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Sterolové derivaty, prripravky obsahujici tyto derivaty a jejich pouziti

Oblast techniky
Vynalez se tyka novych sterolovych derivatdl odvozenych od rostlinnych hormoni

brasinosteroidil, jejich pouziti pfi ochrané proti bunéénému poskozeni a bunééné toxicité,
a pripravki obsahujicich tyto derivaty.

Dosavadni stav techniky

Parkinsonova choroba (PD) je druhé nejcastéjsi a motoricky souvisejici neurodegenerativni
onemocnéni, s predpokladanym naridstem v diagnostikovanych ptipadech dosahujicim az
12 milioni pacientii do roku 2040 (Dorsey et al. J. Parkinson's Dis. 2018, 8, S3). PD je
charakterizovana motorickymi ptiznaky spojenymi se specifickou degeneraci a ztratou priblizné
30 az 70 % dopaminergnich neuronil v substantia nigra pars compacta a jejich projekcemi na
striatum (Rizek et al. CMAJ 2016, 188, 1157). Mezi mnoho molekularnich znakd PD patfi
zvySeny oxidacéni a nitrosativni stres (OS a NS), dysfunkce mitochondrii, excitotoxicita,
dysfunkce ubikvitin/proteazomalniho systému (UPS) a neurozanét (Dantuma a Bott, Front. Mol.
Neurosci 2014, 7; Cookson a Bandmann, Human Mol Gen 2010, 19, R21). Vzhledem
k nedostatku ucinné a nejen symptomatické 1ééby PD je vyvoj 1é€iv zaméfen na latky s ucinnym
lé¢ebnym ucinkem na degenerativni procesy PD. Jednim ze zdrojt jsou ptirodni slouceniny, které
maji tendenci vykazovat méné vedlejSich ucinka.

Bioaktivni molekuly spojené s Parkinsonovou chorobou, zejména panaxatriolové saponiny
z Panax notoginseng, vykazovaly dostatecnou neuroprotekci proti 1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridinem (MPTP) indukované smrti PD neuront a zhorSeni chovani in vivo (Luo
akol., J. Ethnopharmacol. 2011, 133, 448). Dalsim prikladem jsou ginsenosidy, steroidni
slouceniny, které vykazovaly neuroprotektivni aktivitu v MPTP modelu PD. Také zvySovaly
hladiny DA ve striatu a substantia nigra modulaci exprese nékolika genii (Bcl-2, Bcel, Bax,
kaspaza 3 a tyrosinhydroxylaza) (Wang et al., Neurochem. Int. 2009, 54, 43). Zatimco kurkumin
je jednim ze silnych koteni, které ma Siroké spektrum antioxidacnich a neuroprotektivnich aktivit
zodpovédnych za anti-PD aktivity, jeho synteticky derivat kurkumin glukosid byl jesté ti€¢innéjsi,
protoZze byl schopen inhibovat agregaci a toxicitu a-synukleinu zplisobem zavislym na davce,
bylo prokazano snizeni apoptozy (kaspaza 3 a 9), oxidacniho stresu a mitochondrialni dysfunkce
v bunikach AS53T a-synuklein PC12 (Liu a kol., Pharmacol. Res. 2011, 63, 439). Dal$im zdrojem
terapie modifikujici PD na bazi rostlin je Mucuna pruriens, rostlinny druh bohaty na antioxidanty
ptirodniho plivodu, jako je koenzym Q-10 (Co-Q10) a L-DOPA. Aplikace ptirozené formy L-
DOPA ve formé semen Mucuna pruriens prokazala Gcinnost pti zlepSovani symptomii PD, ale
s lepsim farmakokinetickym profilem nez tradi¢ni forma L-DOPA (Bega a Zadikoff, J. Mov. Dis.
2014, 7, 57). Konecné¢ Co-QI10 a kreatin byly jednémi z nejvice studovanych pfirodnich
sloucenin pro 1écbu PD. Co-Q10 vykazoval Sirokou neuroprotektivni aktivitu v modelech PD
zalozenych na paraqatu, rotenonu, l-methyl-4-fenylpyridiniu (MPP+) a MPTP. Bylo také
2jiSténo, Ze zlepsuji symptomy PD v preklinické studii na primatech a v nékolika klinickych
studiich (Shults a kol., Arch. Neur. 2002, 59, 1541; Exp. Neurol. 2004, 188, 491).

Predmétem ptredkladaného vynalezu je proto poskytnout novou generaci derivatii neurosterold,
které vykazuji silné a selektivni ochranné vlastnosti na neuronalnich bunkach a tkanich a mohou
byt pouzity pfi l1éébe a profylaxi neurodegenerativnich chorob, zejména Parkinsonovy choroby.
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Podstata vynalezu

Predmétem tohoto vynalezu jsou neurosterolové derivaty obecného vzorce 1,

2,
2,
2,
2
2
2
2

Rs
i

Ry

Rl ,
////

\
\\\\\\\\

T,

D,
ve kterém
R1, R2 jsou nezavisle vybrany z vodiku nebo hydroxylové skupiny;
R3 je nezavisle vybran ze skupiny zahrnujici vodik, linearni a rozvétveny C1-C5 alkyl a C3-
C6 cykloalkyl, pricemz cykloalkyl miize byt poptipadé substituovan alespon jednim
substituentem, kterym je C1-C5 alkyl;
R4 je nezavisle vybran ze skupiny sestavajici z vodiku, methylu a ethylu;
nebo R3 a R4 spolecné tvoti bivalentni skupinu C2-CS5 a,w-alkylenu,

a kde nasledujici slouceniny jsou vylouceny z obecného vzorce I:

20-hydroxy-5a-cholestan-6-on, 3a-hydroxy-5a-cholestan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-5a-cholestan-6-
on, 3a-hydroxy-5a-campestan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-5a-campestan-6-on.

S vyhodou nejsou R3 a R4 zaroven vodik, tedy alespon jeden z R3 a R4 je odlisny od vodiku.

V nékterych provedenich vynalezu nesou slouceniny obecného vzorce I jako substituent R3
linearni C1-C5 alkyl, s vyhodou vybrany ze skupiny zahrnujici methylovou, ethylovou, n-
propylovou, n-butylovou a n-pentylovou skupinu.

V nékterych provedenich vynalezu nesou slouceniny obecného vzorce I jako substituent R3
rozvétveny C3-C5 alkyl, s vyhodou vybrany ze skupiny, kterou tvofi isopropyl, isobutyl, sek-
butyl, ferc-butyl, 2-methylbut-2-yl, 2,2-dimethylpropyl, 3-methylbut-1-yl, pent-2-yl, pent-3-yl, 3-
methylbut-2-yl a 2-methylbutyl.

V jesté nékterych provedenich vynalezu nesou slouceniny obecného vzorce I jako substituent R3
cykloalkylovou skupinu, s vyhodou vybranou ze skupiny zahrnujici cyklopropyl, cyklobutyl,
cyklopentyl,  cyklohexyl,  cyklopropylmethyl,  cyklobutylmethyl,  cyklopentylmethyl,
cyklohexylmethyl, kter¢é mohou byt popfipadé substituovany linearnim CI1-C5 alkylem,
s vyhodou C1-C3 linearnim alkylem.

S vyhodou je jeden z R3 nebo R4 atom vodiku, a druhy z nich neni atom vodiku.
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V nékterych provedenich vynalezu nesou slouceniny obecného vzorce I jako substituenty R3
a R4 alkylenovou skupinu, ktera je vybrana ze skupiny zahrnujici 1,2-ethylen, 1,3-trimethylen,
1,4-tetramethylen a 1,5-pentamethylen.

V nékterych provedenich vynalezu nesou slouceniny obecného vzorce I v poloze R3 substituent
majici chiralni centrum, kde je absolutni konfigurace bud’ R, nebo S.

V nékterych provedenich vynalezu maji slouceniny obecného vzorce I na uhliku C-23 chiralni
centrum, kde je absolutni konfigurace bud’ R, nebo S.

Jednotlivé slouceniny popsané v prikladech predstavuji jednotliva vyhodna provedeni
ptedlozeného vynalezu. Vyhodnymi slouceninami podle vynalezu jsou sterolové derivaty
nasledujicich vzorctl, kde jeden nebo oba z R1, R2 jsou hydroxy substituenty:

20-hydroxy-24-nor-5a-cholan-6-on,
3a-hydroxy-24-nor-5a-cholan-6-on,
20,30-dihydroxy-24-nor-5a-cholan-6-on;

20-hydroxy-5a-cholan-6-on,
3a-hydroxy-5a-cholan-6-on,
20,3a-dihydroxy-5a-cholan-6-on;

20-hydroxy-23-methyl-5a-cholan-6-on,
3a-hydroxy-23-methyl-5a-cholan-6-on,
20,3a-dihydroxy-23-methyl-5a-cholan-6-on;
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20-hydroxy-26,27-dinor-5a-cholestan-6-on,
3a-hydroxy-26,27-dinor-5a-cholestan-6-on,
2a,3a-dihydroxy-26,27-dinor-5a-cholestan-6-on;

(23R)-20-hydroxy-23-ethyl-5a-cholan-6-on,
(23R)-3a-hydroxy-23-ethyl-5a-cholan-6-on,
(23R)-20,30-dihydroxy-23-ethyl-5a-cholan-6-on;

(23S5)-20-hydroxy-23-ethyl-5a-cholan-6-on,
(23S5)-3a-hydroxy-23-ethyl-5a-cholan-6-on,
(235)-20,30-dihydroxy-23-ethyl-5a-cholan-6-on;

20-hydroxy-27-nor-5a-cholestan-6-on,
3a-hydroxy-27-nor-5a-cholestan-6-on,
20,30-dihydroxy-27-nor-5a-cholestan-6-on;
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20-hydroxy-24,24-dimethyl-5a-cholan-6-on,
3a-hydroxy-24,24-dimethyl-5a-cholan-6-on,
20,30-dihydroxy-24,24-dimethyl-5a-cholan-6-on;

20-hydroxy-26a-homo-27-nor-5a-cholestan-6-on,
3a-hydroxy-26a-homo-27-nor-5a-cholestan-6-on,
20,30-dihydroxy-26a-homo-27-nor-5Sa-cholestan-6-on;

20-hydroxy-24,24,24-trimethyl-5a-cholan-6-on,
3a-hydroxy-24,24,24-trimethyl-5a-cholan-6-on,
20,30-dihydroxy-24,24,24-trimethyl-5a-cholan-6-on;

20-hydroxy-27-nor-5a-campestan-6-on,
3a-hydroxy-27-nor-5a-campestan-6-on,
20,30-dihydroxy-27-nor-5a-campestan-6-on;
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20-hydroxy-27-nor-5a-ergostan-6-on,
3a-hydroxy-27-nor-5a-ergostan-6-on,
5 2a,3a-dihydroxy-27-nor-5a-ergostan-6-on;

20-hydroxy-26a,26b-dihomo-27-nor-5a-cholestan-6-on,
10 3o-hydroxy-26a,26b-dihomo-27-nor-5a-cholestan-6-on,
2a,3a-dihydroxy-26a,26b-dihomo-27-nor-5a-cholestan-6-on;

15 20-hydroxy-5a-campestan-6-on;

20-hydroxy-5a-ergostan-6-on,
20 3o-hydroxy-Sa-ergostan-6-on,
20,30-dihydroxy-5a-ergostan-6-on;
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20-hydroxy-24-ethyl-24,24-dimethyl-5a-cholan-6-on,
3a-hydroxy-24-ethyl-24,24-dimethyl-5a-cholan-6-on,
20,30-dihydroxy-24-ethyl-24,24-dimethyl-5a-cholan-6-on;

20-hydroxy-25-methyl-5a-cholestan-6-on,
3a-hydroxy-25-methyl-5a-cholestan-6-on,
20,30-dihydroxy-25-methyl-5a-cholestan-6-on;

20-hydroxy-27-nor-5a-stigmastan-6-on,
3a-hydroxy-27-nor-5a-stigmastan-6-on,
20,30-dihydroxy-27-nor-5a-stigmastan-6-on;

(245)-20-hydroxy-26a-homo-27-nor-5a-campestan-6-on,
(245)-3a-hydroxy-26a-homo-27-nor-5a-campestan-6-on,
(245)-20a,30-dihydroxy-26a-homo-27-nor-5a-campestan-6-on;
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(24R)-20-hydroxy-26a-homo-27-nor-5Sa-ergostan-6-on,
(24R)-30-hydroxy-26a-homo-27-nor-Sa-ergostan-6-on,
(24R)-20,30-dihydroxy-26a-homo-27-nor-5a-ergostan-6-on;

2a-hydroxy-22-cyklopropyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on,
3a-hydroxy-22-cyklopropyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on,
20,30-dihydroxy-22-cyklopropyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on;

2a-hydroxy-22-cyklobutyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on,
3a-hydroxy-22-cyklobutyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on,
20,30-dihydroxy-22-cyklobutyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on;

20-hydroxy-22-cyklopentyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on,
3a-hydroxy-22-cyklopentyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on,
20,30-dihydroxy-22-cyklopentyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on;
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2a-hydroxy-22-cyklohexyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on,
3a-hydroxy-22-cyklohexyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on,
20,30-dihydroxy-22-cyklohexyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on;

20-hydroxy-23-cyklopropyl-24-nor-5a-cholan-6-on,
3a-hydroxy-23-cyklopropyl-24-nor-5a-cholan-6-on,
20,3a-dihydroxy-23-cyklopropyl-24-nor-5a-cholan-6-on;

20-hydroxy-23-cyklobutyl-24-nor-5a-cholan-6-on,
3a-hydroxy-23-cyklobutyl-24-nor-5a-cholan-6-on,
20,3a-dihydroxy-23-cyklobutyl-24-nor-5a-cholan-6-on;

20-hydroxy-23-cyklopentyl-24-nor-5a-cholan-6-on,
3a-hydroxy-23-cyklopentyl-24-nor-5a-cholan-6-on,
20,30-dihydroxy-23-cyklopentyl-24-nor-5a-cholan-6-on;
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20-hydroxy-23-cyklohexyl-24-nor-5a-cholan-6-on,
3a-hydroxy-23-cyklohexyl-24-nor-5a-cholan-6-on,
20,3a-dihydroxy-23-cyklohexyl-24-nor-5a-cholan-6-on.

Vyhodnymi slouceninami podle vynélezu jsou tyto derivaty obecného vzorce I: 2a,3a-dihydroxy-
24-nor-5a-cholan-6-on,  2a,3a-dihydroxy-5a-cholan-6-on,  2a,3a-dihydroxy-26,27-dinor-5a-
cholestan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-27-nor-5a-cholestan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-5a-cholestan-6-on,
20,30-dihydroxy-23-methyl-5a-cholan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-23-cyklohexyl-24-nor-5a-cholan-
6-on, 20,3a-dihydroxy-23-cyklopentyl-24-nor-5a-cholan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-24,24-dimethyl-
Sa-cholan-6-on.

Slouceniny podle ptedkladaného vynalezu maji Sirokou skalu biologickych aktivit, véetné aktivit
pfi zvySovani Zivotaschopnosti neuronalnich bunék, sniZovani oxidacniho stresu,
neuroprotektivity a antiapoptotické aktivace, které jsou zvlasté uZitecné ve farmaceutickych
aplikacich k 1écbé neurodegenerativnich chorob a odpovidaji spektru €inkli poZadovanych od
lé¢iv urcenych pro takovou 1écbu.

Predmétem tohoto vynalezu jsou dale neurosterolové derivaty obecného vzorce Ia,

Ry ,
I///

\}
\\\\\\\\

Tnn

(Ia),

ve kterém
R1, R2 jsou nezavisle vybrany z vodiku nebo hydroxylové skupiny;
R3 je nezavisle vybran ze skupiny zahrnujici vodik, linearni a rozvétveny C1-C5 alkyl a C3-
C6 cykloalkyl, pricemZ cykloalkyl miize byt poptipadé substituovan alesponl jednim
substituentem, kterym je C1-C5 alkyl;
R4 je nezavisle vybran ze skupiny sestavajici z vodiku, methylu a ethylu;

nebo R3 a R4 spolecné tvori bivalentni skupinu C2-C5 a,w-alkylenu,

a kde nasledujici slouceniny jsou vylouéeny z obecného vzorce Ia:

-10 -
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20-hydroxy-5a-cholestan-6-on, 3a-hydroxy-5a-cholestan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-5a-cholestan-6-
on,

pro pouziti jako léciva.

Predmeétem tohoto vynalezu jsou sterolové derivaty obecného vzorce Ib,

ve kterém
R1, R2 jsou nezavisle vybrany z vodiku nebo hydroxylové skupiny;

R3 je nezavisle vybran ze skupiny zahrnujici vodik, linearni a rozvétveny C1-C5 alkyl a C3-
C6 cykloalkyl, pricemz cykloalkyl miize byt poptipadé substituovan alespon jednim
substituentem, kterym je C1-C5 alkyl;

R4 je nezavisle vybran ze skupiny sestavajici z vodiku, methylu a ethylu;
nebo R3 a R4 spolecné tvoti bivalentni skupinu C2-C5 a,w-alkylenu;

pro pouZiti pfi léCeni a/nebo profylaxi neurodegenerativnich onemocnéni, kde neurodegenerativni
onemocnéni je s vyhodou vybrano ze skupiny zahrnujici amyotrofickou lateralni sklerozu,
Parkinsonovu chorobu, Alzheimerovu chorobu, Huntingtonovu chorobu, progresivni
supranuklearni paralyzy, kortikobazalni degenerace, frontotemporalni demence, demence
s Lewyho télisky, atrofie mnohocetného systému, chronické traumatické encefalopatie
a spinocerebelarni ataxie.

Predmétem tohoto vynalezu jsou ve vyhodném provedeni sterolové derivaty obecného vzorce Ib
pro pouziti pii 1écbé a profylaxi Parkinsonovy nemoci.

Tento vynalez dale poskytuje farmaceutické kompozice obsahujici jeden nebo vice sterolovych
derivatli obecného vzorce I spoleéné s alespon jednim farmaceuticky akceptovatelnym nosi¢em.

Farmaceutické pripravky

Vhodné cesty pro systémovou aplikaci jsou oralni, inhalaéni, injekéni (intravazalni,
intramuskularni, subkutanni), bukalni, sublingualni a nasalni. Preferovany zpiisob podani zavisi
na stavu pacienta a misté onemocnéni, kromé ostatnich ohledi znamych klinikovi.

Farmaceuticky pripravek obsahuje od 1 do 95 % aktivni latky, pri¢emz jednorazové davky
obsahuji prednostné od 20 do 90 % aktivni latky a pri zplsobech aplikace, které nejsou
jednorazové, obsahuji prednostné od 5 do 20 % aktivni latky. Jednotkové davkové formy jsou
napt. potahované tablety, tablety, ampule, lahvicky, ¢ipky nebo tobolky. Jiné formy aplikace jsou

-11 -
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napt. masti, krémy, pasty, pény, tinktury, rténky, kapky, spreje, disperze atd. Ptrikladem jsou
tobolky obsahujici od 0,05 g do 1,0 g aktivni latky.

Farmaceutické pripravky podle pfedloZzeného vynalezu jsou pripravovany znamym zplsobem,
napt. béZnym michanim, granulaci, potahovanim, rozpoustécimi nebo lyofiliza¢nimi procesy.

Prednostné jsou pouzivany roztoky aktivnich latek a dale také suspenze nebo disperze, obzvlasté
izotonické vodné roztoky, suspenze nebo disperze, které mohou byt pfipraveny pred pouzitim,
napt. v ptipadé lyofilizovanych preparati obsahujicich aktivni latku samotnou nebo s nosi¢em
jako je manitol. Farmaceutické ptipravky mohou byt sterilizovany a/nebo obsahuji pomocné
latky, napt. konzervaéni ptipravky, stabilizatory, zvlhcovadla a/nebo emulgatory, rozpoustéci
¢inidla, soli pro regulaci osmotického tlaku a/nebo pufry. Jsou pfipravovany znamym zptlisobem,
napt. béznym rozpousténim nebo lyofilizaci. Zminéné roztoky nebo suspense mohou obsahovat
latky zvysSujici viskozitu, jako naptf. sodnou sil karboxymethylcelulosy, dextran,
polyvinylpyrolidon nebo Zelatinu.

Olejové suspense obsahuji jako olejovou slozku rostlinné, syntetické nebo semisyntetické oleje
obvyklé pro injekéni tcely. Oleje, které zde mohou byt zminény, jsou obzvlasté kapalné estery
mastnych kyselin, které obsahuji jako kyselou slozku mastnou kyselinu s dlouhym fetézcem
majicim 8 az 22, s vyhodou pak 12 az 22 uhlikovych atomt, napf. kyselinu laurovou,
tridekanovou, myristovou, pentadekanovou, palmitovou, margarovou, stearovou, arachidonovou
a behenovou, nebo odpovidajici nenasycené kyseliny, napf. kyselinu olejovou, alaidikovou,
eurikovou, brasidovou a linoleovou, pripadné s pridavkem antioxidantii, napt. vitaminu E, beta-
karotenu nebo 3,5-di-terc-butyl-4-hydroxytoluenu. Alkoholova slozka téchto esteri mastnych
kyselin nema vice nez 6 uhlikovych atomt a je mono- nebo polyhydricka, napf. mono-, di- nebo
trihydrické alkoholy jako metanol, etanol, propanol, butanol nebo pentanol a jejich isomery, ale
hlavné glykol a glycerol. Estery mastnych kyselin jsou s vyhodou napft. ethyl oleat, isopropyl
myristat, isopropyl palmitat, ,,Labrafil M 2375 (polyoxyethylen glycerol trioleat, Gattefoseg,
Patiz), ,,Labrafil M 1944 CS* (nenasycené polyglykolované glyceridy pfipravené alkoholyzou
oleje z merunikovych jader a sloZzené z glyceridi a esterdl polyetylén glykolu; Gattefoseé, Pafiz),
,Labrasol“ (nasycené polyglykolované glyceridy ptipravené alkoholyzou TCM a slozené
z glyceridll a esterQi polyetylén glykolu; Gattefoseé, Patiz) a/nebo ,Miglyol 812* (triglycerid
nasycenych mastnych kyselin s délkou fetézce Cg az Ci» od Hills AG, Némecko) a zvlasté
rostlinné oleje jako bavlnikovy olej, mandlovy olej, olivovy olej, ricinovy olej, sezamovy olej,
séjovy olej a zejména olej z podzemnice olejné.

Priprava injekéniho ptipravku se provadi za sterilnich podminek obvyklym zplsobem, napf.
plnénim do ampuli nebo lahvicek a uzaviranim obalt.

Napt. farmaceutické ptipravky pro oralni pouziti se mohou ziskat smichanim aktivni latky
s jednim nebo vice tuhymi nosici, ptipadnou granulaci vysledné smési, a pokud je to pozadovano,
zpracovanim smeési nebo granuli do tablet nebo potahovanych tablet pridavkem dalsich
neutralnich latek.

Vhodné nosice jsou obzvlasté plnidla jako cukry, napt. laktéza, sachardza, manitol nebo sorbitol,
celulosové preparaty a/nebo fosforeCnany vapniku, s vyhodou fosfore¢nan vapenaty nebo
hydrogen fosfore¢nan vapenaty, dale pojiva jako Skroby, s vyhodou kukufiény, pseni¢ny, ryZovy
nebo bramborovy Skrob, methylcelulosa, hydroxypropylmethylcelulosa, sodna stl
karboxymethylcelulosy a/nebo polyvinylpyrolidin, a/nebo pokud pozadovano desintegratory jako
vySe zminéné Skroby a dale karboxymethylovy skrob, zesitény polyvinylpyrolidin, alginova
kyselina a jeji soli, s vyhodou alginat sodny. Dalsi neutralni latky jsou regulatory toku
a lubrikanty, s vyhodou kyselina salicylova, talek, kyselina stearova a jeji soli jako stearat
hotfecnaty a/nebo vapenaty, polyetylén glykol nebo jeho derivaty.
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Jadra potahovanych tablet mohou byt potaZzena vhodnymi potahy, které mohou byt odolné viici
zaludecni §tave, pricemz pouzivané potahy jsou mezi jinymi koncentrované roztoky cukri, které
mohou obsahovat arabskou gumu, talek, polyvinylpyrolidin, polyetylén glykol a/nebo oxid
titanicity, dale potahovaci roztoky ve vhodnych organickych rozpoustédlech nebo smésich
celulosovych preparati jako acetylcelulosaftalat nebo hydroxypropylmethylcelulosaftalat.
Barviva nebo pigmenty jsou pfimichavany do tablet nebo potahovanych tablet napf. pro
identifikaci nebo charakterizaci riznych davek uc¢inné slozky.

Farmaceutické ptipravky, které mohou byt uzivany oralng, jsou také tvrdé tobolky ze Zelatiny
nebo mekké uzaviené tobolky ze Zelatiny a zmékéovadla jako glycerol nebo sorbitol. Tvrdé
tobolky mohou obsahovat aktivni latku ve formé granuli, smichanou napt. s plnidly jako je
kukufiény Skrob, pojivy nebo lubrikanty jako talek nebo stearat hotecnaty, a se stabilizatory.
V mékkych tobolkach je aktivni latka prednostné rozpusténa nebo suspendovana ve vhodnych
kapalnych latkach neutralni povahy jako mazaci tuk, parafinovy olej nebo kapalny polyetylén
glykol ¢i estery mastnych kyselin a etylén nebo propylen glykolu, pti¢emz je také mozno pridat
stabilizatory a detergenty napt. typu estert polyetylén sorbitanovych mastnych kyselin.

Dalsi formy oralniho podavani jsou napt. sirupy pfipravované béznym zplisobem, které obsahuji
aktivni slozku, napt. v suspendované form¢ a v koncentraci okolo 5 az 20 %, prednostné okolo
10 % nebo podobné koncentrace, ktera umoziuje vhodnou individualni davku, napt. kdyz je
méfeno 5 nebo 10 ml. Ostatni formy jsou napf. praskové nebo kapalné koncentraty pro ptipravu
koktejli, napt. v mléce. Takovéto koncentraty mohou byt také baleny v mnozstvi odpovidajicim
jednotkové davce.

Farmaceutické pripravky, které mohou byt pouzivany rektalné, jsou napt. Cipky, které obsahuji
kombinaci aktivni latky se zakladem. Vhodné zaklady jsou napf. prirodni nebo syntetické
triglyceridy, parafinové uhlovodiky, polyetylén glykoly nebo vyssi alkoholy.

Pripravky vhodné pro parenteralni podani jsou vodné roztoky aktivni slozky ve formé rozpustné
ve vode¢, napf. ve vodé rozpustna siil nebo vodna injekéni suspenze, ktera obsahuje latky
zvySujici viskozitu, napf. sodnou sill karboxymethylcelulosy, sorbitol a/nebo dextran,
a stabilizatory tam kde je to vhodné. Aktivni latka miize byt také ptitomna ve formé lyofilizatu
spole¢né s pomocnymi latkami, kde je to vhodné a mize byt rozpusténa pred parenteralni
aplikaci ptidanim vhodnych rozpoustédel. Roztoky, které jsou pouzity pro parenteralni aplikaci,
mohou byt pouzity napf. i1 pro infuzni roztoky. Preferovana konzervovadla jsou s vyhodou
antioxidanty jako kyselina askorbova, nebo mikrobicidy kyselina sorbova ¢i benzoova.

Masti jsou emulze oleje ve vodé, které obsahuji ne vice nez 70 %, ale ptednostné 20 az 50 %
vody nebo vodné faze. Tukovou fazi tvofi zejména uhlovodiky, napt. vazelina, parafinovy olej
nebo tvrdé parafiny, které prednostné obsahuji vhodné hydroxyslouceniny jako mastné alkoholy
a jejich estery, napt. cetylalkohol, nebo alkoholy lanolinu, s vyhodou lanolin pro zlepseni
kapacity pro vazani vody. Emulgatory jsou odpovidajici lipofilni slouceniny jako sorbitanové
estery mastnych kyselin (Spany), s vyhodou sorbitan oleat nebo sorbitan isostearat. Aditiva
k vodné fazi jsou naptf. smacedla jako polyalkoholy, napf. glycerol, propylenglykol, sorbitol
a/nebo polyetylenglykol, nebo konzervaéni prosttedky ¢i ptijemné vonici latky.

Mastné masti jsou nevodné a obsahuji jako bazi hlavné uhlovodiky, napt. parafin, vazelinu nebo
parafinovy olej, a dale ptirodni nebo semisyntetické tuky, napf. hydrogenované kokosové
triglyceridy mastnych kyselin nebo, s vyhodou, hydrogenované oleje, napf. hydrogenovany
ricinovy olej nebo olej z podzemnice olejné, a dale ¢aste¢né glycerolové estery mastnych kyselin,
napt. glycerol mono- nebo distearat. Dale obsahuji napf. mastné alkoholy, emulgatory a/nebo
aditiva zminéna v souvislosti s mastmi, ktera zvysuji ptijem vody.
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Krémy jsou emulze oleje ve vode, které obsahuji vice nez 50 % vody. Pouzivané olejové baze
jsou zejména mastné alkoholy, napt. lauryl, cetyl nebo staryl alkoholy, mastné kyseliny,
napriklad palmitova nebo stearova kyselina, kapalné a pevné vosky, naptiklad isopropyl myristat,
lanolin nebo véeli vosk, a/nebo uhlovodiky, naptiklad vazelina (petrolatum) nebo parafinovy ole;.
Emulgatory jsou povrchové aktivni slouceniny s prevazné hydrofilnimi vlastnostmi, jako jsou
odpovidajici neiontové emulgatory, napf. estery mastnych kyselin polyalkoholl nebo jejich
ethylenoxy adukty, napf. estery polyglycerickych mastnych kyselin nebo polyetylén sorbitanové
estery (Tween), dale polyoxyethylenové etery mastnych alkoholii nebo polyoxyethylenové estery
mastnych kyselin, nebo odpovidajici iontové emulgatory, jako alkalické soli sulfati mastnych
alkoholtl, s vyhodou laurylsulfat sodny, cetylsulfat sodny nebo stearylsulfat sodny, které jsou
obvykle pouzivany v pfitomnosti mastnych alkoholil, napt. cetyl stearyl alkoholu nebo stearyl
alkoholu. Aditiva k vodné fazi jsou mimo jiné ¢inidla, ktera chrani krémy pred vyschnutim, napt.
polyalkoholy jako glycerol, sorbitol, propylenglykol a polyetylen glykol, a dale konzervaéni
¢inidla a ptijemné vonici latky.

Pasty jsou krémy nebo masti obsahujici praskové slozky absorbujici sekreci jako jsou oxidy
kovil, napt. oxidy titanu nebo oxid zinecnaty, a dale talek ¢i silikaty hliniku, které maji za kol
vazat ptitomnou vlhkost nebo sekreci.

Pény jsou aplikovany z tlakovych nadob a jsou to kapalné emulze oleje ve vodé v aerosolové
formé, pticemz jako hnaci plyny jsou pouZivany halogenované uhlovodiky, jako
polyhalogenované alkany, napt. dichlorfluormethan a dichlortetrafluorethan, nebo ptednostné
nehalogenované plynné uhlovodiky, vzduch, N>O ¢i oxid uhlicity. Pouzivané olejové faze jsou
stejné jako pro masti a krémy a také jsou pouzivana aditiva tam zminéna.

Tinktury a roztoky obvykle obsahuji vodné-etanolickou bazi, ke které jsou pfimichana
zvlhéovadla pro snizeni odpatovani, jako jsou polyalkoholy, napt. glycerol, glykoly a/nebo
polyetylén glykol, dale promazavadla jako estery mastnych kyselin a nizSich polyetylen glykolt,
1j. lipofilni latky rozpustné ve vodné smési nahrazujici tukové latky odstranéné z kiize etanolem,
a pokud je to nutné, 1 ostatni pomocné latky a aditiva.

Vynalez se také vztahuje na procesy nebo metody pro léCeni nemoci zminénych vyse. Latky
mohou byt podavany profylakticky nebo terapeuticky jako takové nebo ve formé
farmaceutickych pripravki, prednostné v mnozstvi, které je efektivni proti zminénym nemocem,
pfiéemz u teplokrevnych Zivocichil, napt. ¢lovéka, vyzadujiciho takovéto oSetfeni, je latka
pouzivana zejména ve formé farmaceutického ptipravku. Na télesnou hmotnost okolo 70 kg je
aplikovana denni davka latky okolo 0,01 az 1,0 g, s vyhodou 0,05 az 0,5 g.

Objasnéni vykresu

Obrazek 1 ukazuje neuroprotektivni u¢inek novych sloucenin v modelu oxidativniho poskozeni
indukovaného glutamatem na dopaminergnich neuronovych bunkach SH-SYSY. Slouceniny
podle vynalezu pti 0,1, 1 a 10 uM spolu s pozitivnimi kontrolami: kyselina R-lipoova (R-LA,
0,5, 5 a 50 uM) a deferoxamin (DFO, 1, 10 a 100 pM) byly pouzity pti soucasném oSetieni se
160 mM glutamatu (Glu) po dobu 24 hodin. Po 24 hodinach byla buné¢na smrt kvantifikovana
barvenim propidium jodidem. Bunécna smrt generovana Glu byla povazovana za 100%, takze
bylo pozorovano sniZeni bunééné smrti.

Vsechny vysledky predstavuji primérnou hodnotu + standardni chybu priméru (SEM)
v triplikatu (trojnasobné opakovani) experimentli (n=3) ve tfech riiznych dnech. ANOVA,
Bonferonni post hoc test; *, # P < 0.05; **, ## P < 0.01; *** ### P < 0.001; * P porovnani
s vzorku s Glu 160mM, # P porovnani vzorku se skupinou bez Glu 160mM. Hodnota P < 0.05 je
povazovana za statisticky signifikantni.
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Obrazek 2 ukazuje glutamatem indukovany oxidativni stres (OS) a OS-redukujici aktivitu
sloucenin podle vynalezu a pozitivni kontroly. Slouceniny podle vynalezu pti 0,1, 1 a 10 pM
spolu s pozitivnimi kontrolami: kyselina R-lipoova (R-LA; 0,5, 5 a 50 pM) a deferoxamin (DFO;
1, 10 a 100 pM) byly pouzity pii soucasném oSetieni 160 mM Glu po dobu 4 hodin.
Po 4 hodinach byla kvantifikace superoxidovych radikal jako markeru oxidaéniho stresu
kvantifikovana barvenim dihydroethidiem. Oxidacni stres generovany Glu byl povazovan za
100%, takze bylo pozorovano snizeni bunécné smrti. VSechny vysledky ptedstavuji primérnou
hodnotu + standardni chybu priméru (SEM) v triplikatu (trojnasobné opakovani) experimenti
(n=3) ve tfech riznych dnech.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Neni-li uvedeno jinak, tak veskera procenta a mnoZstvi jsou zaloZena na hmotnosti. Vychozi
slouceniny a cinidla mohou byt zakoupeny z komerénich zdroji (Sigma, Aldrich, Fluka atd.)
nebo mohou byt pripraveny, jak je uvedeno niZe.

'H a BC experimenty byly provedeny na pristroji JEOL JNM-ECA 500 (JEOL, Tokio, Japonsko;
'H, 500 MHz; *C, 125 MHz) spektrometr vybaveného 5 mm JEOL Royal sondou, s pouzitim
CDCls, jako rozpoustédla (25 °C). Chemické posuny (8) byly referencovany na signal pouzitého
rozpoustédla (CDCls) a jsou uvadény v &astech na jeden milion (ppm). Stépici konstanty (J) jsou
uvadény v jednotkach Hertz (Hz). NMR spektra byly procesovany v programu ACD/NMR
Processor Academic Edition 12.01 nebo JEOL Delta v5.0.5.1. HRMS analyza byla provedena na
spektrometru Synapt G2-Si Mass Spectrometer (Waters, Manchester, UK) s API ionizaci.
Spektra byla méfena v pozitivnim modu v rozmezi 100 az 1000 m/z. Vzorky byly rozpustény
v CHCI; a pouzity pro pfimy nastfik. Priibéh reakce byl sledovan pomoci TLC Kieselgel 60 Fas4
desek (Merck) s detekci postiikem 10% vodnym roztokem H,SO. a zahtatim na 400 °C. Cisténi
sloucenin bylo provedeno pouzitim sloupcové chromatografie na silikagelu Silica gel 60 (Merck
7734).

Vychozi steroidni derivat 1 pro olefinacni reakci byl ptipraven zkomercné dostupného
stigmasterolu podle literatury (Heterocycles 1982, 17, 301). Vsechny slouceniny popsané v tomto
vynalezu byly ptipraveny podle nasledujiciho schématu:
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Syntéza novvch sterolovych derivati

Priklad 1

2a,3a-(Isopropylidendioxy)-6,6-(ethylenedioxy)-24-nor-5a-chol-22-en (sloucenina 2a)

Do roztoku methyltrifenylfosfonium bromidu (48 mg; 0,134 mmol) v bezvodém tetrahydrofuranu
(3 ml) byl pfidan roztok n-butyllithia v hexanu (1,6 M; 85 pl; 0,134 mmol). Reakce byla michana
pti 0 °C po dobu 30 minut. Poté byl pfidan roztok aldehydu 1 (30 mg; 0,067 mmol) v bezvodém
tetrahydrofuranu (3 ml) a reakce byla pomalu ohfivana na teplotu mistnosti a michana dalsi
2 hodiny. Po ukonceni reakce byla smés zfedéna ethyl-acetatem a extrahovana dvakrat vodou.
Organicka faze byla vysuSena chloridem vapenatym. Rozpoustédla byla odpatena za sniZzeného
tlaku a surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii (7% ethylacetat v cyklohexanu).
Byla ziskana sloucenina 2a.

Bezbarvy olej, chemicky vzorec: CasHasOs, vytézek: 25 mg, 84 %, '"H NMR (CDCls, 500 MHz)
o, ppm: 6 0,69 (s, 3H, CH3); 0,84 (s, 3H, CH3); 1,02 (d, 3H, J = 6,4 Hz, CH3); 1,32 (s, 3H, CHzs);
1,47 (s, 3H, CH3); 1,92 (dd, 1H, J = 12,7 a 6,9 Hz); 1,97 (dt, 1H, J = 12,7 a 3,2 Hz); 2,06 (m,
1H); 2,16 (m, 1H); 3,75 (m, 1H, CH,0); 3,88-3,97 (m, 3H, CH,0); 4,10 (m, 1H, H-2p); 4,27 (m,
1H, H-3p); 4,81 (dd, 1H, J = 10,2 a 1,9 Hz, H-23a); 4,90 (dd, 1H, J = 17,1 a 1,9 Hz, H-23b); 5,65
(ddd, 1H, J = 17,1, 10,2 a 8,7 Hz, H-22). 1*C NMR § 12,14, 13,35, 20,04, 20,70, 21,94, 24,14,
26,55, 28,30, 28,59, 32,84, 37,98, 39,51, 41,01, 41,19, 42,43, 42,68, 45,47, 52,95, 55,37, 55,90,
64,15, 65,46, 72,82, 72,93, 107,51, 109,65, 111,54, 145,16. HRMS (API): m/z vypocteno pro
Cy3Has04 [M+H]" 445,3318, nalezeno 445,3319.

2a 3a

2a,30-Dihydroxy-24-nor-5a-chol-22-en-6-on (sloucenina 3a)

IM vodny roztok kyseliny chlorovodikové (0,5 ml) byl ptidan do roztoku slouceniny 2a (20 mg;
0,045 mmol) v tetrahydrofuranu (4 ml) a reakce byla zahtivana na 40 °C 4 hodiny. Poté byla
reakce zifedéna ethyl-acetatem a vytfepana dvakrat vodou. Organicka faze byla vysuSena
chloridem vapenatym. Rozpoustédla byla odpatena za sniZené tlaku a surovy produkt bych ¢istén
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sloupcovou chromatografii na silikagelu (60% ethylacetat v cyklohexanu). Byla ziskana
sloucenina 3a.

Bily prasek, chemicky vzorec: C23H360s, vytézek: 15 mg, 93 %, 'H NMR (CDCls, 500 MHz) 8,
ppm: 6 0,69 (s, 3H, CHa»); 0,76 (s, 3H, CH3); 1,04 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 1,91 (dd, 1H, J = 15,0
a 3,1 Hz); 1,97-2,11 (m, 2H); 2,29 (dd, 1H, J = 13,3 a 4,4 Hz); 2,68 (dd, 1H, J = 12,5 a 2,8 Hz);
3,77 (m, 1H, H-2B); 4,05 (m, 1H, H-3pB); 4,83 (dd, 1H, J = 10,1 a 1,9 Hz, H-23a); 4,91 (dd, 1H,
J=17,1 a 1,1 Hz, H-23b); 5,65 (ddd, 1H, J = 17,1, 10,1 a 8,6 Hz, H-22). *C NMR & 12,17,
13,54, 20,04, 21,14, 23,90, 26,26, 28,15, 37,62, 39,24, 40,13, 41,11, 42,57, 42,88, 46,71, 50,67,
53,68, 55,25, 56,64, 68,24, 68,35, 111,84, 144,85, 212,23. HRMS (API): m/z vypocteno pro
C»3H370; [M+H]" 361,2743, nalezeno 361,2741.

3a 4a

2a,3a-Dihydroxy-24-nor-5a-cholan-6-on (slouc¢enina 4a)

Palladium na uhli (12 mg) bylo ptidano do roztoku slouceniny 3a (12 mg; 0,033 mmol)
v tetrahydrofuranu (3 ml) a ethanolu (1 ml). Vzduch z reakéni batiky byl evakuovan a do reakce
byl pfidan vodik z balonku. Takto byla reakce michana 18 hodin. Poté bylo palladium na uhli
odfiltrovano, rozpoustédla odpafena za sniZzeného tlaku a surovy produkt cistén sloupcovou
chromatografii na silikagelu (60% ethylacetat v cyklohexanu). Byla ziskana sloucenina 4a.

Bily prasek, chemicky vzorec: C23Hss0s, vytézek: 11 mg, 91 %. '"H NMR (CDCls, 500 MHz) 8,
ppm: & 0,66 (s, 3H, CHs); 0,75 (s, 3H, CHs); 0,83 (t, 3H, J = 7,2 Hz, CHz3); 0,91 (d, 3H, J = 6,4
Hz, CH3); 1,91 (dd, 1H, J = 15,2 a 3,0 Hz); 1,96-2,08 (m, 2H); 2,30 (dd, 1H, J = 13,3 a 4,5 Hz);
2,68 (dd, 1H, J = 12,5 a 2,7 Hz); 3,76 (m, 1H, H-2B); 4,05 (m, 1H, H-3B). *C NMR $ 10,29,
11,98, 13,53, 17,98, 21,16, 23,92, 26,26, 28,17, 30,27, 36,88, 37,67, 39,35, 40,14, 42,58, 42,86,
46,77, 50,69, 53,69, 55,49, 56,62, 68,27, 68,37, 212,34. HRMS (API): m/z vypocteno pro
C23H3003 [M+H]"™ 363,2899, nalezeno 363,2902.

Priklad 2

1 2b 2bE
minoritni

(222)-2a,3a-(Isopropylidendioxy)-6,6-(ethylenedioxy)- Sa-chol-22-en (sloucenina 2b)

Do roztoku ethyltrifenylfosfonium bromidu (50 mg; 0,134 mmol) v bezvodém tetrahydrofuranu
(3 ml) byl pfidan roztok n-butyllithia v hexanu (1,6 M; 85 pl; 0,134 mmol). Reakce byla michana
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pti 0 °C po dobu 30 minut. Poté byl pfidan roztok aldehydu 1 (30 mg; 0,067 mmol) v bezvodém
tetrahydrofuranu (3 ml) a reakce byla pomalu ohfivana na teplotu mistnosti a michana dalsi
2 hodiny. Po ukonceni reakce byla smés zfedéna ethylacetitem a extrahovana dvakrat vodou.
Organicka faze byla vysuSena chloridem vapenatym. Rozpoustédla byla odpatena za sniZzeného
tlaku a surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii (7% ethylacetat v cyklohexanu).
Byla ziskana sloucenina 2b pfevazné jako Z izomer (pfiblizn¢ 5 % E izomeru (2bE) je
pozorovatelné v 'H NMR).

Bezbarvy olej, chemicky vzorec: CaoHacOs, vytézek: 27 mg, 87 %. 'H NMR (CDCls, 500 MHz)
o, ppm: 6 0,71 (s, 3H, CH3); 0,839 (s, 3H, CH3); 0,95 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 1,32 (s, 3H, CHa);
1,47 (s, 3H, CH3); 1,60 (dd, 3H, J=6,7 a 1,5 Hz, CH3); 1,93 (dd, 1H,J = 12,7 a 6,9 Hz); 1,97 (m,
1H); 2,15 (m, 1H); 2,46 (m, 1H); 3,75 (m, 1H, CH,0); 3,88-3,97 (m, 3H, CH,0); 4,10 (m, 1H,
H-2B); 4,27 (m, 1H, H-3B); 5,15 (m, 1H, H-22); 5,25 (m, 1H, H-23). *C NMR § 12,25, 13,10,
13,37, 20,42, 20,71, 21,95, 24,13, 26,55, 27,88, 28,60, 32,85, 33,70, 38,00, 39,55, 41,03, 42,37,
42,70, 45,48, 53,01, 55,95, 56,16, 64,15, 65,47, 72,84, 72,95, 107,51, 109,67, 120,29, 137,50.
HRMS (API): m/z vypocteno pro CxHsOs [M+H]" 459,3474, nalezeno 459.3475. Vybrané
'H NMR piky pro 22E-izomer (2bE): 6 0,67 (s, 3H, CH3); 0,833 (s, 3H, CH3); 0,98 (d, 3H, J =
6,7 Hz, CH3); 5,29 (m, 1H).
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2b 2bE 3b 3bE
minoritni minaritni

(222)-2a,3a-Dihydroxy-5a-chol-22-en-6-on (slouc¢enina 3b)

IM vodny roztok kyseliny chlorovodikové (0,55 ml) byl pfidan do roztoku slouceniny 2b
(20 mg; 0,045 mmol) v tetrahydrofuranu (4 ml) a reakce byla zahtivana na 40 °C 4 hodiny. Poté
byla reakce zfedéna ethylacetatem a vytfepana dvakrat vodou. Organicka faze byla vysuSena
chloridem vapenatym. Rozpoustédla byla odpatena za sniZzené tlaku a surovy produkt bych ¢istén
sloupcovou chromatografii na silikagelu (60% ethylacetat v cyklohexanu). Byla ziskana
sloucenina 3b (diky pfitomnosti minoritniho E-izomeru 2bE ve vychozi slougeniné je v 'H NMR
pozorovatelny 1 izomer 3bE v mnozstvi cca 5 %).

Bily prasek, chemicky vzorec: CasH330s, vytézek: 15 mg, 92 %. 'H NMR (CDCls, 500 MHz) 8,
ppm: 6 0,71 (s, 3H, CHa»); 0,764 (s, 3H, CH3); 0,97 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 1,60 (dd, 3H, J = 6,7
a 1,5 Hz, CHs); 1,92 (dd, 1H, J = 15,1 a 3,2 Hz); 1,97-2,06 (m, 2H); 2,30 (dd, 1H, J = 13,1 a
4,5 Hz); 2,47 (m, 1H); 2,69 (dd, 1H, J = 12,5 a 2,8 Hz); 3,78 (m, 1H, H-2pB); 4,05 (m, 1H, H-3p);
5,15 (m, 1H, H-22); 5,28 (m, 1H, H-23). 3C NMR § 12,28, 13,13, 13,55, 20,40, 21,16, 23,89,
26,26, 27,75, 33,65, 37,65, 39,27, 40,17, 42,60, 42,83, 46,74, 50,68, 53,74, 56,04, 56,68, 68,26,
68,36, 120,58, 137,20, 212,22. HRMS (API): m/z vypocteno pro CisH30O3 [M+H]" 375,2899,
nalezeno 375,2897. Vybrané 'H NMR piky pro 22E-izomer (3bE): 6 0,67 (s, 3H, CH3); 0,757 (s,
3H, CH3); 1,00 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 5,34 (m, 1H).
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3b 3bE 4b
minoritni

2a,3a-Dihydroxy-5a-cholan-6-on (sloucenina 4b)

Palladium na uhli (12 mg) bylo ptidano do roztoku slouceniny 3b s minoritnim izomerem 3bE
(12 mg; 0,033 mmol) v tetrahydrofuranu (3 ml) a ethanolu (1 ml). Vzduch z reakéni banky byl
evakuovan a do reakce byl pfidan vodik z balonku. Takto byla reakce michana 18 hodin. Poté
bylo palladium na uhli odfiltrovano, rozpoustédla odpatena za snizeného tlaku a surovy produkt
¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu (60% ethylacetat v cyklohexanu). Byla ziskana
sloucenina 4b.

Bily prasek, chemicky vzorec: CasHa00s, vytézek: 10 mg, 83 %. 'H NMR (CDCls, 500 MHz) 8,
ppm: & 0,66 (s, 3H, CHs); 0,76 (s, 3H, CHs); 0,87 (t, 3H, J = 7,0 Hz, CH3); 091 (d, 3H, J =
6,4 Hz, CH3); 1,92 (dd, 1H, J = 15,2 a 3,3 Hz); 1,97-2,08 (m, 2H); 2,30 (dd, 1H, J = 13,2
a 4,6 Hz); 2,68 (dd, 1H, J = 12,6 a 2,9 Hz); 3,77 (m, 1H, H-2p); 4,05 (m, 1H, H-3B). *C NMR &
11,98, 13,54, 14,52, 18,56, 19,19, 21,18, 23,93, 26,26, 28,01, 35,49, 37,68, 38,20, 39,38, 40,17,
42,60, 42,92, 46,78, 50,69, 53,70, 56,05, 56,66, 68,29, 68,38, 212,26. HRMS (API): m/*z
vypocteno pro CaH390; [(M-H20)+H]"™ 359,2950, nalezeno 359,2948.

Priklad 3

1 2¢ 2¢E
minoritni

(222)-20,3a-(Isopropylidendioxy)-6,6-(ethylenedioxy)-26,27-dinor-Sa-cholest-22-en
(sloucenina 2c)

Do roztoku propyltrifenylfosfonium bromidu (52 mg; 0,135 mmol) v bezvodém tetrahydrofuranu
(3 ml) byl pfidan roztok n-butyllithia v hexanu (1,6 M; 85 pl; 0,134 mmol). Reakce byla michana
pti 0 °C po dobu 30 minut. Poté byl pfidan roztok aldehydu 1 (30 mg; 0,067 mmol) v bezvodém
tetrahydrofuranu (3 ml) a reakce byla pomalu ohfivana na teplotu mistnosti a michana dalsi
2 hodiny. Po ukonceni reakce byla smés zfedéna ethylacetaitem a extrahovana dvakrat vodou.
Organicka faze byla vysusSena chloridem vapenatym. Rozpoustédla byla odpatena za sniZzeného
tlaku a surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii (7% ethylacetat v cyklohexanu).
Byla ziskana sloucenina 2c¢ prevazné jako Z izomer (pfiblizn¢ 7 % FE izomeru (2cE) je
pozorovatelné v 'H NMR).

Bezbarvy olej, chemicky vzorec: C3oHasOs, vytézek: 28 mg, 88 %. 'H NMR (CDCls;, 500 MHz)
6, ppm: 6 0,70 (s, 3H, CHs); 0,841 (s, 3H, CHs); 0,95 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CHs); 0,96 (d, 3H, J =
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6,7 Hz, CHs); 1,33 (s, 3H, CH3); 1,48 (s, 3H, CH3); 1,91-1,99 (m, 2H); 2,00-2,09 (m, 2H); 2,16
(m, 1H); 2,42 (m, 1H); 3,75 (m, 1H, CH>0); 3,88-3,97 (m, 3H, CH,0); 4,11 (m, 1H, H-2B); 4,27
(m, 1H, H-3B); 5,09 (m, 1H, H-22); 5,18 (m, 1H, H-23). *C NMR § 12,26, 13,38, 14,49, 20,71,
20,80, 20,86, 21,96, 24,13, 26,56, 28,06, 28,61, 32,86, 34,15, 38,00, 39,56, 41,03, 42,37, 42,70,
45,48, 53,01, 55,97, 56,02, 64,16, 65,48, 72,84, 72,95, 107,52, 109,68, 128,22, 135,93. HRMS
(API): m/z vypo&teno pro C3oHasOs [M+H]" 473,3631, nalezeno 473,3633. Vybrané '"H NMR
piky pro 22E-izomer (2¢cE): 6 0,67 (s, 3H, CH3); 0,838 (s, 3H, CHs); 0,99 (d, 3H, J = 6,7 Hz,
CH3); 5,33 (m, 1H).

“, \ ., H\
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minoritni minontni

(222)-20,3a-Dihydroxy-26,27-dinor-5a-cholest-22-en-6-on (sloucenina 3c)

IM vodny roztok kyseliny chlorovodikové (0,5 ml) byl ptidan do roztoku slouceniny 2¢ (20 mg;
0,042 mmol) v tetrahydrofuranu (4 ml) a reakce byla zahtfivana na 40 °C 4 hodiny. Poté byla
reakce zfedéna ethylacetaitem a vytfepana dvakrat vodou. Organicka faze byla vysuSena
chloridem vapenatym. Rozpoustédla byla odpatena za sniZzené tlaku a surovy produkt bych ¢istén
sloupcovou chromatografii na silikagelu (60% ethylacetdt v cyklohexanu). Byla ziskana
slougenina 3¢ (diky ptitomnosti minoritniho E-izomeru 2¢E ve vychozi slouceniné je v 'H NMR
pozorovatelny 1 izomer 3cE v mnozstvi cca 7 %).

Bily prasek, chemicky vzorec: CasHaoOs, vytézek: 15 mg, 91 %. 'H NMR (CDCls, 500 MHz) 8,
ppm: & 0,70 (s, 3H, CHs); 0,76 (s, 3H, CH3); 0,95 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CHs); 0,97 (d, 3H, J = 6,7
Hz, CH3); 1,91 (dd, 1H, J = 15,3 a 3,1 Hz); 1,97-2,07 (m, 2H); 2,29 (dd, 1H, J = 13,1 a 4,6 Hz);
2,43 (m, 1H); 2,68 (dd, 1H, J = 12,5 a 2,8 Hz); 3,77 (m, 1H, H-2B); 4,05 (m, 1H, H-3p); 5,09 (m,
1H, H-22); 5,19 (m, 1H, H-23). BC NMR & 12,40, 13,68, 14,60, 20,89, 21,00, 21,28, 24,02,
26,40, 28,07, 34,22, 37,78, 39,41, 40,28, 42,73, 42,94, 46,87, 50,80, 53,85, 56,02, 56,82, 68,37,
68,47, 128,61, 135,74, 212,39. HRMS (API): m/z vypoéteno pro C»sHs103 [M+H]" 389,3056,
nalezeno 389,3053. Vybrané 'H NMR piky pro 22E-izomer (3bE): & 0,67 (s, 3H, CH3); 0,74 (s,
3H, CHs3); 1,00 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 5,35 (m, 1H).

3c 3cE 4c
minoritni

2a,30-Dihydroxy-26,27-dinor-5a-cholestan-6-on (sloucenina 4c)

Palladium na uhli (12 mg) bylo ptidano do roztoku slouceniny 3¢ s minoritnim izomerem 3cE
(12 mg; 0,031 mmol) v tetrahydrofuranu (3 ml) a ethanolu (1 ml). Vzduch z reakéni banky byl
evakuovan a do reakce byl pfidan vodik z balonku. Takto byla reakce michana 18 hodin. Poté
bylo palladium na uhli odfiltrovano, rozpoustédla odpatena za snizeného tlaku a surovy produkt
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¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu (60% ethylacetat v cyklohexanu). Byla ziskana
sloucenina 4c.

Bily prasek, chemicky vzorec: CosHay0s, vytézek: 10 mg, 83 %. 'H NMR (CDCls, 500 MHz) 8,
ppm: & 0,66 (s, 3H, CHs); 0,75 (s, 3H, CHs); 0,89 (t, 3H, J = 7,0 Hz, CH3); 091 (d, 3H, J =
6,4 Hz, CH3); 1,91 (dd, 1H, J = 15,2 a 3,3 Hz); 1,96-2,07 (m, 2H); 2,30 (dd, 1H, J = 13,2 a 4,6
Hz); 2,68 (dd, 1H, J = 12,6 a 3,0 Hz); 3,76 (m, 1H, H-2p); 4,05 (m, 1H, H-3B). *C NMR 5 11,98,
13,53, 14,17, 18,61, 21,17, 23,11, 23,92, 26,26, 27,99, 28,28, 30,28, 35,50, 37,68, 39,37, 40,16,
42,59, 42,90, 46,78, 50,69, 53,70, 55,97, 56,65, 68,28, 68,38, 212,32. HRMS (API): m/*z
vypocteno pro CrsHasO, [(M-H20)+H]™ 391,3212, nalezeno 391,3209.

Priklad 4

1 2d 2dE
minoritn|

(222)-20,3a-(Isopropylidendioxy)-6,6-(ethylenedioxy)-27-nor-Sa-cholest-22-en  (sloucenina
2d)

Do roztoku butyltrifenylfosfonium bromidu (54 mg; 0,135 mmol) v bezvodém tetrahydrofuranu
(3 ml) byl pfidan roztok n-butyllithia v hexanu (1,6 M; 85 pl; 0,134 mmol). Reakce byla michana
pti 0 °C po dobu 30 minut. Poté byl pfidan roztok aldehydu 1 (30 mg; 0,067 mmol) v bezvodém
tetrahydrofuranu (3 ml) a reakce byla pomalu ohfivana na teplotu mistnosti a michana dalsi
2 hodiny. Po ukonceni reakce byla smés zfedéna ethylacetatem a extrahovana dvakrat vodou.
Organicka faze byla vysuSena chloridem vapenatym. Rozpoustédla byla odpatena za sniZeného
tlaku a surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii (7% ethylacetat v cyklohexanu).
Byla ziskana sloucenina 2d ptevazné jako Z izomer (20 % E izomeru (2dE) je pozorovatelné
v 'H NMR).

Bezbarvy olej, chemicky vzorec: C31HsoOs, vytézek: 27 mg, 82 %. 'H NMR (CDCls, 500 MHz)
o, ppm: 6 0,70 (s, 3H, CHs); 0,84 (s, 3H, CHs); 0,89 (t, 3H, J = 7,0 Hz, CHs); 0,91 (d, 3H, J =
6,7 Hz, CHs); 1,33 (s, 3H, CHs); 1,48 (s, 3H, CH3); 1,89-2,09 (m, 5H); 2,15 (m, 1H); 2,42 (m,
1H); 3,75 (m, 1H, CH,O); 3,88-3,97 (m, 3H, CH,0); 4,10 (m, 1H, H-2p); 4,28 (m, 1H, H-3p);
5,11-5,20 (m, 2H H-22, H-23). *C NMR 8 12,28, 13,39, 13,91, 20,72, 20,74, 21,97, 22,98, 24,14,
26,57, 28,03, 28,61, 29,67, 32,86, 34,19, 38,01, 39,57, 41,03, 42,37, 42,71, 45,49, 53,02, 55,97,
56,10, 64,17, 65,48, 72,84, 72,96, 107,52, 109,68, 126,44, 136,64. HRMS (API): m/z vypocteno
pro C3Hs104 [M+H]" 487,3787, nalezeno 487,3783. Vybrané '"H NMR piky pro 22E-izomer
(2dE): 6 0,68 (s, 3H, CH3); 0,84 (s, 3H, CHzs); 0,87 (t, 3H, J = 7,0 Hz, CH3); 1,00 (d, 3H, J =
6,7 Hz, CH3); 5,28 (m, 1H).
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(222)-2a,3a-Dihydroxy-27-nor-5a-cholest-22-en-6-on (sloucenina 3d)

IM vodny roztok kyseliny chlorovodikové (0,5 ml) byl pridan do roztoku slouceniny 2d (20 mg;
0,041 mmol) v tetrahydrofuranu (4 ml) a reakce byla zahtivana na 40 °C 4 hodiny. Poté byla
reakce zfedéna ethylacetaitem a vytfepana dvakrat vodou. Organicka faze byla vysuSena
chloridem vapenatym. Rozpoustédla byla odpatena za sniZzené tlaku a surovy produkt bych ¢istén
sloupcovou chromatografii na silikagelu (60% ethylacetat v cyklohexanu). Byla ziskana
sloucenina 3d (diky pfitomnosti minoritniho E-izomeru 2dE ve vychozi slougeniné je v 'H NMR
pozorovatelny i izomer 3dE v mnozstvi 20 %).

Bily prasek, chemicky vzorec: CasHaoOs, vytézek: 15 mg, 91 %. '"H NMR (CDCls, 500 MHz) 8,
ppm: 6 0,70 (s, 3H, CH3); 0,764 (s, 3H, CH3); 0,91 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CH3); 0,97 (d, 3H, J =
6,7 Hz, CH3); 1,92 (m, 1H); 1,96-2,07 (m, 4H); 2,29 (dd, 1H, J = 13,1 a 4,4 Hz); 2,44 (m, 1H);
2,69 (dd, 1H, J = 12,6 a 2,7 Hz); 3,78 (m, 1H, H-2B); 4,05 (m, 1H, H-3B); 5,11-5,24 (m, 2H, H-
22, H-23). 3C NMR § 12,29, 13,56, 13,91, 20,71, 21,16, 22,96, 23,90, 26,26, 27,91, 29,68,
34,14, 37,66, 39,28, 40,16, 42,60, 42,81, 46,74, 50,67, 53,74, 55,97, 56,69, 68,26, 68,35, 126,72,
136,33, 212,25. HRMS (API): m/z vypocteno pro CysHs303; [M+H]"™ 403,3212, nalezeno
403,3211. Vybrané 'H NMR piky pro 22E-izomer (3bE): & 0,67 (s, 3H, CHs); 0,758 (s, 3H,
CH3); 0,87 (t, 3H, J = 7,0 Hz, CH3); 1,01 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 5,30 (m, 1H).

3d 3dE 4d
minoritni

2a,3a-Dihydroxy-27-nor-5a-cholestan-6-on (sloucenina 4d)

Palladium na uhli (12 mg) bylo ptidano do roztoku slouceniny 3d s minoritnim izomerem 3dE
(12 mg; 0,030 mmol) v tetrahydrofuranu (3 ml) a ethanolu (1 ml). Vzduch z reakéni banky byl
evakuovan a do reakce byl pfidan vodik z balonku. Takto byla reakce michana 18 hodin. Poté
bylo palladium na uhli odfiltrovano, rozpoustédla odpatena za snizeného tlaku a surovy produkt
¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu (60% ethylacetat v cyklohexanu). Byla ziskana
sloucenina 4d.

Bily prasek, chemicky vzorec: CaHasOs, vytézek: 10 mg, 83 %. 'H NMR (CDCls, 500 MHz) 8,
ppm: & 0,66 (s, 3H, CHs); 0,76 (s, 3H, CHs); 0,89 (t, 3H, J = 7,0 Hz, CH3); 091 (d, 3H, J =
6,4 Hz, CH3); 1,92 (dd, 1H, J = 15,2 a 3,3 Hz); 1,96-2,07 (m, 2H); 2,30 (dd, 1H, J = 13,2 a
4,6 Hz); 2,68 (dd, 1H, J = 12,6 a 3,0 Hz); 3,77 (m, 1H, H-2B); 4,05 (m, 1H, H-3B). *C NMR &
11,98, 13,54, 14,13, 18,61, 21,17, 22,73, 23,93, 25,70, 26,26, 27,99, 30,28, 35,64, 35,77, 37,68,
39,37, 40,16, 42,59, 42,91, 46,78, 50,69, 53,70, 55,98, 56,65, 68,29, 68,38, 212,27. HRMS (API):
m/z vypocteno pro CrsHa302 [(M-H2O)+H]" 387,3263, nalezeno 387,3260.
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Priklad 5

2a,3a-(Isopropylidendioxy)-6,6-(ethylenedioxy)-23-methyl-5a-chol-22-en (compound 2e)

Do roztoku isopropyltrifenylfosfonium bromidu (52 mg; 0,135 mmol) v bezvodém
tetrahydrofuranu (3 ml) byl ptidan roztok r-butyllithia v hexanu (1,6 M; 85 pl; 0,134 mmol).
Reakce byla michana pri 0 °C po dobu 30 minut. Poté byl pfidan roztok aldehydu 1 (30 mg;
0,067 mmol) v bezvodém tetrahydrofuranu (3 ml) a reakce byla pomalu ohfivana na teplotu
mistnosti a michana dal§i 2 hodiny. Po ukonceni reakce byla smés zfedéna ethylacetaitem
a extrahovana dvakrat vodou. Organicka faze byla vysusena chloridem vapenatym. Rozpoustédla
byla odparena za snizeného tlaku a surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii (7%
ethylacetat v cyklohexanu). Byla ziskana sloucenina 2e.

Bezbarvy olej, chemicky vzorec: C3oHasOs, vytézek: 25 mg, 79 %. 'H NMR (CDCls, 500 MHz)
o, ppm: 6 0,70 (s, 3H, CH3); 0,84 (s, 3H, CH3); 0,93 (d, 3H, J = 6,4 Hz, CH3); 1,33 (s, 3H, CHz3);
1,48 (s, 3H, CH3); 1,60 (d, 3H, J = 0,9 Hz, CH3); 1,64 (d, 3H, J = 0,7 Hz, CH3); 1,91-1,99 (m,
2H); 2,15 (m, 1H); 2,31 (m, 1H); 3,74 (m, 1H, CH,0); 3,88-3,98 (m, 3H, CH,0); 4,10 (m, 1H,
H-2pB); 4,27 (m, 1H, H-3B); 4,89 (d, 1H, J = 9,6 Hz, H-22). 3C NMR 3§ 12,25, 13,38, 18,08,
20,63, 20,73, 21,96, 24,10, 25,75, 26,57, 27,93, 28,62, 32,86, 35,01, 38,01, 39,56, 41,04, 42,32,
42,71, 45,49, 53,03, 55,99, 56,67, 64,16, 65,48, 72,85, 72,97, 107,53, 109,70, 127,57, 131,90.
HRMS (API): m/z vypocteno pro C3oHaO4 [M+H]™ 473,3631, nalezeno 473,3629.

2e 3e

2a,3a-Dihydroxy-23-methyl-5a-chol-22-en-6-on (sloucenina 3e)

IM vodny roztok kyseliny chlorovodikové (0,5 ml) byl ptidan do roztoku slouceniny 2e (20 mg;
0,042 mmol) v tetrahydrofuranu (4 ml) a reakce byla zahtivana na 40 °C 4 hodiny. Poté byla
reakce zfedéna ethylacetaitem a vytfepana dvakrat vodou. Organicka faze byla vysuSena
chloridem vapenatym. Rozpoustédla byla odpatena za sniZzené tlaku a surovy produkt bych ¢istén
sloupcovou chromatografii na silikagelu (60% ethylacetat v cyklohexanu). Byla ziskana
sloucenina 3e.
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Bily prasek, chemicky vzorec: CasHaoOs, vytézek: 13 mg, 79 %. 'H NMR (CDCls, 500 MHz) 8,
ppm: 6 0,69 (s, 3H, CHs); 0,75 (s, 3H, CHs); 0,93 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 1,59 (s, 3H, CHs);
1,65 (s, 3H, CHz3); 1,87-2,04 (m, 4H); 2,20-2,36 (m, 3H); 2,68 (dd, 1H, J = 12,5 and 2,7 Hz); 3,77
(m, 1H, H-2B); 4,04 (m, 1H, H-3B); 4,88 (d, 1H, J = 9,6 Hz, H-22). 3C NMR § 12,26, 13,55,
18,08, 20,62, 21,16, 23,85, 25,74, 27,76, 29,67, 34,92, 37,67, 39,27, 40,13, 42,61, 42,76, 46,75,
50,69, 53,74, 56,53, 56,70, 68,23, 68,33, 127,87, 131,57, 212,39. HRMS (API): m/z vypocteno
pro C»sH4103 [M+H]" 389,3056, nalezeno 389,3059.

3e 4e

2a,30-Dihydroxy-23-methyl-5a-cholan-6-on (sloucenina 4e)

Palladium na uhli (12 mg) bylo pfiddano do roztoku slouceniny 3e (12 mg; 0,031 mmol)
v tetrahydrofuranu (3 ml) a ethanolu (1 ml). Vzduch z reakéni batniky byl evakuovan a do reakce
byl pfidan vodik z balonku. Takto byla reakce michana 48 hodin. Poté bylo palladium na uhli
odfiltrovano, rozpoustédla odpafena za sniZzeného tlaku a surovy produkt cistén sloupcovou
chromatografii na silikagelu (60% ethylacetat v cyklohexanu). Byla ziskana sloucenina 4e.

Bily prasek, chemicky vzorec: CasHaoOs, vytézek: 11 mg, 91 %. 'H NMR (CDCls, 500 MHz) 8§,
ppm: 6 0,68 (s, 3H, CH3); 0,76 (s, 3H, CH3); 0,81 (d, 3H, J = 6,4 Hz, CH3); 0,87 (d, 3H, J =
6,7 Hz, CHs»); 0,89 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 1,84-1,93 (m, 2H); 2,00 (t, 1H, J = 2,7 Hz); 2,07 (m,
1H); 2,30 (dd, 1H, J = 13,1 and 4,6 Hz); 2,68 (bd, 1H, J = 12,2 Hz); 3,80 (vbs, 1H, H-2B); 4,05
(bs, 1H, H-3B). ®C NMR 6 12,01, 13,55, 18,53, 21,17, 21,32, 23,92, 24,54, 24,85, 28,25, 33,79,
37,66, 39,43, 40,15, 42,59, 43,00, 45,64, 46,76, 50,66, 53,69, 56,69, 56,95, 68,20 68,29, 212,26.
HRMS (API): m/z vypocteno pro CrsH41O3 [M+H]™ 389,3056, nalezeno 389,3059.

Priklad 6

(22Z)-23-Cyklohexyl-2a,3a-(Isopropylidendioxy)-6,6-(ethylenedioxy)-24-nor-5a-chol-22-en
(sloucenina 2f)

Do roztoku (cyklohexyl)methyltrifenylfosfonium bromidu (59 mg; 0,134 mmol) v bezvodém
tetrahydrofuranu (3 ml) byl ptidan roztok r-butyllithia v hexanu (1.6 M; 85 pl; 0,134 mmol).
Reakce byla michana pri 0 °C po dobu 30 minut. Poté byl pfidan roztok aldehydu 1 (30 mg;
0,067 mmol) v bezvodém tetrahydrofuranu (3 ml) a reakce byla pomalu ohfivana na teplotu
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mistnosti a michana dal$i 2 hodiny. Po ukonceni reakce byla smés zfedéna ethylacetatem
a extrahovana dvakrat vodou. Organicka faze byla vysusena chloridem vapenatym. Rozpoustédla
byla odparena za snizeného tlaku a surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii (7%
ethylacetat v cyklohexanu). Byla ziskana sloucenina 2f ptevazné jako Z izomer (ptiblizné 5 % E
izomeru (2fE) je pozorovatelné v 'H NMR).

Bezbarvy olej, chemicky vzorec: C34HssO4, vytézek: 28 mg, 79 %. 'H NMR (CDCl;, 500 MHz)
o, ppm: 6 0,71 (s, 3H, CH3); 0,85 (s, 3H, CHs); 0,96 (t, 3H, J = 6,9 Hz, CH3); 1,33 (s, 3H, CH3);
1,48 (s, 3H, CH3); 1,91-2,00 (m, 2H); 2,12-2,29 (m, 2H); 2,40 (m, 1H); 3,75 (m, 1H, CH,0);
3,89-3,98 (m, 3H, CH,0); 4,10 (m, 1H, H-2B); 4,27 (m, 1H, H-3p); 4,97-5,05 (m, 2H, H-22, H-
23). BC NMR § 12,32, 13,41, 20,74, 21,27, 21,97, 24,16, 25,95, 26,06, 26,57, 26,87, 28,26,
28,62, 29,69, 32,87, 33,26, 33,71, 34,62, 36,57, 38,02, 39,60, 41,03, 42,37, 42,72, 45,50, 53,03,
56,01, 64,18, 65,49, 72,86, 72,97, 107,54, 109,70, 132,75, 134,59. HRMS (API): m/z vypocteno
pro C3sHssO4 [M+H]" 527,4100, nalezeno 527,4098. Vybrané 'H NMR piky pro 22E-izomer
(2fE): 6 0,67 (s, 3H, CH3); 0,84 (s, 3H, CH3); 1,00 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 5,35 (m, 1H).

(22Z2)-23-Cyklohexyl-2a,3a-dihydroxy-24-nor-5a-chol-22-en-6-on (sloucenina 3f)

IM vodny roztok kyseliny chlorovodikové (0,5 ml) byl ptidan do roztoku slouceniny 2f (20 mg;
0,038 mmol) v tetrahydrofuranu (4 ml) a reakce byla zahtivana na 40 °C 4 hodiny. Poté byla
reakce zfedéna ethyl-acetatem a vytfepana dvakrat vodou. Organicka faze byla vysuSena
chloridem vapenatym. Rozpoustédla byla odpatena za sniZzené tlaku a surovy produkt bych ¢istén
sloupcovou chromatografii na silikagelu (60% ethylacetat v cyklohexanu). Byla ziskana
sloucenina 3f (diky pfitomnosti minoritniho E-izomeru 2fE ve vychozi slougeniné je v 'H NMR
pozorovatelny 1 izomer 3fE v mnozstvi 5 %).

Bily prasek, chemicky vzorec: CaHaOs, vytézek: 12 mg, 71 %. '"H NMR (CDCls, 500 MHz) 8,
ppm: 6 0,71 (s, 3H, CH3); 0,76 (s, 3H, CHa3); 0,98 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 1,91 (m, 1H); 1,96-
2,07 (m, 3H); 2,22 (m, 1H), 2,28 (dd, 1H, J = 13,1 and 4,5 Hz); 2,41 (m, 1H); 2,68 (dd, 1H, J =
12,7 and 2,6 Hz); 3,78 (m, 1H, H-2B); 4,05 (m, 1H, H-3B); 4,98-5,05 (m, 2H, H-22, H-23). 1*C
NMR & 12,31, 13,56, 21,16, 21,21, 23,91, 25,91, 26,02, 28,17, 29,67, 30,27, 33,22, 33,68, 34,59,
36,59, 37,66, 39,30, 40,15, 42,61, 42,79, 46,74, 50,69, 53,73, 55,85, 56,72, 68,25, 68,32, 132,98,
134,27, 212,30. HRMS (API): m/z vypocteno pro CxoHs7O03; [M+H]"™ 443,3525, nalezeno
443,3522. Vybrané '"H NMR piky pro 22E-izomer (3fE): 6 0,67 (s, 3H, CHs); 0,75 (s, 3H, CHs);
1,00 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 5,35 (m, 1H).

3f 3fE 4f
minor
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23-Cyklohexyl-2a,3a-dihydroxy-24-nor-5a-cholan-6-on (sloucenina 4f)

Palladium na uhli (12 mg) bylo pfidano do roztoku slouceniny 3f s minoritnim izomerem 3df
(12 mg; 0,027 mmol) v tetrahydrofuranu (3 ml) a ethanolu (I ml). Vzduch z reakéni banky byl
evakuovan a do reakce byl pfidan vodik z balonku. Takto byla reakce michana 18 hodin. Poté
bylo palladium na uhli odfiltrovano, rozpoustédla odpatena za snizeného tlaku a surovy produkt
¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu (60% ethylacetat v cyklohexanu). Byla ziskana
sloucenina 4f.

Bily prasek, chemicky vzorec: CaHasOs, vytézek: 11 mg, 91 %. '"H NMR (CDCls, 500 MHz) 8,
ppm: 6 0,66 (s, 3H, CHz3); 0,76 (s, 3H, CH3); 0,91 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH3); 1,91 (m 1H); 1,97-
2,07 (m, 2H); 2,30 (dd, 1H, J = 13,1 a 4,6 Hz); 2,68 (bd, 1H, J = 12,4 Hz); 3,79 (m, 1H, H-2B);
4,06 (m, 1H, H-3p).

BC NMR 6 11,99, 13,55, 18,65, 21,18, 23,94, 25,59, 26,42, 26,47, 26,77, 27,97, 32,92, 33,19,
33,71, 33,88, 35,80, 37,68, 38,06, 39,37, 40,16, 42,59, 42,91, 46,78, 50,68, 53,72, 55,89, 56,64,
68,27, 68,36, 212,22. HRMS (API): m/z vypoéteno pro CioHssO3 [M+H]" 445,3682, nalezeno
445,3680.

Tabulka 1. Sterolové derivaty vzorce I pripravené analogicky na zakladé vySe uvedenych
postupi

substituenty CH analyza MS analyza
R1 | R2 R3 R4 [%C, %H] [vypog./nalezeno] [M+H]"
4 H | OH H H 79,71/79,68, 11,05/11,08 347
5 |OH| H H H 79,71/79,69, 11,05/11,06 347
6 |OH|OH H H 76,20/76,18, 10,56/10,59 363
13 | H |OH methyl H 79,94/79,91, 11,18/11,21 361
14 |OH| H methyl H 79,94/79,93, 11,18/11,20 361
15 | OH | OH methyl H 76,55/76,51, 10,71/10,74 377
19 | H |OH methyl methyl 80,16/80,14,11,30/11,33 375
20 |OH| H methyl methyl 80,16/80,13,11,30/11,33 375
21 |OH | OH methyl methyl 76,87/76,85, 10,84/10,88 391
28 | H |OH ethyl H 80,16/80,14,11,30/11,33 375
29 |OH| H ethyl H 80,16/80,15,11,30/11,34 375
30 |OH|OH ethyl H 76,87/76,85, 10,84/10,86 391
34 | H |OH ethyl ethyl 80,54/80,53, 11,51/11,52 403
35 |OH| H ethyl ethyl 80,54/80,52, 11,51/11,51 403
36 | OH|OH ethyl ethyl 77,46/77,44,11,07/11,09 419
43 | H |OH ethyl (23R)-methyl 80,35/80,31,11,41/11,46 389
44 |OH| H ethyl (23R)-methyl 80,35/80,30,11,41/11,46 389
45 | OH | OH ethyl (23R)-methyl 77,18/77,15, 10,96/10,99 405
46 | H | OH ethyl (235)-methyl 80,35/80,30,11,41/11,47 389
47 |OH| H ethyl (235)-methyl 80,35/80,30,11,41/11,47 389
48 | OH | OH ethyl (23S)-methyl 77,18/77,14,10,96/11,01 405
55 H | OH n-propyl H 80,35/80,31,11,41/11,45 389
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56 |OH| H n-propyl H 80,35/80,32,11,41/11,43 389
57 | OH | OH n-propyl H 77,18/77,16, 10,96/11,00 405
64 H | OH 1sopropyl H 80,35/80,33,11,41/11,43 389
65 |OH| H 1sopropyl H 80,35/80,33,11,41/11,45 389
66 | OH | OH 1sopropyl H 77,18/77,15, 10,96/10,99 405
73 | H |OH n-butyl H 80,54/80,52, 11,51/11,54 403
74 |OH| H n-butyl H 80,54/80,53, 11,51/11,52 403
75 | OH | OH n-butyl H 77,46/77,44,11,07/11,09 419
82 | H |OH (R)-but-2-yl H 80,54/80,53, 11,51/11,52 403
83 |OH| H (R)-but-2-yl H 80,54/80,51, 11,51/11,55 403
84 | OH | OH (R)-but-2-yl H 77,46/77,45,11,07/11,08 419
91 | H |OH (S)-but-2-yl H 80,54/80,52, 11,51/11,53 403
92 |OH| H (S)-but-2-yl H 80,54/80,52, 11,51/11,54 403
93 | OH | OH (S)-but-2-yl H 77,46/77,45,11,07/11,09 419
100 | H | OH terc-butyl H 80,54/80,52, 11,51/11,54 403
101 |OH| H terc-butyl H 80,54/80,53, 11,51/11,54 403
102 | OH | OH terc-butyl H 77,46/77,45,11,07/11,08 419
109 | H | OH isobutyl H 80,54/80,51, 11,51/11,55 403
110 |OH| H isobutyl H 80,54/80,53, 11,51/11,53 403
111 | OH | OH isobutyl H 77,46/77,44,11,07/11,10 419
118 | H | OH n-pentyl H 80,71/80,68, 11,61/11,65 417
119 |OH| H n-pentyl H 80,71/80,67, 11,61/11,66 417
120 | OH | OH n-pentyl H 77,72/71,70, 11,18/11,21 433
127 | H | OH 3-methylbut-1-yl H 80,71/80,69, 11,61/11,64 417
128 |OH| H 3-methylbut-1-yl H 80,71/80,68, 11,61/11,65 417
129 | OH | OH 3-methylbut-1-yl H 77,72/71,70, 11,18/11,20 433
136 | H [OH| (R)-2-methyl-but-1-yl H 80,71/80,68, 11,61/11,64 417
137 |OH| H | (R)-2-methyl-but-1-yl H 80,71/80,69, 11,61/11,63 417
138 | OH | OH | (R)-2-methyl-but-1-yl H 77,72/77,69, 11,18/11,21 433
145 | H |OH| (S)-2-methyl-but-1-yl H 80,71/80,68, 11,61/11,64 417
146 |OH| H | (S)-2-methyl-but-1-yl H 80,71/80,68, 11,61/11,63 417
147 |OH | OH| (S)-2-methyl-but-1-yl H 77,72/77,69, 11,18/11,22 433
154 | H |OH| (R)-3-methyl-but-2-yl H 80,71/80,67, 11,61/11,65 417
155 |OH| H | (R)-3-methyl-but-2-yl H 80,71/80,68, 11,61/11,64 417
156 | OH | OH | (R)-3-methyl-but-2-yl H 77,72/71,70, 11,18/11,20 433
163 | H | OH| (S)-3-methyl-but-2-yl H 80,71/80,69, 11,61/11,64 417
164 |OH| H | (S)-3-methyl-but-2-yl H 80,71/80,70, 11,61/11,63 417
165 | OH| OH| (S)-3-methyl-but-2-yl H 77,72/77,69, 11,18/11,23 433
172 | H | OH (R)-pent-2-yl H 80,71/80,69, 11,61/11,64 417
173 |OH| H (R)-pent-2-yl H 80,71/80,68, 11,61/11,64 417
174 | OH | OH (R)-pent-2-yl H 77,72/71,70, 11,18/11,22 433
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181 | H |OH (S)-pent-2-yl H 80,71/80,69, 11,61/11,65 417
182 |OH| H (S)-pent-2-yl H 80,71/80,67,11,61/11,66 417
183 | OH | OH (S)-pent-2-yl H 77,72/77,68, 11,18/11,23 433
190 | H | OH pent-3-yl H 80,71/80,67,11,61/11,66 417
191 |OH| H pent-3-yl H 80,71/80,67,11,61/11,65 417
192 | OH | OH pent-3-yl H 77,72/77,70, 11,18/11,22 433
196 | H | OH 1,2-ethylen 80,59/80,55, 10,82/10,83 373
197 |OH| H 1,2-ethylen 80,59/80,54, 10,82/10,79 373
198 | OH | OH 1,2-ethylen 77,27/71,30, 10,38/10,40 389
202 | H | OH trimethylen 80,77/80,74, 10,95/10,96 387
203 |OH| H trimethylen 80,77/80,75, 10,95/10,98 387
204 | OH | OH trimethylen 77,56/71,52, 10,51/10,53 403
208 | H | OH tetramethylen 80,94/80,92,11,07/11,10 401
209 |[OH| H tetramethylen 80,94/80,93, 11,07/11,09 401
210 | OH | OH tetramethylen 77,83/77,81, 10,64/10,66 417
214 | H | OH pentamethylen 81,10/81,08,11,18/11,20 415
215 |OH| H pentamethylen 81,10/81,06,11,18/11,22 415
216 | OH | OH pentamethylen 78,09/78.,05, 10,77/10,79 431
223 | H |OH cyklopropyl H 80,77/80,74, 10,95/11,00 387
224 |OH| H cyklopropyl H 80,77/80,73, 10,95/11,02 387
225 | OH | OH cyklopropyl H 77,56/77,51, 10,51/10,56 403
232 | H |OH cyklobutyl H 80,94/80,92, 11,07/11,10 401
233 |OH| H cyklobutyl H 80,94/80,90, 11,07/11,11 401
234 | OH | OH cyklobutyl H 77,83/77,80, 10,64/10,67 417
241 | H | OH cyklopentyl H 81,10/81,04,11,18/11,23 415
242 [OH| H cyklopentyl H 81,10/81,06, 11,18/11,21 415
243 | OH | OH cyklopentyl H 78,09/78,06, 10,77/10,81 431
250 | H | OH cyklohexyl H 81,25/81,20, 11,29/11,34 429
251 |OH| H cyklohexyl H 81,25/81,19, 11,29/11,35 429
252 | OH | OH cyklohexyl H 78,33/78,28, 10,88/10,92 445

Priklad 6 — Test Zivotaschoponosti na neuroniim podobnych lidskych bunkach SH-SYS5Y

Lidska neuroblastomova linie SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266), ziskana z ECACC (The European
Collection of Authenticated Cell Cultures) byla kultivovana v Eaglové médiu modifikovaném
podle Dulbecca a Hamové F12 Nutrient mixu (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium and Ham's
F12 Nutrient Mixture (DMEM:F-12, 1:1) s 1% penicilin/streptomycin mixu v inkubatoru pti
37 °C v 5% COa, 95% vzduch a humifikované atmosféte, Test byl proveden v 96-jamkové desce
se 7000 bunkami SH-SYSY na jamku, Dalsi den SH-SYSY buiky podstoupily diferenciacni
proceduru pomoci all-trans retinové kyseliny (ATRA) po dobu 48 h (ATRA 10 uM), Po 48 h,
bylo staré DMEM/FI12 médium zaménéno cerstvym médiem obsahujicim testované latky
v koncentracich 0,1, 1 a 10 uM po dobu 24 h, Testované latky byly rozpustény v DMSO
a pridany do média, Maximalni koncentrace DMSO v médiu byla udrzovana pod 0,1 % (v/v),
Viabilita byla méfena pomoci Calcein AM (Img/ml, ThermoFisher) viabilitniho testu, Roztok
Calcein AM v PBS (0,75 uM) byl napipetovan k bunkam a inkubovan po dobu 50 min, Poté byla
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meéfen fluorescence pii 488/517 nm (excitace/emise) pomoci mikrodestic¢kového readeru Infinite
M200 (TECAN), Calcein AM test viability je zaloZen na §tépeni nefluoreskujiciho barviva
(Calcein-AM) pomoci intracelularnich esteraz Zivych bunék na fluoreskujici barvivo (Calcein),
zatimco umirajici bunky tuto schopnost ztraci, Hodnoty v tabulce 2 ukazuji % viability
(zivotaschopnosti), vztazené ke kontrole pro vSechny testované slouceniny, Kontrola (médium
s DMSO, <0,1 % (obj,/obj,)) byla postulovana jako 100% viability (viz prvni fadek tabulky), Jak
je uvedeno v tabulce 2, bylo prokazano, Ze zadné derivaty neindukuji sniZeni viability,

Tabulka 2. Uginek novych sloudenin na viabilitu lidské neuroblastomové linii SH-SY5Y
(neuronim-podobny fenotyp) po 24 hodinach aplikace, Data jsou vyjadiena jako procenta DMSO
kontroly jako primér £SEM dvou nezavislych experiment v triplikatu,

Viabilita (% DMSO kontroly)
DMSO kontrola primér: 100 SEM =: 0,95

Sloucenina 0,1 tM SEM + 1M SEM + 10 pM SEM +

57 105,90 2,86 108,90 3,93 117,10 3,31

30 99,41 3,13 102,30 4,14 104,70 3,13

15 98,20 2,53 106,40 1,82 120,60 2,26

111 106,90 4,19 107,80 3,02 109,90 1,37

6 101,30 3,94 104,80 4,84 122,10 4,86
RALA 0,5 utM SEM + S5uM SEM + 50 uM SEM +

96,12 2,68 96,93 3,59 101,2 2,09
DFO 1M SEM+ | 10 uM SEM + 100 pM SEM +

105,7 8,48 105,5 8,49 109,5 5,92

*DMSO - dimethylsulfoxid; R-LA - kyselina R-lipoova; DFO - deferoxamin, Latky byly
testovany v neuroprotektivné aktivnich koncentracich,

Priklad 17 Neuroprotektivni efekt latek na glutamatem-indukovaném oxidativnim poskozeni
lidskych neuronalnich SH-SYSY bunkach

Podobné jako v predchozim testu byl test proveden v 96-jamkovych mikrodestickach
s 20 000 bunkami na jamku, Den po vyseti bunék, SH-SYSY byly podrobeny 48-hodinové
diferenciaci pomoci all trans retinové kyseliny (ATRA) (ATRA 10 pM), Po 48 hodinach bylo
staré médium DMEM / F12 zaménéno Cerstvym médiem obsahujicim 160 mM glutamatu (Glu)
bez nebo s testovanymi slouceninami v koncentracich 0,1, 1 a 10 uM, Jako pozitivni kontroly
byla pouzity kyselina R-lipoova (R-LA) pii 0,5, 5, 50 pM a deferoxamin (DFO) pri 1, 10 a
100 uM, Po 24 hodinach byla bunécna smrt kvantifikovana barvenim propidium jodidem (PI)
podle literatury (Stone et al,, BMC Cell Biol, 2003, 4, 1) s modifikacemi.

Obecné je barveni PI spojeno s poskozenou bunécnou membranou nebo pritomnosti umirajicich
bunék (Stone et al,, BMC Cell Biol, 2003, 4, 1), Kviili ztraté¢ adherence byly poskozené nebo
mrtvé buiiky barveny roztokem PI pfimo v médiu v konec¢né koncentraci 1,5 pM a inkubovany
pti pokojové teploté po dobu 15 az 25 minut pfi pokojové teploté, Buiikky barvené PI byly
kvantifikovany pri 535/617 nm (excitace/emise) pomoci ¢tecky mikrodesticek Infinite M200
Pro (Tecan), Bunétna smrt generovana 160 mM Glu byla povazovana za 100 % bunécné smirti
(13, kontrola, se kterou je srovnavano v tabulce 3), takze bylo pozorovano sniZzeni bunétné smrti
(neuroprotektivni ucinek), Aplikace 160 mM Glu vedlo k piiblizné 5-krat vy$si bunécné smrti ve
srovnani s kontrolou DMSO, Jak je vidét z tabulky 3 a obr, 1, vSechny testované slouceniny pfi
10 pM prokéazaly srovnatelny nebo vyssi neuroprotektivni ucinek nez pozitivni kontroly,
Konkrétné byl nejvyssi ti€inek pozorovan v ptipad¢ sloucenin 15 a 6 pti 10 uM s dvojnasobnym
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neuroprotektivnim ucinkem nez R-LA, Dale slouéeniny vykazovaly vyssi ucinnost nez pozitivni
kontroly kviili skute€nosti, Ze neuroprotektivniho uUéinku bylo dosaZeno pfi fadové nizSich
koncentracich (5 az 10krat),

Tabulka 3. Neuroprotektivni ucinek novych sloucenin na lidské neuroblastomové linii SH-
SYSY (neuronalnifenotyp)

Neuroprotektivni efekt (% sniZeni bunécné
Sloucenina smrti oproti kontrole) p hodnota
0,5 tM S5uM 50 uM
R-LA N/A N/A 13,49 >0,001
1 pM 10 pM 100 pM
DFO N/A 19,94 23,55 >0,001
0,1 pM 1 M 10 pM
57 N/A 15,99 24,88 >0,001
30 N/A N/A 23,17 >0,001
15 N/A N/A 30,08 >(,001
111 N/A N/A 26,52 >0,001
6 N/A 15,00 33,70 >0,001

N/A = 7adna protekce; Data jsou vyjadrena jako rozdil mezi priméry skupin 160mM Glu a co-
treamentu (slouceniny), se statistickou vyznamnosti (ANOVA, Tukey post hoc test),

Priklad 18 Méfeni oxidac¢niho stresu na bunééné linii lidského neuroblastomu SH-SYSY - model
PD indukovany glutamatem

Podobné jako v predchozim testu, buiiky rostouci na 96-jamkovych mikrodestickach v denzité
20000 bunkami na jamku podstoupily diferenciaci a testovaci proceduru pro glutamatovy model,
Po 4 hodinach spoleéného oSetfeni s glutamatem byla kvantifikovana tvorba superoxidovych
radikali jakozto marker oxidativniho stresu (dle Kim et al, 2017, J, Med, Food, 20, 140-151
s drobnymi modifikacemi), Stru¢né, neurontim-podobné SH-SYSY buiky byly centrifugovany
pti 500 g po dobu 5 minut a 30 sekund, poté bylo médium vyménéno za roztok 10 pM
dihydroethidia (DHE) v fosfatovém pufru (PBS) a ponechano pfi pokojové teploté po dobu
30 minut, Po 30 minutach bylo DHE méteno pri 500 nm/580 nm (excitace/emise) pomoci Infinite
M200 Pro (Tecan) mikrodestickového readeru,

DHE je barvivo propustné pro buiky, které je selektivni vii¢i detekci superoxidovych radikalt,
Celkovy oxidaéni stres dosazeny 160 mM Glu byl povazovan za 100%, takze bylo pozorovano
sniZeni oxida¢niho stresu (OS redukéni efekt), Jak je uvedeno v tabulce 4 a na obr, 2, 160 mM
Glu vyvolalo 2,6-nasobné zvyseni tvorby superoxidovych radikala, Co je dilezit¢jsi, ze vSechny
ptiklady pti 10 uM prokazaly srovnatelny nebo mirné lepsSi ucinek sniZeni oxidativniho stresu
nez antioxidant R-LA, zatimco uplné piekonaly DFO, Dohromady vsechny priklady ukazaly
vy$§i ucinnost nez pozitivni kontroly z hlediska koncentraci odpovédnych za aktivitu snizujici
OS (5 az 10krat ucinnéjsi nez pozitivni kontroly),
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Tabulka 4, Oxidativni stress indukovany glutamatem a aktivita novych slouenin ve sniZeni
oxidativniho stresu, testovino na neuronalnich SH-SYSY buikach,

Tvorba superoxidovych radikalua (oxidativni stres), % kontroly (Glu 160 mM)
Primér +SEM
DMSO negativni kontrola 38,18 0,74
Glu 160 mM kontrola 100 1,52
Slouceniny 1M +SEM 10 pM +SEM
57 93,34 3,83 83,99 5,33
30 84,54 3,88 81,08 3,25
15 98,27 4,65 85,61 3,28
111 89,17 4,8 80,21 3,31
6 85,36 3,38 80,19 2,95
SuM +SEM 50 pM +SEM
R-LA
86,72 5,07 83,91 4,33
+ +
DFO 10 pM SEM 100 pM SEM
87,06 2,39 92,61 2,2

Data ptedstavuji procenta 160 mM Glu kontroly, primér + SEM tii nezavislych experimenttl,
Priklad 19 — Farmaceutické ptipravky

Farmaceutické ptipravky pro obvykle obsahuji 0,1 az 99 % z hmotnosti, obzvlasté 0,1 az 95 %
hmotnosti, G¢innych latek obsahujicich sterolovy derivat podle tohoto vynalezu, 1 az 99,9 %
hmotnosti alespon jednoho pevného nebo kapalné pomocné latky, a od 0 do 25 % hmotnosti,
obzvlast¢ 0,1 az 25 % hmotnosti, povrchové aktivniho ¢inidla, Tyto prostifedky mohou také
obsahovat dalsi prisady, jako jsou stabilizatory, naptiklad rostlinné oleje nebo epoxidované
rostlinné oleje, Cinidla proti pénéni, naptiklad silikonovy olej, konzervaéni latky, regulatory
viskozity, pojidla, latky zplisobujici lepivost a nebo jiné aktivni slozky, Vyhodné formulace maji
zejména nasledujici sloZeni: (% = hmotnostni procenta):

F1: Suché kapsle

5000 Tobolek, z nichz kazda obsahuje 0,25 g sterolového derivatu, se pripravi nasledujicim
zplisobem:

Slozeni: Léciva latka: 1250 g; Talek 180 g; PSenicny Skrob: 120 g; Stearat hotecnaty: 80 g;
Laktéza 20 g,

Postup ptipravy: Rozettené latky jsou tlaceny pres sito s velikosti ok 0,6 mm, Davka 0,33 g smési
je prenesena do Zelatinové tobolky pomoci stroje na plnéni tobolek,

F2: M¢ekké tobolky

5000 mekkych zelatinovych tobolek, z nichz kazda obsahuje 0,05 g neurosterolového derivatu
jako ucinnou latku, se pfipravi nasledujicim zplisobem:
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Slozeni: 250 g U¢inna latka + 21 g Lauroglycol

Postup piipravy: Praskova aktivni sloZka je suspendovana v Lauroglykol® (propylenglykol laurat,
Gattefossé SA, Saint Priest, Francie) a rozetfena ve vlhkém pulverizatoru na velikost ¢astic asi 1
az 3 mm, Davka o velikosti 0,419 g smési je potom pienesena do mekkych Zelatinovych tobolek
pomoci pfistroje na plnéni tobolek,

F3: Mékké tobolky

5000 mekkych zelatinovych tobolek, z nichz kazda obsahuje 0,05 g neurosterolového derivatu
jako uéinnou latku, se pfipravi nasledujicim zplisobem:

Slozeni: 250 g uc¢inné slozky v 1 1 PEG 400, 1 litr Tween 80,

Postup ptipravy: Praskova aktivni slozka je suspendovana v PEG 400 (polyethylenglykol o mh
mezi 380 a 420, Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a Tween 80 (polyoxyethylen sorbitan monolaurat,
Atlas Chem Inc, Inc, USA, dodava Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a rozetfena ve vlhkém
pulverizatoru na velikost ¢astic asi 1 az 3 mm, Davka o velikosti 0,43 g smési je potom pienesena
do mekkych Zelatinovych tobolek pomoci pristroje na plnéni tobolek,

Priklad 20 — Formulace tablety s fizenym uvoliiovanim

Jedna tableta obsahuje naptiklad 300 az 350 mg neurosterolového derivatu jako Ucinnou latku,
Pomocna latka se zndmym ucinkem: Jedna tableta obsahuje 150 az 200 mg retardujici slozky
(Methocel, Parteck® SRP 80, Kollidon® SR, Kollidon 25, chitosan, alginat), dale lubrikantu
(stearat hofecnaty), ucinné latky (VH), pojiva (Prosolv SMCC 90),

Lékovou formou je tableta s fizenym uvoliiovanim,

Ptiprava tabletoviny: Tablety jsou pfipraveny pfimym lisovanim, Nejprve je navazeno vypoctené
mnozstvi retardujici slozky (Methocel, Parteck® SRP 80, Kollidon® SR, Kollidon 25, chitosan,
alginat), dale lubrikantu (stearat hotecnaty), Ucinné latky (VH), pojiva (Prosolv SMCC 90),
Nasledné je vznikla smés homogenizovana v homogenizatoru (Retsch MM200 — Retsch GmbH,
Haan), Homogenizaci se doporucuje provadét ve tiech frekvencich: 10 kmitd/s, 13 a 15 kmitl/s
vzdy po dobu | minuty, Tabletovina je poté ptevedena do rucniho lisu, Tablety jsou lisovany pti
zatizeni 8 kN po dobu 5 minut, ZatiZeni je zvoleno s ohledem na pozadovanou pevnost tablet 0,8
az 0,8 MPa, Hmotnost tablet ¢ini 500 +5 mg,

Hydrcfilni matricové tablety s hypromelosou
Tablety jsou pfipraveny metodou pfimého lisovani dle postupu uvedeného vyse,

Hmotnost tablet byla 500 £5 mg, SloZeni hydrofilnich tablet s hypromelosou v %:

Formulace Al A2 A3
Prosolv SMCC 90 49 % 49 % 49 %
Methocel K4M - 30 % -
Methocel K15M 30 % - -
Methocel K100M - - 30 %
U¢inna latka 20 % 20 % 20 %
Stearat hofecnaty 1% 1 % 1%

Hydrcfilni matricové tablety s retardujici slozkou Kollidon 25, Kollidon® SR, Parteck™ SRP 80

Tablety jsou pfipraveny metodou ptimého lisovani dle postupu uvedeného vyse,
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Hmotnost tablet byla 500 £5 mg, SloZeni hydrofilnich tablet v %:

Formulace F1 F2 F3 F4 F5
Prosolv® SMCC 90 49 % 49 % 49 % 49% | 49 %
Kollidon 25 30 % 20 % 10 % - -
Kollidon® SR - - - 30 % -
Parteck® SRP 80 - - - - 30 %
Utinna latka 20 % 30 % 40 % 20% | 20 %
Stearat hofeénaty 1 % 1 % 1 % 1 % 1 %

Hydrcfilni matricové tablety obsahu jici LubriTose™ MCC, Methocel K15M nebo Methocel K4M
Tablety jsou pfipraveny metodou pfimého lisovani dle postupu uvedeného vyse,

Hmotnost tablet byla 500 £5 mg, SloZeni hydrofilnich tablet v %:

Formulace Al A2
LubriTose™ MCC 50 % 50 %
Methocel K15M 30 % -
Methocel K4M - 30 %
Ucinna latka 20 % 20 %
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PATENTOVE NAROKY

1. Neurosterolovy derivat obecného vzorce I,

vl el (3

(D,
ve kterém
R1, R2 jsou nezavisle vybrany z vodiku nebo hydroxylové skupiny;
R3 je nezavisle vybran ze skupiny zahrnujici vodik, linearni a rozvétveny C1-CS5 alkyl a C3-C6
cykloalkyl, pficemz cykloalkyl mize byt poptipadé substituovan alespoii jednim substituentem,
kterym je C1-C5 alkyl;
R4 je nezavisle vybran ze skupiny sestavajici z vodiku, methyl a ethylu;
nebo R3 a R4 spolecné tvoti bivalentni skupinu C2-C5 a,w-alkylenu,

a kde nasledujici slouceniny jsou vylouceny z obecného vzorce I:

20-hydroxy-5a-cholestan-6-on, 3a-hydroxy-5a-cholestan-6-on, 20,3a-dihydroxy-5a-cholestan-6-
on, 3a-hydroxy-5a-campestan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-5a-campestan-6-on.

2. Neurosterolovy derivat podle naroku 1, kde substituentem R3 je linearni C1-C5 alkyl, s vyhodou
vybrany ze skupiny zahrnujici methylovou, ethylovou, n-propylovou, r-butylovou a n-pentylovou
skupinu.

3. Neurosterolovy derivat podle naroku 1, kde substituentem R3 je rozvétveny C3-C5 alkyl,
s vyhodou vybrany ze skupiny, kterou tvofi isopropyl, isobutyl, sek-butyl, terc-butyl, 2-methylbut-
2-yl, 2,2-dimethylpropyl, 3-methylbut-1-yl, pent-2-yl, pent-3-yl, 3-methylbut-2-yl a 2-methylbutyl.

4. Neurosterolovy derivat podle naroku 1, kde substituentem R3 je cykloalkylova skupina,
s vyhodou vybrana ze skupiny zahrnujici cyklopropyl, cyklobutyl, cyklopentyl, cyklohexyl,
cyklopropylmethyl, cyklobutylmethyl, cyklopentylmethyl, cyklohexylmethyl, které mohou byt
popiipadé substituovany linearnim C1-C5 alkylem, s vyhodou C1-C3 linearnim alkylem.

5. Neurosterolovy derivat podle kteréhokoliv z naroki 1 az 4, kde substituenty R3 a R4 dohromady
tvori alkylenovou skupinu, ktera je vybrana ze skupiny zahrnujici 1,2-ethylen, 1,3-trimethylen, 1,4-

tetramethylen a 1,5-pentamethylen.

6. Neurosterolovy derivat podle kteréhokoliv z narokti 1 az 5, kde v poloze R3 a/nebo na uhliku
C-23 je chiralni centrum.
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7. Neurosterolovy derivat podle naroku 1, vybrany ze skupiny zahrnujici 2a-hydroxy-24-nor-50-
cholan-6-on, 3a-hydroxy-24-nor-5a-cholan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-24-nor-5Sa-cholan-6-on, 20-
hydroxy-5a-cholan-6-on, 3a-hydroxy-5a-cholan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-5a-cholan-6-on, 2o-
hydroxy-23-methyl-5a-cholan-6-on, 3a-hydroxy-23-methyl-5a-cholan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-23-
methyl-5a-cholan-6-on, 2a-hydroxy-26,27-dinor-5a-cholestan-6-on, 3a-hydroxy-26,27-dinor-50-
cholestan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-26,27-dinor-5a-cholestan-6-on, (23R)-20-hydroxy-23-ethyl-50-
cholan-6-on, (23R)-3a-hydroxy-23-ethyl-5a-cholan-6-on, (23R)-20,3a-dihydroxy-23-ethyl-50-
cholan-6-on, (235)-2a-hydroxy-23-ethyl-5a-cholan-6-on, (235)-3a-hydroxy-23-ethyl-5a-cholan-6-
on, (235)-20,30-dihydroxy-23-ethyl-5Sa-cholan-6-on, 2a-hydroxy-27-nor-5a-cholestan-6-on, 3o-
hydroxy-27-nor-5a-cholestan-6-on,  2a,3a-dihydroxy-27-nor-5a-cholestan-6-on,  2a-hydroxy-
24,24-dimethyl-5a-cholan-6-on, 3a-hydroxy-24,24-dimethyl-5a-cholan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-
24,24-dimethyl-5a-cholan-6-on, 2a-hydroxy-26a-homo-27-nor-5a-cholestan-6-on, 3a-hydroxy-
26a-homo-27-nor-5a-cholestan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-26a-homo-27-nor-5a-cholestan-6-on, 2a-
hydroxy-24,24,24-trimethyl-5a-cholan-6-on, 3a-hydroxy-24,24,24-trimethyl-5a-cholan-6-on,
20,30-dihydroxy-24,24,24-trimethyl-5Sa-cholan-6-on, 2a-hydroxy-27-nor-5a-campestan-6-on, 3o-
hydroxy-27-nor-5a-campestan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-27-nor-5a-campestan-6-on, 2a-hydroxy-27-
nor-Sa-ergostan-6-on, 3a-hydroxy-27-nor-5a-ergostan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-27-nor-5a-ergostan-
6-on; 2a-hydroxy-26a,26b-dihomo-27-nor-5a-cholestan-6-on, 3a-hydroxy-26a,26b-dihomo-27-
nor-5a-cholestan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-26a,26b-dihomo-27-nor-5a-cholestan-6-on, 2a-hydroxy-
So-campestan-6-on,  20-hydroxy-5a-ergostan-6-on,  3a-hydroxy-So-ergostan-6-on,  20,30-
dihydroxy-Sa-ergostan-6-on, 2a-hydroxy-24-ethyl-24,24-dimethyl-5a-cholan-6-on, 3a-hydroxy-
24-ethyl-24,24-dimethyl-5a-cholan-6-on, 20,3a-dihydroxy-24-ethyl-24,24-dimethyl-5a-cholan-6-
on, 2a-hydroxy-25-methyl-5a-cholestan-6-on, 3a-hydroxy-25-methyl-5a-cholestan-6-on, 20,30-
dihydroxy-25-methyl-5a-cholestan-6-on, 2a-hydroxy-27-nor-5Sa-stigmastan-6-on, 3a-hydroxy-27-
nor-So-stigmastan-6-on,  2a,3a-dihydroxy-27-nor-5a-stigmastan-6-on,  (24S)-2a-hydroxy-26a-
homo-27-nor-5a-campestan-6-on, (24S5)-3a-hydroxy-26a-homo-27-nor-5a-campestan-6-on, (24.5)-
20,30-dihydroxy-26a-homo-27-nor-5a-campestan-6-on, (24R)-20-hydroxy-26a-homo-27-nor-5a-
ergostan-6-on, (24R)-3a-hydroxy-26a-homo-27-nor-5a-ergostan-6-on, (24R)-2a,3a-dihydroxy-
26a-homo-27-nor-5a-ergostan-6-on, 2a-hydroxy-22-cyklopropyl-23,24-dinor-5Sa-cholan-6-on, 3o-
hydroxy-22-cyklopropyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-22-cyklopropyl-23,24-
dinor-5a-cholan-6-on, 2o-hydroxy-22-cyklobutyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on, 3a-hydroxy-22-
cyklobutyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-22-cyklobutyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-
on, 2o0-hydroxy-22-cyklopentyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on, 3a-hydroxy-22-cyklopentyl-23,24-
dinor-5a-cholan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-22-cyklopentyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on, 2a-hydroxy-
22-cyklohexyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on, 3a-hydroxy-22-cyklohexyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-
on, 2a,3a-dihydroxy-22-cyklohexyl-23,24-dinor-5a-cholan-6-on, 2a-hydroxy-23-cyklopropyl-24-
nor-5a-cholan-6-on, 3a-hydroxy-23-cyklopropyl-24-nor-5a-cholan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-23-
cyklopropyl-24-nor-5a-cholan-6-on,  2a-hydroxy-23-cyklobutyl-24-nor-5a-cholan-6-on,  3a-
hydroxy-23-cyklobutyl-24-nor-5a-cholan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-23-cyklobutyl-24-nor-5a-cholan-
6-on, 20-hydroxy-23-cyklopentyl-24-nor-5a-cholan-6-on, 3a-hydroxy-23-cyklopentyl-24-nor-5a-
cholan-6-on, 20,3a-dihydroxy-23-cyklopentyl-24-nor-5a-cholan-6-on, 2a-hydroxy-23-cyklohexyl-
24-nor-5a-cholan-6-on, 3a-hydroxy-23-cyklohexyl-24-nor-5a-cholan-6-on, 2a,3a-dihydroxy-23-
cyklohexyl-24-nor-5a-cholan-6-on.

8. Neurosterolovy derivat obecného vzorce Ia,
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(Ia),
ve kterém

R1, R2 jsou nezavisle vybrany z vodiku nebo hydroxylové skupiny;

R3 je nezavisle vybran ze skupiny zahrnujici vodik, linearni a rozvétveny C1-CS5 alkyl a C3-C6
5 cykloalkyl, pricemz cykloalkyl mtze byt poptipadé substituovan alesponi jednim substituentem,

kterym je C1-C5 alkyl;

R4 je nezavisle vybran ze skupiny sestavajici z vodiku, methyl a ethylu;

nebo R3 a R4 spolecné tvoti bivalentni skupinu C2-C5 a,w-alkylenu,

a kde nasledujici slouceniny jsou vylouceny z obecného vzorce Ia:

10 20-hydroxy-5a-cholestan-6-on, 3a-hydroxy-5a-cholestan-6-on, 20,3a-dihydroxy-5a-cholestan-6-
on,

pro pouziti jako léciva.

9. Neurosterolovy derivat obecného vzorce Ib,
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15 (Ib),
ve kterém

R1, R2 jsou nezavisle vybrany z vodiku nebo hydroxylové skupiny;

R3 je nezavisle vybran ze skupiny zahrnujici vodik, linearni a rozvétveny C1-CS5 alkyl a C3-C6

cykloalkyl, pficemz cykloalkyl mize byt poptipadé substituovan alespon jednim substituentem,
20 kterym je C1-C5 alkyl;

R4 je nezavisle vybran ze skupiny sestavajici z vodiku, methyl a ethylu;

nebo R3 a R4 spolecné tvoti bivalentni skupinu C2-CS5 a,w-alkylenu;

pro pouziti pfi léceni a/nebo profylaxi neurodegenerativnich onemocnéni.

10. Neurosterolovy derivat pro pouziti podle naroku 9, kde neurodegenerativni onemocnéni je
25 vybrano ze skupiny zahrnujici amyotrofickou laterdlni sklerézu, Parkinsonovu chorobu,
Alzheimerovu chorobu, Huntingtonovu chorobu, progresivni supranuklearni paralyzy,
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kortikobazalni degenerace, frontotemporalni demence, demence s Lewyho télisky, atrofie
mnohocéetného systému, chronické traumatické encefalopatie a spinocerebelarni ataxie.

11. Farmaceuticka kompozice, vyzna€ena tim, Ze obsahuje jeden nebo vice neurosterolovych

derivati podle kteréhokoliv z narok 1 az 7 a alespon jeden farmaceuticky akceptovatelny nosic.

2 vykresy
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