testy: test ve vyvyseném kiizovém bludisti (PPM, Nat. Protoc. 2007, 2,
322) a v modelu ,,novelty suppressed feeding* (NSF, Interdiscip. Toxicol. 2017, 10, 40).

V testu LPM byla testovana sloucenina aplikovana v davkach 1,3 a 10 mg/kg, i.p. 30 minut pred
samotnym testovanim v bludisti. Béhem 10 minut pobytu v bludisti byly sledovanymi parametry
¢as straveny v otevienych ramenech, v uzavienych ramenech a v centralni platformé. Aplikace
latky z Ptikladu 1 v davce 10 mg/kg vedla ke sniZeni vSech sledovanych parametrl anxiety. Test
EPM prikazné¢ dolozil anxiolytické vlastnosti latky z Piikladu 1.

V testu NSF byla sloucenina z Ptikladu 1 byla aplikovana i.p. 30 min pfed samotnym méfenim v
davkach 0,1; 0,3; 1; 3 a 10 mg/kg. Vysledky ukézaly signifikantni pokles latence do zahdjeni
pfijmu krmiva u davky 0,3 mg/kg, tedy anxiolytické vlastnosti. U davek 1 a 3 mg/kg byl
zaznamenan trend ke sniZzeni doby latence ptijmu krmiva.

Ucinnost latky z Piikladu 1 v modelech schizofrenii podobného chovani a prokognitivniho
ucinku

Schizofrenii podobné chovani bylo vyvolano i.p. aplikaci dizocilpinu (MK-801) v déavce 0,1
mg/kg. Vliv latky z Ptikladu 1 byl testovan v behavioralnim testu ,,pasivni vyhybani“ (passive
avoidance) (Psychopharmacology (Berl). 2016, 233, 2077). Jedna se Glohu, ktera slouzi ke studiu
paméti a schopnosti uceni.

Latka z Pfikladu 1 byla aplikovana 30 min i.p. pied ilohou v davkach 0,1; 1 a 3 mg/kg. Vysledky
ukazuji, ze aplikace latky z Ptikladu 1 intaktnim zvifatim nenarusuje pamét hodinu po aplikaci
averzivniho podnétu. Vliv na sniZeni latence vstupu byl zaznamenan u latence métené 24 h po
asociaci jiz u davky 0,1 mg/kg. Aplikace dizocilpinu vedla k poSkozeni paméti, méfenému jako
latence vstupu po 1 1 24 h po aplikaci averzivniho stimulu. Aplikace latky z Prikladu 1 v davce
0,1 mg/kg zabranila poSkozeni paméti méteno 1 h po averzivnim stimulu. V ostatnich davkach a
delsim ¢asovém odstupu byl pozorovan obdobny trend. Aplikace latky z Ptikladu 1 tedy vykazuje
prokognitivni vliv, a to spiSe u kratkodobé paméti.
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Neuroprotektivni u¢innost latky z Ptikladu 1 v modelu excitotoxického poskozeni CNS

Neuroprotektivni vliv latky z Ptikladu 1 byl testovan v modelu bilateralni excitotoxické 1éze
dorzalniho hipokampu. Postup byl provadén podle literatury (Neuropharmacology 2011, 61, 61).
Tento model simuluje nadmérnou stimulaci NMDA receptorii, ktera se objevuje u fady
patofyziologickych stavli, coz vede k toku vapniku do nitra neuronu a nasledné k apoptoze az
nekroéze. Klinicky se tento stav projevuje neurodegeneraci a poskozenim CNS.

Potkani byli nahodné rozdéleni do tii skupin. Kontrolni zvifata zahrnovala operovana zvirata,
kterym byl do hipokampu aplikovan fosfatovy pufr o pH 7,4. Druhou skupinu, nazvanou NMDA,
tvotila zvifata, kterym byly provedeny NMDA 1éze hipokampu. Zvitatim ve tieti skupiné byl 5
minut po provedeni NMDA [éze aplikovan PPG v davce 1 mg/kg ip. NMDA léze byla
indukovana infuzi excitotoxického NMDA (25 mmol.I"!, objem 1 ul) do dorzalniho hippocampu.
kontrolni zvifata dostala sterilni PBS (10 mmol.I"!). Latka z Piikladu 1 (1 mg/kg) nebo vehikulum
bylo podano 5 minut po ukonceni infuze NMDA. Za 24 h po indukci excitotoxického poskozeni
hipokampu byla provedena transcardialni perfuze. Mozkova tkan byla nasledné postfixovana pres
noc ve 4% PFA a nasledn¢ v 10%, 20%, 30% (obj./obj.) sacharéze (ke kryoprotekci) pro
histologickou evaluaci. Histologické poSkozeni, resp. neuroprotektivni vliv latky z Ptikladu 1 byl
hodnocen pomoci obarveni degenerujicich neuronti latkou Fluoro Jade B (Merck Millipore,
katalogové Cislo AG310-30MG), vyhodnocené oblasti zahrnuly: hipokampus - DG, hilus, CA3,
CAl. Vysledky na Obr. 9 ukazuji signifikantni sniZzeni poskozeni dorsalniho hipokampu po
aplikaci latky z Ptikladu 1. Tyto vysledky jasné dokladaji neuroprotektivni ucinek latky z
Prikladu 1.

Prumyslova vyuzitelnost

Slouceniny podle ptfedlozeného vynalezu budou vyuzitelné pro 1é€eni onemocnéni centralniho
nervového systému, zejména epilepsie a zachvatovych stavli u deti. Kromé toho mohou byt
pouzity i k ovlivnéni pfidruZzenych komorbidit. Jedna se naptiklad o deprese, tzkost, schizofrenii
podobné chovani, neurovyvojové poruchy, afektivni poruchy a stresové poruchy. Narokované
latky lze v terapii pouzit samostatné, ale i jako adjuvantni 1é¢bu k 1éciviim, ktera jsou v soucasné
dobé schvalena k terapii.
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PATENTOVE NAROKY

1. slouceniny obecného vzorce I,

o NI R>
6
YRR R
R! R?
y
kde

R! je methyl a potom R? jsou dva vodikové atomy, nebo vodikovy atom a C;- C4 alkyl s pfimym
nebo rozvétvenym uhlikovym fetézcem,

nebo

R! a R? dohromady tvofi skupinu -(CH,)n-, kde n=2 nebo 3, ktery s piivodnimi uhlikovymi atomy
1 a 3 v obecném vzorci 1 vytvari péti nebo Sesti clenny cyklus,

R? je skupina -O-(CHz)n -Om-,, kde n=0-2 am =0 nebo 1,
R* je 305B-androstan 3,11,17,17-tetrayl,
R’ je vodikovy atom nebo hydroxylova skupina,

R® je atom vodiku a potom R je zvolen ze skupiny, zahrnujici atom vodiku, acetylovou skupinu,
kyano skupinu, Ci-C; kyanoalkylovou skupinu, 1,1-difluoroethylovou skupinu a pifimy nebo
vétveny Ci- C4 alkyl,

nebo R® a R spole¢né piedstavuji strukturu, zvolenou ze skupiny zahrnujici Ci- C» alkyliden,
kyanomethylenovou skupinu, atom kysliku, dva atomy fluoru.

Slouceniny obecného vzorce I podle naroku 1, zvolené ze skupiny, zahrnujici:

(BR,5R,8R,9S,108,1385,14S,17S)-17-Acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (S)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (1),

(3R,5R,8R,98,108,1385,14S,17S)-17-Acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (R)-6-oxopiperidin-2-karboxylat (2),

(3R,5R,8R,98,108,138,14S,17S)-17-Kyano-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (R)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (3),

(BR,5R,8R,98,108,1385,14S,17S)-17-Acetyl-11-hydroxy-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cycklopenta[a]fenantren-3-yl (S)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (4),

(3R,5R,8R,98,108,1385,14S)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl (S)-
5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (5),

(3R,5R,8R,98,108,13S,14S)-10,13-Dimethyl-17-oxohexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-
3-yl (R)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (6),



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ2019 - 216 A3

(3R,5R,8R,98,108,13S,14S)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl (R)-
6-oxopiperidin-2-karboxylat (7),

(3R,5R,8R,98,108,138,14S,17S)-17-Kyano-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (R)-6-oxopiperidin-2-karboxylat (8),

(3R,5R,8R,98,108,138,14S,17S)-17-Acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl acetylglycinat (9),

(3R,5R,8R,95,108,1385,148,17S)-17-acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl acetylleucinat (10),

(3R,5R,8R,98,108,1385,14S,17S)-10.13,17-Trimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-
3-yl (S)-5-oxopyrrolidine-2-karboxylat (II).

(3R,5R,8R,9S,108,138S,148S,7)-17-Ethyliden-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl (R)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (12),

2-(((3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S)-10,13-Dimethylhexadecahydro-1H-cyclopenta[a]fenantren-3-
yloxy)ethyl (R)-5-oxopyrrolidine-2-karboxylat (13).

2-(((3R,5R,8R,9S5,10S,13S,14S)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-
yloxy)ethyl (S)-6-oxopiperidin-2-karboxylat (14),

2-((3R,5R,8R,9S,108,138S,148,17S)-17-Acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl)ethyl (R)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (16),

2-((3R,5R,8R,98,108,138S,14S,17S)-17-Acetyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl)ethyl (R)-6-oxopiperidine-2-karboxylat (17).

2. Slouceniny obecného vzorce I podle naroku 1 a konkrétni slouc¢eniny podle naroku 2, pro
pouziti jako 1éCiva.

3. Slouceniny obecného vzorce I podle naroku 1 a konkrétni slouceniny podle naroku 2 pro
pouziti k 1éCeni epilepsie ¢i onemocnéni spojenych s kifeCemi, jako jsou naptiklad zachvaty spojené
s hypoxii; zachvaty spojené s traumatickym poskozenim mozku; zachvaty spojené s intoxikaci;
patologické zmény zplsobené hyperexcitaci.

4. Slouceniny obecného vzorce I podle naroku 1 a konkrétni slouceniny podle naroku 2, pro
pouziti k 1é¢eni stavil, které mohou doprovazet epilepsii, jako jsou afektivni poruchy, deprese, post-
traumatické stresové poruchy (PTSD) a nemoci souvisejici se stresem, anxieta, schizofrenie a
psychotické poruchy, souvisejici ischemické poskozeni CNS, neurodegenerativni zmény a
poruchy, roztrousena sklerdza.

5. Slouc€eniny obecného vzorce I podle naroku 1 a konkrétni slouceniny podle néroku 2, pro
pouziti k vyrobé veterindrniho nebo humanniho farmaceutického piipravku k 1éceni epilepsie ¢i
onemocnéni spojenych s kie¢emi, jako jsou naptiklad zachvaty spojené s hypoxii; zachvaty spojené
s traumatickym poskozenim mozku; zachvaty spojené s intoxikaci; patologické zmény zpisobené
hyperexcitaci.

6. Farmaceuticky prostfedek pro humanni i veterinarni pouziti, vyznacujici se tim, ze obsahuje
jako aktivni slozku slouc¢eninu obecného vzorce I podle naroku 1 a/nebo slouc¢eninu podle naroku
2.

7. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 6 pro pouziti k léceni epilepsie ¢i onemocnéni

- 20 -



CZ2019 - 216 A3

spojenych s kifeCemi, jako jsou napiiklad zachvaty spojené s hypoxii; zachvaty spojené s
traumatickym poSkozenim mozku; zachvaty spojené s intoxikaci; patologické zmény zptisobené
hyperexcitaci.

8. Farmaceuticky prosttedek podle naroku 6 pro pouziti k 1éCeni stavi, které mohou doprovazet
epilepsii, jako jsou afektivni poruchy, deprese, post-traumatické stresové poruchy (PTSD) a
nemoci souvisejici se stresem, anxieta, schizofrenie a psychotické poruchy, souvisejici ischemické
poskozeni CNS, neurodegenerativni zmény a poruchy, roztrousena skler6za.

9. Pouziti sloucenin podle obecného vzorce I podle naroku 1 pro vyrobu analytickych standardi
pouzivanych v experimentdlnim vyzkumu a analytické chemii ¢i jako sloucenin obsazenych v
potravinovych dopliicich ¢i kosmetickych pripraveich uréenych pro zlepSovani reakei jednotlivych
¢asti organismu vic¢i onemocnénim spojenych s kiecemi.

9 vykrest
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P25, sloucenina 2
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P25, slouéenina 3
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P60, sloucenina 1
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() PBS + COX

(B) NMDA + CDX

(C) NMDA + sloufenina 1 [1mg/kg
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