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(57)  Anotace:
Amfifilni slou€eniny s tetradekahydrofenantrenovym
skeletem vzorce I a jejich enantiomery, vykazujici
neuroprotektivni i¢inky, jejich pouziti jako léCiva pro
lé&eni neuropsychiatrickych poruch souvisejicich
s nerovnovahami glutamatergniho neuropienasecového
systému, jako jsou ischemické poskozeni centralni
nervové soustavy, neurodegenerativni zmény a poruchy
centralni nervové soustavy, afektivni poruchy, deprese,
post-traumaticka stresovéa porucha a nemoci souvisejici se
stresem, anxieta, schizofrenie a psychotické poruchy,
bolest, zavislosti, roztrousena sklerdza, epilepsie, gliomy,
a farmaceuticky prostfedek obsahujici uvedené
slouceniny.
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Predkladany vynalez je z oboru farmaceuticka chemie. Pfedmétem je soubor slou¢enin, které inhibi¢éng
moduluji nadmérn¢ aktivované NMDA receptory, a tak chréani tkatl centralniho nervového systému (CNS)

pied excesivnim plisobenim glutamétu.

Dosavadni stav techniky

NMDA receptory jsou multiproteinové komplexy tvofené zakladnim tetramerem, sloZzenym ze dvou NR1
podjednotek a dvou NR2A-2D podjednotek, které tvoii iontovy kanal pro kladné ionty (Nature 438, 185—
~192 (2005)).

Glutamat je hlavnim excitatnim neuropfenaSe¢em v centrdlnim nervovém sytému savci. B&hem
synaptického prenosu vznikaji odpovédi post synaptického neuronu prostfednictvim ionotropnich a
metabotropnich glutamatovych receptori. Mezi ionotropni glutamatové receptory patéi N-methyl-D-
-aspartatové receptory (NMDA), AMPA a kainatové receptory. Ackoliv soudasné poznatky naznaduji
tlohu riznych podtypi rodiny glutamatovych récepton"x v glutamatem indukované excitotoxicit€,
ionotropni receptory jsou povazovany za kli¢ového hrace v téchto procesech. Aktivace ionotropnich
glutamatovych receptorli vede ke zménam v intracelularnich koncentracich iontti, pfedevi§im vapenatych

a sodnych. Toxicita vy§8ich hladin glutamétu je zpravidla spojovana se vzestupem intraceluldrnich hladin

Ca2*. V soutasnosti je pomé&rné dobfe prokazano, Ze existuje piimy vztah mezi nadmérnym influxem
vapniku do bun€k a glutamatem navozenym poSkozenim neuronii. Glutamatem vyvolané patologické
zvyseni intracelularniho kalcia je pfipisovano déletrvajici aktivaci ionotropnich glutamétovych receptorti.
Zvy$eni intracelularniho vapniku miize spustit sestupnou neurotoxickou kaskadu.

Rada preklinickych studii dokladd vyraznou schopnost NMDA antagonisti zabranit excesivnimu
plsobeni glutamatu na nervové buiiky a tim omezit naruSeni funkci CNS. Nicméné€ jejich
neuroprotektivni potencial je z klinického pohledu maly. Vzhledem k faktu, Zz2 NMDA receptory jsou
jednémi z nejrozsifenéjlich typh receptorit v CNS, vede jejich podani k fad¢ zavaznych nezadoucich
i¢inkdl od naruleni motoriky po indukci psych6z schizofrenniho typu. Na druhou stranu velka
rozmanitost NMDA receptort, jejich rozdilna distribuce na synapsich i mimo né€ a rizné funkéni stavy
tohoto receptoru nabizi moZnost hledat latky selektivné ovliviiujici pouze uritou skupinu NMDA
receptorii a tim omezit vyskyt neocekavanych a nezaddoucich G¢inkd pti zachovani neuroprotektivniho
pusobeni. (Pharmacol. Rev. 51, 7-61 (1999); Semin. Cell Dev. Biol. 17, 592-604 (2006); Top. Med.
Chem. 6, 749-770 (2006); Anesth. Analg. 97, 1108-1116 (2003); Curr. Opin. Pharmacol. 6, 53-60
(2006); Curr. Opin. Investig. Drugs 4, 826-832 (2003).

Predchozi vysledky ukéazaly, Ze pfirozené¢ se vyskytujici 3alfa,5beta-pregnanolon-sulfat use-

dependentnim zplisobem ovliviiuje aktivitu NMDA receptorti. V disledku tohoto mechanismu piisobeni



vykazuje vyrazngjsi inhibi¢ni piisobeni na NMDA receptorech tonicky aktivovanych glutamatem nez na
fazicky aktivovanych NMDA receptorech b&hem synaptického pfenosu. Pravé aktivace
extrasynaptickych tonicky aktivovanych NMDA receptorti je zasadni pro excitotoxické plsobeni
glutamatu (J. Neurosci. 25, 8439-50 (2005)).

Proto jsme zahdjili vyvoj a testovani novych NMDA antagonistii odvozenych od neurosteroidii. Tyto
zcela nove syntetizované slou¢eniny vykazuji afinitu k extrasynaptickym NMDA receptorim. Co je viak
jeste dileZit€jsi, predchozi elektrofyziologické studie ukéazaly, Ze tento typ latek se vaZe pouze na
dlouhodob¢ oteviené NMDA receptory. Predpokladanym neuroprotektivnim mechanismem d¢inku je
tedy blokace excesivniho pronikani vapniku do buiiky prostfednictvim dlouho otevienych NMDA
receptord. K ostatnim typim NMDA receptorii nemaji uvedené sloudeniny afinitu, pfedpoklada se tedy,

Ze budou miniméln€ ovliviiovat pfenos signalu mezi neurony.

V' poslednim desetileti se biomedicinsky vyzkum soustfedil na studium role neurosteroidd v
patofyziologii fady neuropsychiatrickych chorob a zhodnoceni jejich terapeutického potencialu.
Mechanismus G¢inku neurosteroidi je spojovan s jejich aktivitou na NMDA a GABA, receptorech.
Experimentalni studie na zvifecich modelech ukazuji na jejich potencial k 1é¢bé fady nemoci centralniho
nervového systému, predevsim neurodegenerativnich chorob, roztrouené sklerdzy, afektivnich poruch,
alkoholismu, bolesti, insomnie & schizofrenie (J. Pharm. Exp. Ther. 116, 1-6 (2007); J. Pharm. Exp. Ther.
293, 747 (2000)).

Neurosteroidy hraji zasadni roli také v regulaci reaktivity na stres a s tim souvisejicimi poruchami CNS.
Hladina neurosteroidii kratkodob& po vystaveni stresu stoupa, jedna se o adaptivni mechanismus.
Naproti tomu experimentalni modely chronického stresu a deprese u laboratornich hlodaved ukazuji
dlouhodob€ snizenou koncentraci neurosteroidi jak v mozku, tak v pla?mé, zplsobenou sniZenou
biosyntézou. Podobné nalezy nachdzime i u pacientdi trpicich depresi nebo premenstruadnim
syndromem. To poukazuje na narugeni homeostatickych mechanismii v CNS u neuropsychiatrickych

chorob souvisejicich se stresem.

Mezi nejlépe prozkoumané neurosteroidy patfi pregnenolon, progesteron, dehydroepiandrosteron
(DHEA) a jejich redukované metabolity a sulfatové estery. O regulaci syntézy neurosteroid@ v CNS neni
znamo pfili§ mnoho poznatkii, aviak obecn& se soudi, Ze jejim podkladem jsou interakce vice typh
bunek. Napfiklad syntéza progesteronu Schwannovymi butikami u perifernich nervii je regulovana
difuznimi signaly z neurond.

Neurotrofické a neuroprotektivni uginky neurosteroidd byly ukazany jak v bun&énych kulturach, tak in
vivo. Progesteron hraje dileZitou roli v neurologickém zotaveni z traumatického poskozeni mozku a
michy prostfednictvim mechanismi, zahmujicich ochranu pied excitotoxickym poskozenim buné&k, pred
peroxidaci lipidd a indukci specifickych enzymi. Napiiklad po pretnuti spinalni michy potkand

progesteron zvySuje pocet astrocytil, exprimujicich NO-syntazu tésné& nad a pod mistem pretnuti.
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Neurosteroidy tedy vyznamné moduluji funkci membranovych receptorii pro neuropienasede, zejména
GABA, receptori, NMDA receptorii a sigmal — receptori. Tyto mechanismy jsou zodpovédné za
psychofarmakologické ucinky steroidi a Castedn& vysvétluji jejich antikonvulzivni, anxiolytické,
neuroprotektivni a sedativni u&inky, stejné jako jejich vliv na procesy udeni a paméti. Napiiklad u
pregnanolon-sulfatu bylo prokézéno, Ze je schopen zvratit kognitivni deficit u zvitat vy$§iho véku a Ze
ma protektivni (Cinek na pam&t v n&kolika modelech amnézie. Nové studie dokladaji pfimy vliv
neurosteroidi i na nitrobun&¢né receptory. Agkoliv napiiklad nejsou doklady o pfimé vazbé na
glukokortikoidni receptor, neurosteroidy moduluji uginek kortikoidd neprimo, prostrednictvim interakci

s proteinkinasami A, C, MAPK (mitogeny aktivovana proteinkinasa) nebo CAMK (kalmodulin-
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dependentni proteinkinasa). Navic byl prokdzan vliv pregnanolonu a pregnanolon-sulfatu na proteiny
asociované s mikrotubuly a na akceleraci polymerace mikrotubuléi, &im# dochézi k ovlivnéni neuronalni
plasticity. Tyto nové popsané uginky neurosteroidi jsou dosud velmi malo prozkoumané, lze vsak

pfedpokladat jejich roli v neuroprotektivité.

Sulfatované a tedy amfifilni steroidni slouteniny obecn& hematoencefalickou bariérou nepronikaji, ale
bylo zjiSténo, Ze pregnanolon-sulfat podany nitrozilng pfes hematoencefalickou bariéru pronika
(Neuropharmacology 61, 61-68 (2011)). V transportu sulfatovanych analogii se pravd&épodobng
uplatfiuji aktivni mechanismy spojené s transportnim proteinem organickych ionti (OATP), ktery je

exprimovan v buitkach mozkové tkang.

Inhibitory NMDA receptoru jsou i n&které steroidni derivaty a to zejména redukované derivaty
progesteronu. Jejich neuroprotektivni vlastnosti jsou popsany i v patentové literatute (US?OIZN 1453 A1,
2012; WO 2009/108804 A a WO 2009/108809).

Tyto latky u¢inkuji pouze za splnéni nékterych strukturnich predpokladii (J. Pharmacol. Exp. Ther. 293,
747-754 (2000)). Nezbytnym strukturnim poZadavkem Je hakovity tvar molekuly; tento pozadavek
spliiuji derivaty s 3alfa,5heta-konfiguraci steroidniho skeletu, a také v mendi mife 3alfa,5alfa-derivaty.
Kromé toho je aktivita podmin&na pfitomnosti ionizovatelné skupiny ve vhodné vzdalenosti, tj. 2% atomi
od steroidniho jédra. Tato skupina miZe byt kladng i zaporn& nabita. V dosud uvefejnénych ¢lancich a
patentové literatufe byl zaroveti vidy uvadén jako nezbytny strukturni prvek piitomnost acetylového
substituentu v poloze 17 steroidniho skeletu. Tedy strukturni prvek, ktery se objevuje v progesteronu,
pregnenolonu a pregnanolonech (Br. J. Pharmacol. 166, 1069~1083 (2012); Steroids 76 1409-1418,
(2011); WO 2009/108804 A. a J. Med. Chem. 8, 426-432 (1965)).

Vyjimkou je piihlaska vynélezu US;%11321.:‘160 (1964, patent nebyl udglen) tykajici se androstanovych
derivati s anestetickym a transquilizﬁl’m pisobenim. U popsanych sloudenin je viak, analogicky
s klinicky uzivanym pregnanolonovym derivatem alfaxalonem, pfitomen kyslikovy atom v poloze 11.
Vzhledem ke skutednosti, Ze vysledky testii ovétujicich jakoukéliv biologické vlastnosti t&chto sloudenin

nebyly nikde zvefejnény, povazujeme aktivitu uvedenou ve zminéné pfihla3ce vynalezu za spekulativni.
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Neuroprotektivni u¢inek steroidnich derivatii s nabitym substituentem v poloze C-3 narokuji také nase
dvé patentové prihlagky: w0201 0003391 (Anionic pregnane compounds, method for their producing and
use of them) a WO02012/110010 (Pregnanolone derivatives substituted in 3alpha-position with the
cationic group, meth(;d of their production, usage and pharmaceutical preparation involving them). Oba
dokumenty narokuji pregnanové derivaty (polarni substituent v poloze C-20) substituované v poloze C-3

anionickou ¢i kationickou skupinou obecného vzorce v

R
H (a).

Derivaty nérokované ve zde pfedkladané piihlasce vynalezu nejsou derivéty pregnanolonu, nemaji keto-
skupinu v poloze C-20. V ptipadé, 7¢ narokovana sloudenina karbonylovou skupinu ma4, tato se ze
strukturng-aktivitnich divodd nachazi v poloze C-17 a jedna se tedy o androstanové derivaty. V ptipadé
jinych polérnich modifikaci v této &asti molekuly jde o derivaty s kyslikatym subtituentem v niZ§im
oxidaénim stupni (ether) neZ je C-20 keto skupina.

Odstranéni polarniho subtituentu v poloze C-20, modifikace a substituce D-kruhu v poloze C-17 ¢&i C-16
nepolarnimi ¢i lipofilnimi substituenty, stejné jako wplné odstranéni steroidniho D-kruhu, vedly
pravdépodobne k lep3i rozpustnosti tdchto derivatl v membrané a vy afinité k NMDA receptoru, jejimz
disledkem bylo v n&kterych p¥ipadech a% n&kolikanasobné sniZeni hodnot ICsy v porovnani s referenéni
sloueninou (3alfa,5beta-pregnanolon-sulfat). Nami narokované slouCeniny dokazuji, Ze vy3§i miru
inhibice a hodnoty ICs, niZs$i nez ma referendni sloudenina nelze obecné predikovat, nebot substituce &i
modifikace na C-, ptipadn& D-kruhu v kombinaci s velikosti a sloZzenim substituentu v poloze C-3 je vzdy
zcela unikatni a neni mozné ji pfedem piedvidat a strukturu navrhnout aditivnim pfistupem. Vyse
uvedena tvrzeni jsou ilustrovana piiklady latek (Tabulka II) s hodnotou ICs, niZ8i nez ma referenéni

sloudenina.

Podstata vynélezu

Pfedmétem vynalezu jsou sloudeniny s ochrannym vlivem na nervovou soustavu, jejichz struktura
obsahuje substituovany tetradekahydrofenantren obecného vzorce I.

Pfedpoklada se jejich pouziti pfi 1é€eni traumatického poranéni mozku, ischemie, Alzheimerovy a
Parkinsonovy choroby, zanétlivych procesd nervové soustavy, vaskularni demence, ischemie plodi i
novorozenci, neuropatické bolesti, pfipadné v obdobnych procesech v humanni i veterinarni medicing.

Pfedmétem vynalezu jsou i léGebné pripravky obsahujici deklarované slougeniny.



Tetradekahydrofenantren:ovy skelet miize mit nasledujici konfiguraci:
(2R,4aS,4bS,8aR, 10aR)-tetradekahydrofenantren
(25,4a5,4bS,8aR,10aR)-tetradekahydrofenantren
(25,4aR,4bR 8aS,10aS)-tetradekahydrofenantren,

(4aS,4bS,8aR,10aR)-tetradekahydrofenantren )

Pfedmétem vyndlezu jsou tedy amfifilni sloudeniny s tetradekahydrofenantrenovym skeletem obecného

vzorce I,
RS H
””I R1
R3 R? M,
4
kde

R' je zvolen ze skupiny, zahmujici (~OSO3H), HOOC-R®-C(R")-R*-, nebo R -R'"-CR'))-R'%, kde
R°®je C, az Cq alkylen nebo C, az Cg alkenylen s ptimym nebo vétvenym fetézcem, popiipads
substituovany jednim nebo vice atomy halogenu & aminovou skupinou,
R’ je tvofen atomem kysliku, dusiku nebo siry vazaného dvojnou vazbou, nebo dvéma atomy
vodiku,
R® je jakykoliv minimaln& dvojvazny atom, s vyhodou atom dusiku, kysliku nebo uhliku,
R’ znameni kationickou skupinu zvolenou z guanidylové skupiny obecného vzorce ¢~

RS R16
+
T

R3 C
Ny \N__%

R14 R17 ( a),
’ . . . M
nebo kvarterni amoniové skupiny obecného vzorce i
R19 R

N
R2O
x (b),

kde R az R jsou vodikové atomy nebo C; a2 C, alkylové & C, az Cs

alkenylové skupiny s pfimym nebo vé&tvenym fetézcem,
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R" je C, az C; alkylen nebo C; az Cq alkenylen s ptimym nebo vétvenym fetézcem, ktery
miize byt dale substituovan jednim az 10 atomy halogenu, nebo aminoskupinou priméarni
¢i substituovanou C; az C, alkylem s pfimym nebo vétvenym fetézcem;
R'! je tvofen atomem kysliku, dusiku nebo siry vazaného dvojnou vazbou, nebo dvéma atomy
vodiku, a
R" je zvoleny z atomu kysliku, dusiku nebo uhliku a v p¥ipads, 7e R'? je uhlik & dusik, jsou
jeho dal3i valence obsazeny vodikem, pfipadné vodiky, pfi¢emz kterykoliv z vodikovych
atomi mize byt nahrazen C, az C, alkylem, nebo C, aZ C4 alkenylem,;
R?je vodikovy atom nebo methyl;
R? je a) vodikovy atom, a potom
i) R* aR%jsou kazdy nezavisle vodikovy atom, nebo
i) jeden z R* a R’ je vodikovy atom a druhy z nich je C; az Cg alkyl & C, a2 Cg
alkenyl s pfimym nebo vétvenym fetézcem, ktery miize byt dale substituovan v
pfipadé alkylu I - 13 a v pfipadé€ alkenylu 1 - 9 atomy halogenu, pfipadné
dvojné vazanym atomem kysliku nebo siry, ptiCemz v fetézci miiZe byt jedna
z methylenovych skupin nahrazena atomem kysliku nebo siry,

b) C, az C; alkyl ¢&i C, az C¢ alkenyl s pfimym nebo vétvenym fetézcem, ktery muze byt dale
substituovan v piipadé alkylu 1 - 13 a v pfipad¢ alkenylu 1 — 9 atomy halogenu, piipadné dvojné
vazanym atomem kysliku nebo siry, pfi¢emz v fetézci miZe byt jedna z methylenovych skupin
nahrazena atomem kysliku nebo siry, a potom

R* a R’ jsou nezavisle na sob& vodikovym atomem, nebo
¢) Cs ¢i Cg alicyklicky ¢i aromaticky substituent, pfiéemz uhlikové atomy mohou byt
funkcionalizovéany 1 - 8 atomy halogenu v pfipadé péti¢lenného cyklu, nebo 1 - 10
halogenovymi atomy v piipadé Sesti¢lenného cyklu; a potom
i) R*je vodikovy atom a R’ je zvolen z vodikového atomu, nebo C,
az C¢ alkylu ¢&i C, az Cg alkenylu s pfimym nebo vétvenym fetézcem, ktery
miuzZe byt déale substituovan v piipad€ alkylu 1 - 13 a v pfipad¢€ alkenylu 1 -9
atomy halogenu, pfipadné dvojné vazanym atomem kysliku nebo siry, pfiemz
v fetézci miiZe byt jedna z methylenovych skupin nahrazena atomem kysliku
nebo siry, nebo
ii) R*a R’ znamenaji alkylenovy ¢&i alkenylenovy substituent CH,y)s-, kde n =
3 -4, m=1 -2, vytvafejici s pivodnimi uhlikovymi atomy skeletu v poloze 7
a 8 nasyceny nebo nenasyceny 5 nebo 6 ¢lenny cyklus, kde vodikové atomy
pouzitého alkenylenového substituentu mohou byt substituovany nejméné
jednim atomem halogenu, nebo C, az C, alkylem, ¢i C,az C, alkenylem s
pfimym nebo vétvenym fetézcem,

popfipadé jedna methylenova skupina v alkylenovém substituentu tvoficim
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cyklus miZe byt nahrazena karbonylovou skupinou a uhlikovy atom ve
vedlejsi poloze cyklu substituovan dalsi methylenovou skupinou, anebo
nahrazena atomem kysliku nebo siry, pfi¢emz pokud se jedné o atom siry,
tento mize byt dale funkcionalizovan atomem kysliku;
nebo mohou byt vodikové atomy jedné methylenové skupiny v
alkylenovém substituentu tvoficim cyklus nahrazeny skupinou —O-CHy—,
takze vytvoii oxiranovy kruh,
d) skupina —CH,-O-CH(CH;)-, potom spole¢ng s prvnim uhlikem alkylenové skupiny tvofené
R*aR’, kde R*a R’ znamenaji alkylenovy substituent (CHp)s— , kde n = 3, m=2, vytvafi

péti¢lenny nasyceny, methylovany heterocyklus;

a enantiomery slou¢enin podle obecného vzorce I,

s vyhradou, Ze z obecného vzorce I jsou vylougeny sloudeniny, kde R'je HO,C-R®CR’-R®-, R®je
~(CHy)r-, R’ je atom kysliku, R®je atom kysliku a zaroveii R® je methyl, R* a R’ jsou spole¢né skupina
—(CH,);—, vytvafejici s pvodnimi uhlikovymi atomy tetradekahydrofenantrenového skeletu v poloze 7 a
8 nasyceny pétiClenny cyklus; majici absolutni konfiguraci 3R,5S,8S,9S,108S,13S,14S.

Halogen je vybran ze skupiny zahrnujici —F, -Cl, -Br, -I.

Alkyl je rovny nebo rozvétveny nasyceny uhlovodikovy substituent, obsahujici v jednom zt&lesnéni jeden
az Sest uhlikovych atomd, v jiném uspotadani jeden az &tyfi uhlikové atomy, zvoleny z methylu, ethylu,
n-propylu, iso-propylu, n-butylu, sec-butylu, tert-butylu, isobutylu, amylu, -amylu, isoamylu, n-pentylu,
n-hexylu a podobné; odtrzenim jednoho vodikového atomu z koncové CHj; skupiny alkylu vznikne
prislusny alkylen.

Alkenyl je nenasyceny uhlovodikovy substituent zahrnujici dieny a trieny o rovnych nebo rozvétvenych
fetézcich, obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomi, pfipadné 2 aZ 4 uhlikové atomy, s vyhodou zvoleny z

vinyluy, allylu, 1-butenylu, 2-butenylu, 1-pentenylu, 2-pentenylu, 3-pentenylu, 1-hexenylu, 2-hexenylu, 3-

~hexenylu a podobné¢; odtrZzenim jednoho vodikového atomu z koncové skupiny CH nebo CH, vznikne

odpovidajici alkenylen.

Cykloalkyl nebo alicyklickd skupina je zvolena z nasycenych cyklickych uhlovodikovych radikala
obsahujicich 3 aZz 6 uhlikovych atomili, s vyhodou z cyklopropylu, cyklobutylu, cyklopentylu,
cyklohexylu.

Cykloalkenylova skupina je s vyhodou zvolena z cyklopropenylu, 1-cyklobutenylu, 2-cyklobutenylu, 1-

-cyklopentenylu, 2-cyklopentenylu.  3-cyklopentenylu, 1-cyklohexenylu, 2-cyklohexenylu, 3-
-cyklohexenylu.

Aromaticka skupina o $esti uhlikovych atomech, at’ sama o sobé&, nebo v kombinaci s jinymi radikaly, je s

vyhodou zvolena z fenylu.
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Heterocyklus nebo heterocyklicka skupina je zvolena z C; az C4 nearomatickych cyklickych uhlovodiki,
obsahujicich jeden ¢i vice heteroatomd, zvolenych z O, N a S. Nearomatické uhlovodiky, obsahujici vyse

zminéné heteroatomy, mohou byt nasycené &i Saste¢ng nasycené monocyklické radikaly.

Ve vyhodném provedeni jsou pfedmétem vynalezu nasledujici slou¢eniny obecného vzorce I:
pyridinium (2R,4aS,4bS,8aR, 10aR)-4a-methyltetradekahydrofenantren-2-yl-sulfat (8),
pyridinium (2R,4aS,4bS,7S,885,8aS, 1 0aR)-7-(methoxymethyl)-4a,7,8-trimethyltetradeka-hydrofenantren-
-2-yl-sulfat (18),
4-(((2R,4aS,4bS,7S,8mS‘,10aR)-7—(methoxymethyl)—4a,7,8-trimethyltetradeka-hydrofenantren-2-yl)oxy)-4-
.oxobutanova kyselina (19),
pyridinium (2R,4aS$,75,88S,1 OaR)-7-(methoxykarbonyl)—4a,7,8-trimethy1tetradekahydro-fenantren-2-yl-
-sulfat (22),
4-(((2R,4aS,4bS,7R,8aS,1 0aR)-4a,7-dimethyltetradekahydrofenantren-2-yl)oxy)-4-oxobutanova kyselina
(34),
pyridinium (2R,4aS,4bS,7R,8aS$,1 0aR)-4a,7-dimethyltetradekahydrofenantren-2-yl-sulfat (35),
methyl (25,4aS,4bS,7R,8aR, 1 0&5)—2,4b-dimethy1-7—(su]fooxy)tetradekahydrofenantren—Z-karboxylét (40),
pyridinium (3R,5R,85,9S,10S,13S,145)-10,1 3-dimethylhexadecahydro-1H-cyklopenta-[a] fenantren-3-yl-
-sulfat (49),
2-(((3R,5R,85,98,108,13S,145)-10,13-dimethylhexadekahydro- 1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-2-
-oxoethanova kyselina (50),
2<(((3R,5R,85,95,108,135,145)-10,13-dimethylhexadekahydro- 1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-2-
--o0xopropanova kyselina (51),
2-(((3R,5R,108,13S,145)-10,13-dimethylhexadekahydro- 1H-cyklopenta[a] fenantren-3-yl)amino)-2-
-oxooctova kyselina (59),
((3R,5R.85,95,108,13S,145)-10,13-dimethylhexadecahydro-1 H-cyklopenta[a]fenanthren-3-yl)amino)-3-
- oxopropanova kyselina (61),
4-(((3R,5R,85,95,108,138,145)-10,13-dimethylhexadekahydro- IH-cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-
- N, N, N-trimethyl-4-oxobutan- 1-amonium chlorid (62),
4-(((3R,5R,8R95,108,13R,145)-10,13-dimethyl-2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,1 3,14,15-tetradekahydro-1H-
- cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-4-oxobutanova kyselina (64),
3-(((3R,5R,8R9S,108,13R,145)-10,13-dimethyl-2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,1 S-tetradekahydro-1H-
- cyklopenta[alfenantren-3-yl)oxy)-3-oxopropanova kyselina (65),
3-(((3R,5R,8R,108,13S,1485)-10,13-dimethyl-17-methylenehexadekahydro- IH-cyklopenta[a]fenantren-3-
-yl)oxy)-3-oxopropanova kyselina (67),
4-(((3R,5R.8R9S,108,138,14S)-10,13-dimethyl-17-methylenhexadekahydro- 1H-cyklopenta[a]fenantren-
-3-yl)oxy)-4-oxobutanova kyselina (68),
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4-((BR,5R.8R.95,105,138,14S)-10,13-dimethyl-17-methylenhexadekahydro- | H-cyklopenta[a]fenantren-
- 3-yhoxy)-4-oxopentanova kyselina (69),
2-((3R,5R,8R,95,108,13S,145)-10,13-dimethyl-17-oxohexadekahydro- 1 H-cyklopenta[a]fenantren-3-
. yhoctova kyselina (74), .
2-(((3R.5R.8R,95,108,135,14S)-10,13-dimethyl-1 7-methylenhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-
-3-yl)oxy)-N,N,N-trimethyl-2-oxoethan-1-ammonium chlorid (76),
3-(((3R,5R,8R.98,105,138,148,2)-1 7-ethyliden-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
- cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-3-oxopropanova kyselina (83),
5-(((3R,5R,8R 95,108,138,14S,2)-17-ethyliden-10,1 3-dimethylhexadekahydro-1H-
- cyclopentafa]fenantren-3-yl)oxy)-5-oxopentanova kyselina (85),
3-(((3R,5R,8R,9S,IOS,I3S,14S,17R)-10,13-dimethyl-17—(prop-1-en-2-yl)hexadekahydro-lH-
- cyclopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-3-oxopropanova kyselina (88),
pyridinium (3R,5R,8R,9S,10S,135,14S,1 75)-17-jodo-10,1 3-dimethylhexadekahydro-1H-
- cyklopenta[a]fenanthren-3-yl-sulfat (93),
pyridinium (3R,5R,8R,9S,105,13S5,14S)-17,17-difluoro-10,1 3-dimethylhexadekahydro-1H-
- cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat (95),
pyridinium (3R,5R, 8R,9S,10S,13S,145,175)-10,1 3-dimethylhexadekahydrospiro[cyklopenta-
[a]fenantren-17,2'-oxiran]-3-yl-sulfat (97), ,,
pyridinium (2R,4aS,4bS,6aS,10bS,6aS,1 2aR)-4a,6a—dimethyloégtadeé%hydrochrysen-Z-yl-sulfét (101),
(4S8)-4-amino-5-(((2R,4aS,4bS,6aS,10bS, 12aR)-4a,6a-dimethyloktadekahydrochrysen-2-yl)oxy)-5-
-- oxopentanova Kyselina (106),
pyridinium (3R,5R,8S,9S,10S,13R,1 45)-10,13-dimethyl-16-methylenhexadekahydro-1H-
-cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat (114),
pyridinium (3R,5R,8R,9S,10S,138,14S)-10,13-dimethyl-1 7-methylenehexadekahydro-1H-
_cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat (116),
pyridinium (3R,5R,85,9S,10S,13R,14S,175)-10,13,1 7-trimethylhexadecahydro-1H-
~cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat (117),
pyridinium (3R,5R,SS,9S, 105,13S,14R,17R)-10,17-dimethylhexadekahydro-1 H-cyklopenta[a]fenantren-3-
-yl-sulfat (118),
pyridinium (3R,5R,85,95,10S,13R,14R,175)-10,1 7-dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-
.yl-sulfat (119),
pyridinium (3R,5R,85,95,108,13R,148,175)-17-ethyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
-cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat (120),
pyridinium (3R,5R,8R 95,10S,135,14S,17R)-10,13-dimethyl-1 7-(prop-1-en-2-yl)hexadekahydro-1H-
~-cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat (121),
pyridinium (3R,5R,8R,9S,108,13R,148,17R)-17-isopropyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat (122),

i
L
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pyridinium (3R,5R,8R,9S,10S,13R,148,17R)-17-((R)-sec-butyl)-10,1 3-dimethylhexadekahydro-1H-
. cyklopenta[a]fenantren-3-yli-sulfat (123),
pyridinium (35,3aS,5bR,7aR,9R,11aS,11bS,13aR)-3,1 1a-dimethylhexadekahydro-1H,3H-
- naftho[2',1":4,5]indeno[ 1,7a-c]furan-9-yl-sulfat (124),
pyridinium (3R,5R,8R,9R,10S,13S,145)-13-methylhexadecahydro-1 H-cyclopenta[a]phenanthren-3-yl-
- sulfat (126),
pyridinium (3R,5S,8R,9R,108,13S,145)-10,13-dimethylhexadecahydro-1H- cyclopenta[a]phenanthren-3-
yl-sulfat (127),
pyridinium (2S,4aR,4bR,8aS,1 0aS)-4a-methyltetradecahydrophenanthren-2-yl-sulfat (128),
(4S)-4-amino-5-(((3R,5R,85,9S,10S,135,145)-10,1 3-dimethylhexadekahydro- 1H-cyklopenta[a]fenantren-
-3-yl)oxy)-5-oxopentanova kyselina (130).

Dalsim pfedmétem vynalezu jsou amfifilni sloudeniny s tetradekahydrofenantrenovym skeletem

obecného vzorce I a jemu odpovidajici vy$e uvedené konkrétni slougeniny, pro pouZiti jako 1é&iva.

Vyznakem vynélezu je pouziti amfifilnich sloudenin s tetradekahydrofenantrenovym skeletem obecného
vzorce I a jemu odpovidajicich vyse uvedenych konkrétnich sloudeniny pro 1édeni neuropsychiatrickych
poruch souvisejicich s nerovnovahami glutamatergniho neuropfenasecového systému, jako jsou
ischemické poskozeni centralni nervové soustavy, neurodegenerativni zmény a poruchy centralni
nervove soustavy, afektivni poruchy, deprese, post-traumaticka stresova porucha a nemoci souvisejici se
stresem, anxieta, schizofrenie a psychotické poruchy, bolest, zavislosti, roztrousena skler6za, epilepsie,

gliomy.

Pfedmétem vynalezu je rovn&Z pouziti amfifilnich sloudenin s tetradekahydrofenantrenovym ‘skeletem
obecného vzorce I pro vyrobu veterinarniho nebo humaniho farmaceutického pfipravku pro lé&eni
neuropsychiatrickych poruch souvisejicich s dysbalancemi glutamatergniho  neuroprenasedového
systému, jako jsou ischemické pokozeni centralni nervové soustavy, neurodegenerativni zmény a
poruchy centrélni nervové soustavy, afektivni poruchy, deprese, post-traumaticka stresova porucha a
nemoci souvisejici se stresem, anxieta, schizofrenie a psychotické poruchy, bolest, zavislosti,

roztrouSena sklerdza, epilepsie, gliomy.

Dile je pfedmétem vynalezu i pouziti amfifilnich sloudenin s tetradekahydrofenantrenovym skeletem
majicich obecny vzorec I pro vyrobu standardd neuroprotektiv, antidepresiv, anxiolytik, stabilizator
ndlad, hypnotiv, sedativ, analgetik, anestetik, antipsychotik, prokognitiv a neuroleptik, pfipadné
analytickych standardii pouzivanych v experimentalnim vyzkumu a analytické chemii & jako slou¢enin

obsazenych v potravinovych doplitcich & kosmetickych pripravcich uréenych pro zlepSovani reakci
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jednotlivych Casti organismu na zvySeny stres zejména oxidativni, nutriéni a zpisobeny volnymi

radikaly, pfipadné na starnuti.

Pfedmétem vynalezu je také farmaceuticky prostfedek pro humanni i veterindmi pouZiti, obsahujici jako
aktivni slozku amfifilni slouceninu s tetradekahydrofenantrenovym skeletem obecného vzorce I nebo

jednu z vySe uvedenych konkrétnich amfifilnich slougenin odpovidajicich obecnému vzorci 1.

Predlozeny vynalez kone¢n€¢ zahrnuje i vySe uvedeny farmaceuticky prostiedek pro léeni
neuropsychiatrickych poruch souvisejicich s nerovnovahami glutamatergniho neuropienasecového
systému, jako jsou ischemické poskozeni centralni nervové soustavy, neurodegenerativni zmény
a poruchy centrélni nervové soustavy, afektivni poruchy, deprese, post-traumaticka stresova porucha
a nemoci souvisejici se stresem, anxieta, schizofrenie a psychotické poruchy, bolest, zavislosti,

roztrouSena sklerdza, epilepsie, gliomy.

Pfedkladany vynalez bude déle ozfejmen uvedenymi ptiklady provedeni, které viak nemaji byt chapany

jako omezujici jeho rozsah.

Piiklady provedeni vynalezu

Seznam zkratek:

CHCl; chloroform

DMSO dimethylsulfoxid

MS hmotnostni spektrometrie

HRMS hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlidenim
Boc tert-butoxykarbonyl

EI ionizace elektronovym narazem

ESI ionizace elektrosprejem

ekv. ekvivalent

IC infratervena spektroskopie

MS hmotnostni spektroskopie

NMR nukledrni magneticka rezonance

+-Bu terciarni butyl

Ac acetyl

HEK lidské embryonélni ledvinové butiky

GFP zeleny fluorescentni protein

ICsq koncentrace, pfi které dochazi k 50% inhibici
Opti-MEM® | minimélni esencialni médium, vyrobek firmy Invitrogen

DHEA 5-dehydroepiandrosteron
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EGTA kyselina ethylenglykoltetraoctova

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

HEPES kyselina (4-(2-hydroxyethyl)- 1 -piperazinethanesulfonova
Syntetické postupy

Pro zméfeni bodii tani byl pouzit ptistroj Hund-Wetzlar H 600 (Helmut Hund, Némecko). Vzorky pro
analyzu byly suSeny nad oxidem fosforesnym pti 50 °C a tlaku 100 Pa. Opticka rotace byla méfena
v chloroformu polarimetrem Autopol IV (Rudolf Research Analytical, Flanders, USA), [a]p hodnoty jsou
uvedeny v 10".deg.cm’.g" a byly kompenzovény na standardni teplotu 20 °C. Infraterven4 spektra byla
méfena v roztocich vzorkil v chloroformu nebo v tabletach bromidu draselného pomoci spektrometru
Bruker IFS 55, vinocty jsou udany v cm™. '"H NMR spektra byla méfena v FT modu pfi 24 °C a 400
MHz na spektrometru Bruker AVANCE-400 v deuterochloroformu nebo deuteromethanolu,
s tetramethylsilanem (TMS) jako vnitinim standardem. Chemické posuny jsou udany v ppm (6-stupnice),
interakéni konstanty (J) jsou udany v Hz. Multiplicity signali jsou oznaeny nasledovné: s — singlet, d —
- dublet, t — triplet, q — kvadruplet, m — multiplet, pismeno b oznaluje Siroky signal (broad). Viechna
spektra byla interpretovana jako spektra prvniho fadu. Hmotnostni spektra byla méfena na spektrometrech
ZAB-EQ (pfi 70 €V) nebo LCQ Classic (Thermo Finnigan). P zpracovani reakénich smési byl pouZivan
vodny roztok Kyseliny chlorovodikové (5%), ptipadng nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu
sodného. Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na deskach pokrytych vrstvi¢kou silikagelu
(ICN Biochemicals). Preparativni sloupcova chromatografie byla provadéna na silikagelu Fluka (60 pum).
K detekci slou¢enin na TLC deskach bylo pouZito é/ponof'eni do 50% vodného roztoku kyseliny sirové
(98%) v metanolu s naslednym zahfatim na 3004400 °C. Rozpoustédla byla z roztok odpafovana na
vakuové odparce (0,25 kPa) pfi teplot& lazn& 4(}?0 Mobilni faze pro sloupcovou chromatografii je
uvedena vzdy u experimentu.

Pro nazvy sloucenin bylo pouZito prednostné doporugené IUPAC nézvoslovi (PIN) a v pfipadech kdy to
bylo vhodné i ndzvoslovi odvozené od ptislusnych steroidnich derivati.

Pro pfipravu testovanych aktivnich slouSenin bylo vyuZito syntéz de-novo i modifikace vhodnych

komer¢né dostupnych prekurzort.

Obecné postupy

Obecny postup I — pFiprava C-3 sulfitu

Ke smési alkoholu a komplexu oxid sirovy-pyridin (2 ekv.) susené za snizeného tlaku (30 min, 25 °C, 100
Pa) byl pfidan Cerstve€ suleny chloroform (10 ml na 100 mg) a suSeny pyridin (3 kapky) a reak&ni smés
byla michéna pod inertni atmosférou za teploty mistnosti 4 h. Potom byla reak&ni smés chlazena na -5 °C
po dobu 18 h, chladna filtrovana pfes vatu. Filtrat byl odpafen za sniZeného tlaku a odparek susen (1 hod,

25 °C, 100 Pa). Odparek byl znovu rozmichan v Cerstvé suieném dichlormethanu (minimalni mnoZstvi) a
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chlazen na -5 °C po dobu 2 h. Pevné podily byly odfiltrovany, filtrat odpaten za snizeného tlaku a susen
(1 h, 25 °C, 100 Pa).

Obecny postup II — pFiprava C-3 hemisukcindtu

Ke smési alkoholu a anhydridu kyseliny jantarové (7 ekv.) sugené pres noc pti 50 °C byly piidany suchy
pyridin (5 ml na 100 mg) a 4-(N,N-dimethylamino)pyridin (0,5 ekv.). Reakéni smés byla zahiivana na
120 °C a pribeh reakce byl sledovan na TLC. Potom byla smé&s nalita do vody a produkt extrahovan
chloroformem. Spojené organické extrakty byly promyty nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného
a suSeny bezvodym siranem sodnym.

Obecny postup I1I - p¥iprava C-3 hemimalonatu

Alkohol v suSeném toluenu (5 ml na 100 mg) s pyridinem (0,75 ml na 100 mg) byl pfidan do suché
reak¢ni batiky s 2,2-dimethyl-4,6-dioxo-1,3-dioxolanem (Meldrumova kyselina, 1,1 ekv.). Reakni smés
byla za michani zahtivana na 80 °C a priib¢h reakce byl sledovan na TLC. Poté byla ochlazena na teplotu
mistnosti, zfed€na vodou a okyselena zfed&nou kyselinou chlorovodikovou (5%). Steroid byl extrahovan
ethyl-acetatem, spojené organické faze byly promyty zfedénou kyselinou chlorovodikovou (5%), vodou a
suseny bezvodym siranem sodnym. Rozpoust&dla byla odpatena za snizeného tlaku.

Obecny postup IV — pfiprava C-3 hemiglutaritu

Hydroxyderivat a anhydrid kyseliny glutarové (258 mg, 2,26 mmol) byly suSeny pfi 50 °C pfes noc.
Potom byl pfidan suSeny pyridin (3 ml na 100 mg) a 4-(N,N-dimethylamino)pyridin (0,3 ekv.) a smés
byla zahfivana na 120 °C a priib¢h reakce byl sledovan na TLC. Poté byla vychlazena na teplotu
mistnosti, ¢inidla rozloZena nalitim do vody a produkt extrahovéan chloroformem. Spojené organické
extrakty byly promyty nasycenym roztokem chloridu sodného a sufeny bezvodym siranem sodnym.
Rozpoustédla byla odpatena za snizeného tlaku.

Obecny postup V — katalytickd hydrogenace

K roztoku pfislu$né slou¢eniny v etanolu (5 ml na 100 mg) a ethyl-acetatu (2,5 ml na 100 mg) byl ptidan
katalyzator (Pd/CaCO;, 5%) a smé&s byla intenzivng michana pod mimym pretlakem vodiku za teploty
mistnosti a pribéh reakce byl sledovan na TLC. Poté byl katalyzator odstran&n filtraci a rozpoustédla
odpafena za sniZeného tlaku.

Obecny postup VI — Wilkinsonova dekarbonylace

Smés piislusné latky a tris(trifenylfosfin)rhodium(l) chloridu (1,1 ekv.) v benzonitrilu (24 ml na 1,3 g)
byla zahtivana pod inertni atmosférou na 160 °C po dobu 20 h. Poté byla reakéni smés ochlazena na
teplotu mistnosti a filtraci odstranény Zluté pevné podily. Filtrat byl odpafen za sniZeného tlaku.

Obecny postup VI - Wittigova reakce za pouZiti n-butyl lithia

n-Butyl lithium (2,5M v hexanu, 1,1 ekv.) bylo pfidéno za studena po kapkich k roztoku
methyltrifenylfosfonium iodidu (1 ekv.) v suSeném tetrahydrofuranu (30 ml na 4 g) pod inertni
atmosférou dusiku a smé&s byla michana a zahiivana na 80 °C po dobu 2 h. Poté byl pfidan roztok
slouCeniny (0,5 ekv.) v suSeném tetrahydrofuranu (minimalni mnoZstvi). Reakéni smés byla michana pfi

80 °C a priibéh reakce byl sledovan na TLC. Reakce byla ukondena ptidanim nasyceného roztoku
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chloridu amonného. Produkt byl extrahovan do chloroformu, spojené organicke extrakty byly promyty
nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného a sugeny bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédia byla

odparena za sniZeného tlaku.

Priklad 1: (S)-6-(Ethylendioxy)-Sa-methyl-3,4,6,7,8,8a-hexahydronaftalen-l(ZH)-on )
Diketon 1 (7,36 g, 41.3 mmol), triethyl-orthoformiat (7,58 ml, 45,6 mmol) a ethylen glykol (12,7 ml, 228
mmol) byly rozpustény v dichlormethanu (50 ml) and vychlazeny na -10 °C. Pak byl pfidan trifluorg-
methansulfonat (150 pl, 830 pmol) a smés byla michéna pfi -10 °C 1 h. Poté byl pfidén triethylamin (200
ul, 1,43 mmol) a cela smés nalita do nasyceného vodného roztoku hydrogenuhligitanu sodného. Produkt
byl extrahovan do dichlormethanu (3 !x 50 ml). Spojené organické extrakty byly suseny bezvodym
siranem hofe¢natym a rozpoustédla odparena za snizeného tlaku. Odparek chromatografii na sloupc1
silikagelu (150 g, 20 % ethyl-acetatu v petroletheru) poskytl 7,88 g (86 %) monoketalu 2: t.t. 480;51 °C.
[a]o” +97,7 (¢ 0,27, CHCL;). "H NMR (400 MHz, CDCL,): § 1,32 (s, 3H, H-19), 1,65 (qt, J, = 13,3, J, =
4,6, 1H, H-7b), 1,69-1,77 (m, 1H, H-1b), 1,77-1,89 (m, 2H, H-2), 1,99-2,07 (m, 1H, H-7a), 2,16-2,08 (m,
1H, H-1b), 2,27 (dddd, J, = 14,1, /L =4,5, /s = 2,7, J, = 2,1, 1H, H-6b), 2,37 (dddd, J; = 15,2, /, =4,7, J;
=2,9,Js = 1,8 Hz, 1H, CH-8b), 2,56 (dddd, J; = 14,0, J, = 13,5, /5= 5,0, J, = 1,9, 1H, H-6a), 2,64 (ddd,
Ji=15,2, ,=13,4,J; = 6,3 1H, H-8a), 5,41 (t, J = 1,3, 1H, H-4), 3,87-4,02 (m, 4H, OCH,CH,0). *C
NMR (101 MHz, CDCly): 8 212,52 (C, C-9), 146,58 (C, C-5), 123,44 (CH, C-4), 105,41 (C, C-3), 64,58
(CH,, OCH,CH,0), 64,28 (CH,, OCH,CH;0), 50,23 (C, C-10), 37,82 (CH,, C-8), 30,82 (CH,, C-6),
29,77 (CH,, C-2), 28,60 (CHa, C-1), 24,27 (CH,, C-7), 23,81 (CHs, C-19). IC spektrum (CHCly): 2953,
1461, 1447, 1442 (CHy); 2975 2885 (CH;); 1711 (C=0); 1661 (C=C). MS (ESI) m/z: 223 (40 %, (M +
H), 245 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C;3H,sNaO; (M+Na) vypocteno 245.1148; nalezeno:
245.1148. Pro Ci3H,;505(222,3) vypoéteno: 70,24 % C, 8,16 % H; nalezeno: 69.86 % C, 8,19% H

Ptiklad 2: (S)-7-(Ethylenedioxy)-4b-methyl-1,2,4b,5,6,7,9,10-0ktahydrofenantren-3(4H)-on (Ba)a
(4bS,1()aS)-7-(ethylenedioxy)—4b-methyl—1,2,4b,5,6,7,10,10a-oktahydrofenantren—3(9H)-on (3b)
Hydrid sodny (9,39 g, 235 mmol, 60% suspenze v oleji, promyty tetrahydrofuranem, 3} x 25 ml)
rozmichany v tetrahydrofuranu (10 ml) byl pfidan k vychlazenému (0 °C) roztoku ketonu 2 (20,87 g,
93,89 mmol) v suchém ethyl formiatu (250 ml). Pak byl béhem 15 min pfikapan metanol (3,80 ml, 93,9
mmol) pfi teploté 0 °C. Reakeni smés béhem nékolika minut zhoustla a po 30 min byla ohfata na teplotu
mistnosti. Po dalSich 30 min byla reakce ukon&ena ptidanim nasyceného roztoku chloridu amonného (400
ml) a produkt byl extrahovan ethyl-acetitem (3 lx 100 ml). Spojené organické extrakty byly suSeny
bezvodym siranem sodnym, rozpoustédla odpaféna za snizeného tlaku a bylo ziskino kvantitativni
mnoZstvi krystalického formyl derivatu: "H NMR (400 MHz, CDCL): 8 1,37 (3H, s, CH;-19), 1,82-2,13
(4H, m, CHy-1, CH2), 2,22-2,43 (2H, m, CHy-6), 2,30-2,57 (2H, m, CH,-7), 3,84-4,05 (4H, m,
OCH:CH,0), 5,39 (1H, t, J = 1,1, CH-4), 8,54 (1H, s, CHOH), 14,67 (1H, bs, OH). ’C NMR (101 MHz,
CDCly): § 190,20 (C, C-9), 185,76 (CH, CHOH), 144,96 (C, C-5), 122,52 (CH, C-4), 106,76 (C, C-8),
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105,32 (C, C-3), 64,72 (CH,, OCH,CH,0), 64,26 (CH,, OCH,CH,0), 41,98 (C, C-10), 30,34 (CHa, C-1),
29,89 (CHy, C-2), 29,14 (CH,, C-6), 24,28 (CH,, C-7), 23,75 (CH3, C-19).
K pfipravenému formyl derivitu byl pfidan butenon (8,77 ml, 105 mmol) a triethylamin (245 ul, 1,75
mmol) a reakeni smés byla michana pfes noc. Nadbytek butenonu byl odparen za sniZeného tlaku a
surova smés byla rozpu$téna v metanolu (320 ml), roztok byl pfidan k vodnému roztoku hydroxidu
draselného (15,26 g, 272 mmol) a smés byla zahtivina k varu pod zpétnym chladicem a inertni
atmosférou 30 min. Roztok byl ochlazen na teplotu mistnosti, reakce ukondena pfidanim nasyceného
roztoku chloridu amonného (400 ml) a produkt byl extrahovan ethyl-acetitem (3_}:x 330 ml). Spojené
organické extrakty byly promyty nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného (400 ml) a suSeny
bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédla byla odpafena za smzeneho tlaku a odparek chromatografovan
na sloupci silikagelu (350 g, 0,5 % triethylaminu a 20 % 1 50 % ethyl-acetatu v petroletheru). Bylo
ziskano 5,49 g (22 %) derivatu 3b a 14,53 g (58 %) derivatu 3a.
3a: t.t. 105-108 °C. [a]p™ +149,8 (c 0,26, CHCl;). 'H NMR (400 MHz, CDCL): § 1,31 3H, s, CH;-19),
1,67 (1H, dtd, J, = 14,1, J» = 12,8, J5 = 4,6, CH-7b), 1,61 (1H, ddd, J, = 13,8, J» = 10,2, J, = 4,6, CH-
14b), 1,91-1,82 (1H, m, CH-1b), 1,85-1,94 (2H, m, CH,-2), 1,93-2,00 (1H, m, CH-7a), 2,00-2,10 (1H, m,
CH-1a), 2,05-2,14 (1H, m, CH-14a), 2,21 (1H, ddd, J, = 14,0, J, = 3,9, J; = 2,8, CH-6b), 2,30 (1H, ddd,
Ji=16,5,/,=14,1,J; = 5,0, CH-13b), 2,39-2,45 (1H, m, CH-13a), 2,47 (1H, tdd, J, = 14.0, J, = 44, ;=
1.9, CH-6a), 2,68 (IH, ddtd, J; = 12,3, J» = 10,1, J; = 5,0, J, = 2,2, CH-8), 3,86-4,06 (4H, m,
OCH,CH;0), 5,36 (1H, d, J = 1,3, CH-4), 5,97 (1H, d, J = 2,1, CH-11). ®C NMR (101 MHz, CDClL): 8
200,34 (C, C-12), 172,37 (C, C-9), 147,21 (C, C-5), 122,65 (CH, C-11), 122,26 (CH, C-4), 105,40 (C, C-
~3), 64,67 (CH, OCH,CH,0), 64,33 (CH, OCH,CH,0), 41,39 (C, C-10), 36,42 (CH,, C-13), 35,22 (CH,
C-8), 34,11 (CH,, C-7), 32,06 (CH,, C-1), 31,43 (CH,, C-6), 30,02 (CH,, C-2), 29,51 (CH,, C-14), 27,20
(CH,, C-19). IC spektrum (CHCls): 2978 (CH); 2941 (CHy); 2887 (CH;); 2865 (CH,); 1664 (C=0); 1604
(C=C); 1454, 1451 (CHa); 1379 (CH;); 1361, 1168, 1132 (CH,); 1091, 1078, 946, 883 (kruh). MS (ESI)
m/z: 275 (57 %, M + H), 297 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C,7H»;0; (M+H) vypoéteno:
275,1642; nalezeno: 275,1644. Pro C;;H»0;(274,2) vypocteno: 74,42 % C, 8,08 % H; nalezeno: 74,29
% C, 7,98 % H.
Olejovity produkt 3b: [a]p™ +217,7 (¢ 0.22, CHCL;). 'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 1,18 (3H, s, CH;-
-19), 1,60-1,78 (2H, m, CHz-7), 1,74-1,98 (2H, m, CH»-6), 2,12-2,23 (1H, m, CH-2b), 2,29-2,36 (2H, m,
CH,-14), 2,34-2,44 (1H, m, CH-2a), 2,33-2,46 (2H, m, CH,-13), 2,76 (1H, bd, J, = 20,1, J, = 1,1, CH-
-11b), 2,89 (1H, bd, J; = 20,1, ., = 1,6, CH-11a), 3,81-4,08 (4H, m, OCH,CH,0), 5,33 (1H, t, J = 1,6, CH-
-4). °C NMR (101 MHz, CDCL): § 211,2 (C, C-12), 148,44 (C, C-5), 132,39 (C, C-9), 128,58 (C, C-8),
120,22 (CH, C-4), 105,62 (C, C-3), 64,67 (CH, OCH,CH,0), 64,17 (CH, OCH,CH,0), 38,50 (CHy, C-
-11), 38,04 (CH,, C-13), 37,63 (C, C-10), 32,44 (CH,, C-7), 32,26 (CH,, C-1), 30,17 (CH,, C-6/C-14),
30,09 (CH,, C-6/C-14), 29,09 (CH,, C-2), 23,02 (CHs, C-19). IC spektrum (CHCLy): 2954, 2927 (CHy);
2855 (CHz); 1713 (C=0); 1674 (C=C); 1450, 1443 (CH,); 1380 (CHs); 1363, 1137 (CH,); 1086, 946, 961
(kruh). MS (ESI) m/z: 275 (100 %, M + H), 297 (42 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C,7Hy;05 (M+H)
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vypocteno: 275,1642; nalezeno: 275,164, Pro C,;H,,04(274,4) vypoCteno: 74,42 % C, 8,08 % H;
nalezeno: C, 74,80 % C, 8,82 % H.

Priklad 3: (4bS,10aS)-7-(Ethylendioxy)-4b-methyl-1,2,4,4a,4b,5,6,7,10,10a-dekahydrofenantren-
-3(9H)-on (4)

K susenému (lithiovy drét a katalytické mnozstvi chloridu Zelezitého) erstvé destilovanému kapalnému
amoniaku v tithrdlé batice, vychlazené na -78 °C, pod chladitem s pevnym oxidem uhligitym byl pod
ochrannou atmosférou dusiku pfidan roztok enonu 3a (9,074 g, 33,07 mmol) v tetrahydrofuranu (90 ml),
nasledovany ethanolem (4,96 ml, 84,9 mmol). Potom bylo za intenzivniho michéni, po &astech ptidano
kovové lithium (2,66 g, 383 mmol) nakrajené na malé kousky. Kdyz pretrvavajici modré zbarveni
ukazalo dokon&eni redukce, byl prebytek amoniaku opatrng odpafen. Zbytek byl nalit do nasyceného
vodného roztoku hydrogenuhligitanu sodného (300 ml) a produkt extrahovéan do ethyl-acetatu (3';;( 100
ml). Spojen¢ organické extrakty byly promyty nasycenym vodnym roztokem chioridu sodného, suseny
bezvodym siranem hofednatym a odpafeny za sniZeného tlaku. Odparek byl chromatografovéan na sloupci
silikagelu (150 g, 0,5 % triethylaminu, 30 % ethyl-acetatu v petroletheru). Bylo ziskano 7,63 2 (83 %)
produktu 4 ve formé bezbarvého oleje: [a]p™ +144,7 (¢ 0,41, CHCs). 'H NMR (400 MHz, CDCL): § 1,07
(3H, s, CH;-19), 1,10-1,17 (1H, m, CH-7b), 1,25-1,34 (1H, m, CH-14b), 1,30-1,47 (1H, m, CH-9), 1,51-
- 1,61 (1H, m, CH-1b), 1,64-1,69 (1H, m, CH-1a), 1,72-1,82 (2H, m, CH,-2), 1,75-1,85 (1H, m, CH-8),
1,81-1,89 (1H, m, CH-7a), 1,97-2,04 (1H, m, CH-14a), 2,07-2,14 (1H, m, CH-6b), 2,09-2,17 (1H, m, CH-
-11b), 2,24-2,32 (1H, m, CH-62), 2,28-2,38 (2H, m, CH,-13), 2,33-2,44 (1H, m, CH-11a), 3,82-4,07 (4H,
m, OCH,CH;0), 5,31 (1H, t, J = 1,2, CH-4). °C NMR (101 MHz, CDCL;): & 211,82 (C, C-21), 149,20
(C, C-5), 121,12 (CH, C-4), 105,77 (C, C-3), 64,61 (CH, OCH,CH,0), 64,25 (CH, OCH,CH,0), 53,03
(CH, C-9), 41,09 (CH,, C-11), 40,88 (CH,, C-13), 37,65 (C, C-10), 35,88 (CH, C-8), 34,09 (CH,, C-1),
33,59 (CH,, C-7), 33,34 (CH,, C-14), 31,57 (CH,, C-6), 29,66 (CH,, C-2), 17,55 (CHs, C-19). IC
spektrum (CHCls): 2969 (CHs); 2938 (CH,); 2888, 2864 (CH;); 1711 (C=0); 1664 (C=C); 1440 (CH,);
1381, 1366 (CHs); 1089, 1233,1182, 1169, 1113 (COCOC); 1009, 964, 947 (kruh). MS (ESI) m/z: 277
(23 %, M + H), 299 (100 %, M + Na), 575 (21 %, 2M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C,7H250; (M+H)
vypolteno: 277,17982; nalezeno: 277,17993. Pro C;7H,4NaO; (M+Na) vypotteno: 299,16177; nalezeno:
299,16181. Pro Ci7H2405 (276,4) vypoéteno: 73,88 % C, 8,75 % H; nalezeno: 74,01 % C, 8,69, % H.

Piiklad 4: (4aS,4bR,10aR)-7,7-Dimethoxy-4b-methyl-l,2,3,4,4a,4b,5,6,7,9,10,10a-dodekahydro-
fenantren (5) ,
K michanému roztoku ketonu 4 (1,00 g, 3,62 mmol) v metanolu (25 ml) byl za teploty mistnosti pfidan
tosylhydrazid (1,01 g, 5,42 mmol). Po 30 min, kdy podle tenkovrstvé chromatografie byla hotova
konverze na hydrazon byl piidan b&hem I;h za michani a chlazeni na 25 °C, tetrahydridoboritan sodny
(2,74 g, 72,4 mmol). Reakéni smés byla mlrchéma pfes noc a poté byla nalita do vody (100 ml) a produkt

extrahovan n-pentanem (35}x 20 ml). Spojené organické extrakty byly promyty nasycenym vodnym
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roztokem chloridu sodného, sudeny bezvodym siranem hote¢natym a rozpoustédla odpafena za snizeného
tlaku. Chromatografie na sloupci silikagelu (30 g, 3 % ethyl-acetatu v n-pentanu) poskytla 708 mg (75 %)
ketalu 5: [a]p™ +123,2 (c 0,57, CHCL;). 'H NMR (400 MHz, CDCL): 5 0,83-0,94 (1H, m, CH-9), 0,87-
-0,97 (1H, m, CH-12b), 0,99 (3H, s, CH;-19), 0,95-1,04 (1H, m, CH-14b), 1,01-1,15 (1H, m, CH-7b),
1,12-1,23 (2H, m, CH-11b, CH-13b), 1,35 (IH, qt, J, = 11,2, J» = 3,6, CH-8), 1,52-1,61 (1H, m, CH-1b),
1,61-1,70 (3H, m, CH-7a, CH-11a, CH-12a), 1,65-1,75 (1H, m, CH-14a), 1,70-1,80 (4H, m, CH-1a, CH»-
-2, CH-13a), 2,02 (1H, ddd, Ji = 13,7, J, = 4,3, J; = 2,4, CH-6b), 2,22 (1H, tdd, J, = 13,7, J, = 4,7, Js =
1,6, CH-6a), 3,85-4,04 (4H, m, OCH,CH,0), 5,24 (1H, d, J = 1,4, CH-4). *C NMR (101 MHz, CDCL): 6
151,86 (C, C-5), 119,58 (CH, C-4), 106,29 (c, C-3), 64,54 (CH,, OCH,CH,0), 64,20 (CHs, OCH,CH,0),
53,47 (CH, C-9), 37,56 (C, C-10), 37,11 (CH, C-8), 35,22 (CH,, C-7), 34,68 (CHa, C-12), 34,56 (CH, C-
1), 32,14 (CH,, C-6), 29,93 (CH,, C-2), 26,80 (CH,, C-13), 26,25 (CH,, C-11), 25,61 (CH,, C-14), 17,92
(CHs, C-19). IC spektrum (CHCly): 2970 (CHs); 2927 (CH,); 2886, 2855 (CHs); 1659 (C=C); 1451
(CHy); 1451 (CH,); 1380, 1364 (CHs); 1233 (COCOC); 1170, 1113 (ketal); 1086, 1014, 954, 947 (C-O-
-C). MS (ESI) m/z: 263 (23 %, M + H), 285 (13 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C;7HxNaO, (M+Na)
vypoclteno: 285,18250; nalezeno: 285,18243. Pro C;7Hz0» (262,4) vypocteno: 77,82 % C; 9,99 % H;
nalezeno: 77,94 % C, 10,08 % H.
i
Pfiklad 5: (4aS,4bS,8aR,10aR)-4a-Methyldodeeahydrofenantren-2(1H)-on (6)
K roztoku ketdlu § (380 mg, 1,45 mmol) v acetonu (10 ml) a vod& (0,5 ml) byla pfidana kyselina
chlorovodikova (35%, 3 kapky) a reakéni smés byla michéna za teploty mistnostipfes noc. Pak byl roztok
zahustén na rotaéni odparce, nalit do vodného roztoku kyseliny chlorovodikové (5%, 30 ml) a produkt
extrahovan s-pentanem A3 !' x 20 ml). Spojené organické extrakty byly promyty nasycenym vodnym
roztokem hydrogenuhliéita}lu sodného, suSeny bezvodym siranem sodnym a rozpoustédla odpafena za
sniZzeného tlaku. Odparek byl rozpustén v ethanolu (20 ml). K roztoku byl ptidan hydroxid draselny (45
mg) ve vodeé (120 pl) a katalyzator (Pd/CaCOs, 5%, 40 mg). Smés byla hydrogenovana pod mirnym
pietlakem vodiku 3 h. Potom byl katalyzator odfiltrovan, rozpoustédla Castedné odparena a zbytek nalit
do vody. Produkt byl extrahovin n-pentanem 3 /\'x 20 ml). Spojené organické extrakty byly sudeny
bezvodym siranem hofetnatym a odpafenim ve Qakuu rota¢ni odparky bylo ziskino 291 mg (91 %)
ketonu 6, produkt tvofila smés izomert Salfa a Sbeta v poméru 1:9. Keton 6: [a]p® +27,8 (c 0,43,
CHCl;). '"H NMR (400 MHz, CDCL) § 0,97 (3H, s, CH;-19), 0,98-1,07 (1H, m), 1,15-1,27 (2H, m, CH-
-6b, CH-7b), 1,31-1,41 (1H, m, CH-1b), 1,42-1,49 (2H, m, CH-7a, CH-9), 1,65-1,72 (4H, m), 1,77-1,86
(2H, m, CH-5), 1,85-1,96 (1H, m, CH-6a), 1,98-2,06 (1H, ddd, J; = 14.9, J, = 4.7, J; = 2.4, CH-4b), 2,02-
2,10 (1H, m, CH-2b), 2.16 (1H, dddd, J; = 14.7, J; = 4.3, J; = 2.5, CH-1a), 2.37 (1H, tdd, J, = 14,7, J, =
5.5,J5=0,9, CH-2a), 2.72 (1H, dd, J, = 14.9, J,= 13.3, CH-4a). °C NMR (101 MHz, CDCl,): 6 213,39
(C, C-3), 44,53 (CH, C-5), 42,34 (CH,, C-4), 40,36 (CH, C-9), 37,29 (CH,, C-4), 36,92 (CH, C-8), 36,46
(CH,, C-1), 35,10 (CHa), 35,00 (C, C-10), 28,42 (CH,, C-7), 27,26 (CHy), 26,51 (CHy), 26,45 (CHo),
25,61 (CH,), 22,69 (CHs, C-19). IC spektrum (CHCl3): 2981, 2929, 2856 (CH,); 1707 (C=0y; 1455, 1448
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(CHa); 1382 (CHs). MS (EI) m/z: 149 (100 %, (M — C,Hs0), 220 (66 %, M). HR-MS (ESI) m/z: Pro
CisH240 (M") vypodteno 220.1822; nalezeno: 220.1825. Pro CisHx0 (220,4) vypoctteno: 81,76 % C;
10,98 % H; nalezeno: 81,61 % C; 11,03 % H.

Pfiklad 6: (2R,4aS,4bS,8aR,10aR)-4a-Methyltetradekahydrofenantren-2-ol )
Smés ketonu 6 (274 mg, 1,24 mmol), dichlormethanu (5 ml) a suSeného metanolu (5 ml) byla ochlazena
na -78 °C. Pak byl za michani pfidan suSeny chlorid cerity (337 mg, 1,37 mmol) a fetra-hydridoboritan
sodny (52 mg, 1,37 mmol). Po 15 min michani pfi teploté -78 °C byla reak&ni smés pomalu ohfata na
teplotu laboratofe a reakce ukoncena pFidanim zfedéné kyseliny chlorovodikové (5%, 25 ml). Produkt byl
extrahovan dichlormethanem (3,\x 10 ml), spojené organické extrakty byly promyty nasycenym vodnym
roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného a suseny bezvodym siranem hofenatym. Odpatenim rozpoustédel
a chromatografii odparku na sloupci silikagelu (10 g, 10 % étheru v n-pentanu) bylo ziskano 186,6 mg
(68 %) 3a,5p-alkoholu 7a a 5,5 mg (2 %) 3,5p-alkoholu 7b: [a]n™ +21,8 (c 0,29, CHCl;). 'H NMR (400
MHz, CDCL): § 0,87 (3H, s, CH;-19), 0,84-0,96 (1H, m, CH-7b), 0,90-1,04 (2H, m, CH-1b, CH-14b),
1,14-1,24 (2H, m, CH-13b, CH-11b), 1,15-1,29 (2H, m, CH-6b, CH-12b), 1,24-1,33 (1H, m, CH-8), 1,32-
-1,39 (1H, m, CH-12a), 1,35-1,42 (1H, m, CH-5), 1,31-1,44 (1H, m, CH-2b), 1,39-1,46 (1H, m, CH-9),
1,50 (1H, dddd, J; = 12,6, J, = 4,7, J; = 3,8, J, = 2,4, CH-4b), 1,58-1,66 (2H, m, CH-1a, CH-7a), 1,60-
~1,70 (1H, m, CH-11a), 1,62-1,70 (1H, m, CH-2a), 1,71-1,80 (1H, m, CH-13a), 1,72-1,84 (1H, m, CH-4a),
1,77-1,87 (1H, m, CH-14a), 1,84-1,91 (IH, m, CH-6a), 2,18 (1H, bs, OH), 3,62 (1H, tt, J, = 11,1, J» =
4,7, CH-3). ®C NMR (101 MHz, CDCL): § 71,73 (CH, C-3), 42,22 (CH, C-5), 40,00 (CH, C-9), 37,25
(CH, C-8), 36,21 (CH,, C-4), 35,17 (CH,, C-1), 34,64 (CH,, C-14), 34,53 (C, C-10), 30,54 (CHp, C-2),
29,09 (CH,, C-12), 27,28 (CH,, C-13), 27,02 (CH,, C-6), 26,53 (CH,, C-11), 25,34 (CH,, C-7), 23,34
(CHs, C-19). IC spektrum (CHCls): 3609, 3452 (OH); 2977 (CHy,); 2927 (CH,); 2858 (CH,); 1450 (CH,);
1380, 1364 (CHs); 1035, 1015 (C-OH). MS (ESI) m/z: 245 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro
CisHa6NaO (M+Na) vypodteno: 245,1876; nalezeno: 245,1875. Pro C;sHocO (222,4) vypo&teno: 81,07 %
C, 11,79 % H; nalezeno: 81,11 % C, 11,98 % H.

Pfiklad 7: Pyridinium (2R,4aS,4bS,8aR,10aR)-4a-methyltetradekahydrofenantren-2-yl-sulfit 3

Latka 8 byla pfipravena dle Obecného postupu I — priprava C-3 sulfitu z latky 7a (166 mg, 747 umol).
Byl ziskan sulfat 8 (248 mg, 87 %): [a]p™ +22,6 (c 0,23, CHCl;). 'H NMR (400 MHz, CDCL): & 0,86
(3H, s, CH;-19), 0,83-0,93 (1H, m, CH-11b), 0,90-1,00 (1H, m), 0,95-1,04 (1H, m, CH-1b), 1,22-1,35
(1H, m, CH-8), 1,12-1,40 (SH, m, CH,-6), 1,38-1,48 (2H, m, CH-5, CH-9), 1,54-1,63 (1H, m, CH-11a),
1,50-1,64 (1H, m, CH-2b), 1,56-1,66 (2H, m), 1,71-1,78 (1H, m), 1,79-1,88 (3H, m, CH-1a, CH-4b),
1,90-2,03 (2H, m, CH-4a, CH-2a), 4,47 (1H, tt, J; = 11,3, J, = 4,9, CH-3), 7,99-8,03 (2H, m, CH-3"), 8,48
(IH, tt, J; =79, J, = 1,6, CH-4"), 8,99-8,01 (2H, m, CH-2"). *C NMR (101 MHz, CDCL;): 5 145,60 (CH,
C-4), 142,37 (CH, C-2), 127,12 (CH, C-3%), 79,67 (CH, C-3), 42,34 (CH, CH-5), 40,05 (CH, C-9),
37,29 (CH, C-8), 35,29 (CHy), 34,67 (CHa, C-1), 34,52 (C, C-10), 33,26 (CH,, C-4), 29,09 (CH,, C-6),



‘*f)‘

- 19—

27,89 (CH,, C-2), 27,38 (CH,), 26,93 (CHy), 26,61 (CH,), 25,41 (CH, C-11), 23,32 (CHs, C-19). IC
spektrum (CHCl;): 2927 (CHy); 2856 (CH,); 2450-2750 (NH+ ); 2135 (NH); 1490 (kruh); 1450 (CH,);
1380 (CH;); 1255, 1171, (S0s); 1047 (SOs); 970, 953, (COS); 828 (COS); 682 (=CH); 624 (SO3). MS
(ESI) m/z: 301 (100 %, M - CsHeN"). HR-MS (ESI) m/z: Pro CisHas04S (M-CsHgN') vypocteno:
301,1479; nalezeno: 301,1479. Pro Cy0H3;NO,S (381,5) vypodteno: 62,96 % C, 8,19 % H; N, 3.67 % N:
nalezeno: 60,82; % C, 8,09 % H; 3,61% N.

Pfiklad 8: 4-(((2R,4aS,4bS,8aR,10aR)-4a-Methyltetradekahydrofenantren-2-yl)oxy)-4-oxobutanovi
kyselina (9)

Latka 9 byla pfipravena dle Obecného postupu II — priprava C-3 hemisukcindtu z latky 7a (47 mg, 0,21
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (4 - 10 % acetonu v petrolétheru) bylo ziskano 52 mg (76 %)
latky 9: tt. 131-133 °C (aceton/n-heptan). [a]p™® +45,5 (¢ 0,20, CHCL;). 'H NMR (400 MHz, CDCly): §
0,87 (3H, s, H-19), 2,51-2,76 (4H, m, H-2" a H-4"), 4,76 (1H, tt, J; = 11,3, J» = 4,7, H-3). °C NMR (101
MHz, CDCL): & 177,10, 171,83, 75,31, 42,31, 40,26, 37,47, 35,38, 34,84, 34,55, 32,30, 29,45, 29,24,
29,04, 27,49, 27,10, 26,89, 26,75, 25,59, 23,53. IC spektrum (CHCL;): 3517 (OH, monomer); 1727, 1717
(C=0); 1232, 1176, 1170 (COC). MS (ESI) m/z: 345,2 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro
Ci9H3004Na (M+Na) vypodteno: 345,2036; nalezeno: 345,2036.

Ptiklad 9: Methyl (15,25,4a5,4bS,7R,8aR,10a R)-7-acetoxy-2,4b-dimethyl-1-(2-oxoethyl)tetradeka-
hydrofenantren-2-karboxylat (11)

Michany roztok enol-acetatu 10 (5,0 g, 13,35 mmol) v dichlormethanu (150 ml) a ledové kyselin& octové
(13 ml) byl ozonizovan pii teploté -78 °C do modrého zbarveni roztoku. Potom byl k reakéni smési pfidan
postupn¢ po malych davkach dimethylsulfid (2 ml, 27,37 mmol), ledové kyselina octova (130 ml) a voda
(28 ml). Vznikly roztok byl michan 18 hodin pfi teploté mistnosti. Produkt byl extrahovan do
dichlormethanu, spojené organické extrakty byly promyty vodou, sudeny bezvodym siranem hote¢natym
a rozpoustédla byla odpafena za sniZeného tlaku na rotaéni odparce. Odparek byl rozpuitén v étheru,
roztok ochlazen na 0 °C a pfidanim etherického roztoku diazomethanu byla volna karboxylovéa skupina
esterifikovana. Chromatografii na sloupci silikagelu (10 % ethyl-acetatu v petrolétheru) bylo ziskano 4,45
g (88 %) nekrystalizujiciho methylesteru 11: [a}n™® 9,6 (c 0,24, MeOH). 'H NMR (400 MHz, CD;0D): &
0,89 3H, s, H-18), 1,11 (3H, s, H-19), 2,02 (3H, s, OAc), 3,65 (3H, s, OCH;), 4,66-4,76 (1H, m, H-3),
9,67 (1H, s, CHO). °C NMR (101 MHz, CD;OD): § 201,97, 178,37, 170,76, 74,08, 52,12, 47,59, 46,71,
41,69, 41,46, 39,83, 37,80, 36,78, 34,88, 34,77, 32,10, 26,96, 26,72, 26,31, 23,33, 21,55, 19,83, 15,56. IC
spektrum (CHCL;): 2828 (CHO); 1721 (C=0); 1435, 1385, 1364 (CH;); 1253 (COO). MS (ESI) m/z:
401,3 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C5;H;40sNa (M+Na) vypodteno: 401,2299; nalezeno:
401,2297.

Priklad 10: Methyl (15,25,4aS,4bS,7R,8aR,10aS)-7-acetoxy-1,2,db-trimethyltetradekahydro-
fenantren-2-karboxylat (12)
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Latka 12 byla pripravena dle Obecného postupu VI — Wilkinsonova dekarbonylace z latky 11 (1,33 g, 3,65
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (10 % acetonu v petroletheru) bylo ziskéno 1,31 g (69 %)
12: 'H NMR (400 MHz, CD;0D): § 0,72 (3H, d, J = 6,7, H-15), 0,89 (3H, s, H-18), 1,06 (3H, s, H-19),
| 2,03 (3H, s, OAc), 3,66 (3H, s, OCH3), 4,66-4,76 (1H, m, H-3). *C NMR (101 MHz, CD;0OD): 6 179,21,
170,77, 74,35, 51,85, 47,76, 42,36, 41,56, 39,66, 37,74, 37,05, 34,86 (2xC), 32,19, 27,07, 26,75, 25,52,
23,36, 21,58, 20,09, 15,34, 14,64. IC spektrum (CHCl;): 1721 (C=0); 1467, 1386, 1024 (OAc); 1364,
1160 (COOCH3). MS (ESI) m/z: 373,2 (100 %, M+Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro CyH3,0,Na (M+Na)
vypocteno: 373,2349; nalezeno: 373,2348.

P¥iklad 11: (2R,4aS,4bS,7S,8S,8aS,102R)-7-(Hydroxymethyl)-4a,7,8-trimethyltetradekahydro—
fenantren-2-ol (13)

Smés esteru 12 (1.00 g, %.86 mmol) a hydridohlinitanu lithného (2,86 mg, 8,58 mmol) v tetrahydrofuranu
(30 ml) byla zahtivéna k varu pod inertni atmosférou argonu 2 h. Nadbytek &inidla byl opatrn¢ rozloZen
nasycenym vodnym roztokem siranu sodného, anorganicky material byl odstranén filtraci a promyt ethyl-
-acetatem. Filtrat byl promyt vodnym roztokem kyseliny chlorovodikové (5%), vodou, nasycenym
vodnym roztokem hydrogenuhliitanu sodného a suien bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédla byla
odpafena za sniZen¢ho tlaku. Odparek 585 mg (73 %) 13 se nepodafilo vykrystalizovat: [o]p2° -3,4 (c
0,33, CHCl;). 'H NMR (400 MHz, CD;0OD): § 0,69 (3H, s, H-18), 0,78 (3H, d, J, 6.3, H-15), 0,89 (3H, s,
H-19), 2,03 (3H, s, OAc), 3,35 (2H, dd, J;=92.2, J,= 10,9, 3,56-3.66 (1H, m, H-3). °C NMR (101 MHz,
CD;OD): & 72,01, 71,74, 41,80, 40,57, 39,96, 38,21, 38,15, 36,46, 35,80, 35.17, 34.98, 30.79, 27.46,
26.13, 23.53, 20.49, 15.69, 12.61. IC spektrum (CHCL;): 3628, 3616 (OH); 2935, 2866 (CH,); 1380
(CHs); 1035 (C-OH). MS (ESI) m/z: 303,3 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C sH3,0,Na (M+Na)
vypoCteno: 303,2295; nalezeno: 303,2295.

Piiklad 12: (4aS,4bS,7S,8S,8aS,10aR)-7-(Hydroxymethyl)-4a,7,8-trimethyldodekahydrofenantren—
-2(1H)-on (14)
Vodny roztok chlornanu sodného (4,5%, 7,7 ml) byl pfidan do roztoku diolu 13 (585 mg, 2,09 mmol) v
kyselin€ octvé (18 ml). Reakéni sm&s byla michéna za teploty mistnosti 1 h, pak byl pfidan propan-2-ol
(11 ml) a smé byla michana 30 min. Reakce byla ukonéena pfidanim vody (20 ml), produkt byl
extrahovan chloroformem (3 x 50 ml), spojené organické extrakty byly promyty nasycenym vodnym
roztokem chloridu sodného a sudeny bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédla byla odpafena a odparek
chromatografovéan na sloupci silikagelu (4 - 10 % acetonu v petroletheru). Bylo ziskano 412 mg, (71 %)
nekrystalizujiciho ketonu 14: [a]p™ -2,7 (¢ 0,29, CHCL;). 'H NMR (400 MHz, CDCL): § 0,73 (3H, s, H-
-18), 0,82 (3H, d, J = 6,3, H-15), 0,99 (3H, s, H-19), 3,38 (2H, dd, J, = 101,4, J,= 10,9, H-17). °C NMR
(101 MHz, CDCLy): § 213,44, 71,47, 44,04, 42,38, 40,44, 40,22, 38,18, 37,87, 37,40, 36,89, 35,68, 35,34,
26,93, 25,51, 22,83, 20,80, 15,72, 12,56. IC spektrum (CHCly): 3630 (OH); 2935, 2860 (CHy); 1708
(C=0); 1383 (methyl); 1032 (CCO). MS (ESI) m/z: 301,2 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro
CisH300,Na (M + Na) vypotteno 301,2138; nalezeno 301,2139.
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PFiklad 13: ((425,4bS,75,85,8a5,10aR)-4a,7,8-Trimethyldodekahydro-1H-spiro[fenantren-2,2'-
-[1,3]dioxolan]-7-yl)methanol (15) |
Smés ketonu 14 (550 mg, 1,98 mmol), triethyl orthoformiatu (2,3 ml, 13,85 mmol), ethylen glykolu (2,2
ml, 39 mmol) a kyseliny para-toluensulfonové (60 mg, 0,32 mmol) v benzenu (10 ml) byla michéana za
teploty mistnosti 1 h. Pak byla reakéni smés nechana stat 17 h pfi teplot& 50 °C. Po ochlazeni byla smés
nalita do nasyceného vodného roztoku chioridu sodného, produkt byl extrahovan ethyl-acetatem, spojené
organické exirakty byly promyty nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného a suseny bezvodym
siranem hofe¢natym. Rozpoustédla byla odpafena a odparek chromatografovéan na sloupci silikagelu (1 %
triethylaminu a 10 % ethyl-acetitu v petrolétheru). Bylo zisk&no 542 mg (85 %) olejovitého ketalu 15:
[a]n” -2,7 (¢ 0.26, CHCL;). '"H NMR (400 MHz, CDCL): § 0,70 (3H, s, H-18), 0,78 (3H, d, J = 6,3, H-
-15), 0,92 (3H, s, H-19), 3,35 (2H, dd, J, = 89,0, J,= 10,9, H-17), 3,93 (4H, OCH,CH,0). *C NMR (101
MHz, CDCL): & 110,20, 71,76, 64,37, 64,22, 40,60, 40,59, 39,28, 38,15, 38,00, 35,78, 35,66, 34,99,
34,00, 30,32, 27,02, 25,90, 23,27, 20,69, 15,69, 12,58. IC spektrum (CHCl;): 3630 (OH); 2976, 2881,
1381 (methyl); 2928, 1471 (CHa); 1471, 1094, 947 (ketal); 1030 (COH). MS (CI) m/z: 321,2 (52 %, M -
H), 323,2 (54 %, M + H). HR-MS (CI) m/z: Pro CyH3;0; (M-H) vypodteno: 321,2433; nalezeno:
321,2430.

Priklad 14: (4aS,4bS,7S,SaS,10aR)-7-(Methoxymethyl)-4a,7,8-trimethyldodekahydrofenantren-
-2(1H)-on (16)
Hydrid sodny (60% suspenze v oleji, 346 mg) byl pfidan k roztoku ketalu 15 (430 mg, 1,33 mmol) v
suSeném tetrahydrofuranu (30 ml) a smés byla pod inertni atmosférou argonu 1 h michana a zah#ivéna na
90 °C. Pak byl pfidan methyl jodid (0,7 ml, 11,4 mmol) a sm&s byla déle pod inertni atmosférou argonu 5
h michéna a zahtivana na 90 °C. Po ochlazeni byl produkt extrahovén ethyl-acettem, spojené organické
extrakty byly promyty nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného, suSeny bezvodym siranem
hofe¢natym a rozpoustédla odpafena za sniZeného tlaku. Odparek byl rozpustén v acetonu (10 ml), byla
pfidana zfed€na kyselina chlorovodikova (5%, 150 ul) a smés byla michéna za teploty mistnosti 1 h.
Reakce byla ukon&ena piidanim nasyceného vodného roztoku hydrogenuhliditanu sodného (10 ml),
produkt byl extrahovan ethyl-acetatem, spojené organické extrakty byly promyty nasycenym roztokem
chloridu sodného a suSeny bezvodym siranem sodnym. Odpafenim rozpoustédel bylo ziskano 322 mg (83
%) nekrystalizujiciho ketoderivatu 16: [a]p™ -3,5 (¢ 0,37, CHCL/MeOH, 2: 0,14). 'H NMR (400 MHz,
CDCL;): 8 0,72 (3H, s, H-19), 0,80 (3H, d, J = 6,3, H-15), 0,98 (3H, s, H-18), 3,09 (2H, dd, J, = 129,6, J,
=9,1, H-17), 3,32 (3H, OCH;). °C NMR (101 MHz, CDCl;) § 213,49, 81,78, 59,45, 44,12, 42,39, 40,75,
40,11, 37,76, 37,40, 36,94, 36,34, 35,32, 29,85, 26,94, 25,44, 22,80, 20,85, 15,99, 12,59. IC spektrum
(CHCL3): 2928 (CHy); 1707 (C=0); 1382 (methyl); 1101 (COC). MS (CI) m/z: 293,2 (72 %, M + H). HR-
~MS (CI) m/z: Pro CsHs330, [M + H] vypo&teno: 293,2481; nalezeno: 293,2477.
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Priklad 15: (2R,4aS,4bS,7S,8aS,lOaR)-7-(Methoxymethyl)—4a,7,8-trimethyltetradekéhydro-
fenantren-2-o0l (17)

Roztok ketonu 16 (400 mg, 1,37 mmol) v metanolu (20 ml) byl ochlazen na 0 °C a za michani byl pfidan
tetra-hydridoboritan sodny (57 mg, 1,51 mmol). Sm&s byla michana 1 h pii 0 °C, pak byla ohfata na
teplotu mistnosti a reakce ukoncena pridanim ziedéné kyseliny chlorovodikové (5%, 15 ml). Produkt byl
extrahovan chloroformem 3 /3( 20 ml), spojené organické extrakty byly promyty nasycenym vodnym
roztokem hydrogenuhliéitam;/sodného a suSeny bezvodym siranem hofe¢natym. Odpafenim rozpoustédel
a chromatografii odparku (7 % acetonu v petroletheru) bylo ziskano 323 mg (80 %) hydroxyderivatu 17:
t.t. 107-108 °C (aceton/n-heptan). [a]p™ -9,2 (¢ 0,37, CHCL). 'H NMR (400 MHz, CDCL): 0,69 (3H, s,
H-19), 0,77 (3H, d, J = 6,4, H-15), 0,88 (3H, s, H-18), 3,07 (2H, dd, J, = 114,3, J,=9,1, H-17), 3,32 (3H,
OCHs), 3,57-3,66 (1H, m, H-3). °C NMR (101 MHz, CDCl;) & 82,11, 72,04, 59,45, 41,85, 40,93, 39,88,
38,11, 37,71, 36,48, 36,46, 35,20, 34,96, 30,78, 27,48, 26,06, 23,52, 20,54, 15,96, 12,68. IC spektrum
(CHCIL;): 3609 (OH); 2977 (CHs); 1100 (COC). MS (ESI) m/z: 317,2 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI)
m/z: Pro C1oH34,0,Na (M+Na) vypodteno: 317,2451; nalezeno: 317,2451.

Piiklad 16: Pyridinium (2R,4aS$,4bS,7S,85,8aS,10aR)-7-(methoxymethyl)-4a,7,8-trimethyltetra-
dekahydrofenantren-2-yl-sulfit (18)

Latka 18 byla pfipravena dle Obecného postupu I — priprava C-3 sulfitu z latky 17 (78 mg, 0,26 mmol).
Byl ziskan sulfat 18 (40 mg, 33 %): [a]p™ +4,0 (c 0,30, CHCl/MeOH, 1,849:0,341). '"H NMR (400 MHz,
CDCl): 4 0,68 (3H, s, H-19), 0,75 3H, d, J = 6,1, H-15), 0,86 (3H, s, H-18), 3,06 (2H, dd, J; = 112,6, J,
= 9,1, H-17), 3,31 (3H, s, OCHs), 4,46 (1H, tt, J; =10,9, J, = 4,9, H-3), 8,01 (2H, m, H-2" a H-4",
pyridinium), 8,49 (1H, t, J = 8,6, H-3’, pyridinium), 8,92-9,05 (2H, m, H-1" a H-5’, pyridinium). °C
NMR (101 MHz, CDCly) & 145,84 (C-1°, C-5"), 142,41 (C-3"), 127,30 (C-2’, C-4"), 82,13, 79,89, 59,43,
41,84, 41,00, 39,82, 38,04, 37,70, 36,50, 35,10, 34,84, 33,25, 27,91, 27,31, 26,01, 23,43, 20,50, 15,95,
12,66. IC spektrum (CHCL;): 2976, 2933 (CH,OCHs); 1263, 1255, 1183, 1044, 954 (SO5). MS (ESI) m/z:
373,2 (100 %, M - H - pyridin). HR-MS (ESI) m/z: Pro C,oH;;05S (M-H-pyridin) vypo&teno: 373,2054;
nalezeno: 373,2054.

Ptiklad 17: 4-(((2R,4a$,4bS,7S5,8aS,10aR)-7-(Methoxymethyl)-4a,7,8-trimethyltetradekahydro-
fenantren-2-yl)oxy)-4-oxobutanovi kyselina (19)
Latka 19 byla ptipravena dle Obecného postupu I — pFiprava C-3 hemisukcindtu z 1atky 17 (70 mg, 0,23
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (10 % acetonu v petroletheru) bylo ziskano 78 mg (83 %)
derivétu 19; [a]n™ +6,5 (c 0,27, CHCly). 'H NMR (400 MHz, CDCls): 0,68 (3H, s, H-19), 0,77 (3H, d, J
= 6,1, H-15), 0,88 (3H, s, H-18), 2,51-2,76 (4H, m, OCCH,CH,CO), 3,08 (2H, dd, J, = 126,8, J, = 9,0, H-
-17), 3,33 (3H, s, OCHy), 4,75 (1H, tt, J; = 11,3, J» = 4,8, H-3). °C NMR (101 MHz, CDCly): § 177,20,
171,85, 81,97, 75,13, 59,44, 41,63, 40,80, 39,85, 38,03, 37,71, 36,45, 34,97, 34,85, 32,06, 29,45, 29,05,
27,29, 26,67, 25,97, 23,45, 20,55, 16,00, 12,63. IC spektrum (CHCl;): 2935 (CH,OCH3); 1717 (C=0,
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COOH); 1100 (COC). MS (ESI) m/z: 393,3 (100 %, M - H). HR-MS (ESI) m/z: Pro Cy;H3;05 (M-H)
vypocteno: 393,2647; nalezeno: 393,2643. Pro Cy;H3sOs (394,3) vypoéteno: 70,02 % C, 9,71 % H;
nalezeno: 69,76 % C, 9,68 % H.

Piiklad 18: Methyl (15,25,4a5,4bS,7R,8aR,10aS)-7-hydroxy-1,2,4b-trimethyltetradekahydro-
fenantren-2-karboxylat (20)
K roztoku 12 (100 mg, 0,29 mmol) v metanolu (5 ml) byl ptidan roztok hydroxidu draselného (60 mg,
1,07 mmol) v metanolu (2 ml) a smés byla michana za laboratorni 18 h. Pak byla nalita do vody, produkt
extrahovan octanem ethylnatym. Spojené organické podily byly promyty ziedénou kyselinou
chlorovodikovou (5%), vodou nasycenym roztokem hydrogenuhliditanu sodného a suieny bezvodym
siranem sodnym. Odpafeni rozpoustédel za snizeného tlaku poskytlo odparek 20 83 mg (94 %), ktery
vykrystaloval ze smési ethyl-acetat/n-heptan: t.t. 144-146 °C (ethyl-acetat/n-heptan). [alp® +6,2 (c 0,33,
CHCl;). "H NMR (400 MHz, CD,0D): § 0,73 (3H, d, J = 6,7, H-15), 0.89 (3H, s, H-19), 1,06 (3H, s, H-
~-18), 3,67 (3H, s, OCHy), 3,58-3,68 (1H, m, H-3). °C NMR (101 MHz, CD;OD): § 179,26, 71,92, 51,87,
47,78, 42,32, 41,78, 39,69, 37,81, 37,06, 36,43, 35,18, 34,86, 30,73, 27,25, 25,62, 23,41, 20,10, 15,38,
14,66. IC spektrum (CHCly): 3609, 1054, 1033 (OH); 3020, 2942 (CH;); 1720 (C=0); 1243 (COC). MS
(ESI) m/z: 331,3 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C9H3,05Na (M+Na) vypocteno: 331,2244,
nalezeno: 331,2243.

Priklad 19: 4-(((2R,4aS,75,85,10aR)-7-(Methoxykarbonyl)-4a,7,8-trimethyltetradekahydro-
fenantren-2-yl)oxy)-4-oxobutanovi kyselina (21)
Latka 21 byla ptipravena dle Obecného postupu Il — pFiprava C-3 hemisukcindtu z latky 20 (100 mg, 0,32
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (10 % acetonu v petrole/theru) byla ziskana latka 21 (68 mg,
51 %) jako biléd pevna latka: t.t. 145-147 °C (ethyl-acetat/n-heptan). [a]p™ +21,5 (¢ 0,21, CHCL;). 'H
NMR (400 MHz, CD;OD): 8 0,73 (3H, d, J = 6,7, H-15), 0,90 (3H, s, H-19), 1,06 (3H, s, H-18), 2,55-
-2,72 (4H, m, OCCH,CH,CO), 3,67 (3H, s, OCHs), 4,70-4,81 (1H, m, H-3). °C NMR (101 MHz,
CD;0D): 6 179,30, 171,91, 74,93, 51,88, 47,77, 42,33, 41,58, 39,67, 37,74, 37.03, 34,87, 34,83, 32,11,
29,83, 29,47, 29,03, 27,06, 26,70, 25,51, 23,34, 20,09, 15,34, 14,63. IC (CHCl5): 3020, 1361 (CHs); 2950
(CHy); 1724, 1718 (C=0); 1243, 1166 (COC). MS (ESI) m/z: 431,2 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z:
Pro Cy3H360sNa (M+Na) vypodteno: 431,2404; nalezeno: 431,2403.

Priklad 20: Pyridinium (2R,4aS,7S,8S,10aR)-7-(methoxykarbonyl)-4a,7,8-trimethyltetradekahydro-
fenantren-2-yl-sulfat (22)

Latka 22 byla ptipravena dle Obecného postupu I — pFiprava C-3 sulfitu z latky 20 (104 mg, 0,34 mmol).
Byl ziskén sulfat 22 (55 mg, 35 %): t.t. 145-147 °C (ethyl-acetat/n-heptan). [a]p™ +10,9 (c 0,40, CHCL).
'H NMR (400 MHz, CD;0D): § 0,71 (3H, d, J = 6,6, H-15), 0,88 (3H, s, H-19), 1,05 (3H, s, H-18), 3,67
(3H, s, OCH3), 4,47 (1H, tt, J; = 10,9, J, = 5, H-3), 8,02 (2H, m, H-2" a H-4’, pyridinium), 8,49 (1H, t, J
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= 7.8, H-3’, pyridinium), 8,96-9,02 (2H, m, H-1" a H-5", pyridinium). °C NMR (101 MHz, CD;OD): §
179,30, 145,89 (C-1", C-5"), 142,41, 127,33 (C-2’, C-4), 79,53, 51,85, 47,75, 42,37, 41,77, 39,62, 37,72,
37,09, 35,10, 34,73, 33,27, 27,91, 27,07, 25,55, 23,32, 20,06, 15,36, 14,64. IC spektrum (CHCl3): 3140,
3100, 1490 (pyridinium); 1720 (C=0); 1264, 1183, 1175, 1044, 954 (SO;); 1245, 1192 (C-0). MS (ESI)
m/z: 387,2 (100 %, M - pyridin). HR-MS (ESI) m/z: Pro CjgH;3,068 (M-pyridin) vypocteno: 387,1847,
nalezeno: 387,1844,

Priklad 21: 2S,4aS,4bS,7S,8aR,lOaR)—7-hydroxy-2,4b-dimethyl-1-(((E)—3-oxoindolin-Z-yliden)-
methyl)tetradeka-hydrofenantren-2-karboxylov kyselina (24)
Roztok o-nitrobenzaldehydu (2,75 g) v metanolu (25 ml) byl ptidan do smési 3beta-hydroxy-5beta-
-androstan-17-onu (23) (5,0 g, 17,22 mmol) v meféfﬁolovém roztoku hydroxidu draselnéhq (4%, 125 ml).
Reakeni smés byla michéna za teploty mistnosti 18 h a pak byly pfidany dal3 mc‘tg/nolové roztoky
hydroxidu draselného (0,5 g v 1 ml) a o-nitrobenzaldehydu (275 mg v 2,5 ml). Po 20 h byla reakéni smés
zahusténa za sniZeného tlaku na 1/3 objemu, nafedéna vodou (20 ml), pefiltrovéna pres aktivni uhli a
filtrat byl okyselen zfedénou kyselinou chlorovodikovou (5%). Vznikla Zluta sraZenina kyseliny 24 byla
odsata, promyta vodou a suiena (6,1 g, 84 %): t.t. 242-245 °C (metanol/voda). [a]p? -182,2 (c 0,29,
CH;0H). 'H NMR (400 MHz, CD;0D): § 0,98 (3H, s, H-18), 1,24 (3H, s, H-19), 2,86 (1H, dd, J; = 11,4,
J>=10, H-14), 4,02-4,07 (1H, m, H-3), 5,81 (1H, d, J= 11,6, H-15), 6,79 (1H, t, J=7,7), 6,93 (1H, d, ] =
8,2), 741(1H, t, J = 7,7), 7,52 (1H, d, J = 7,7). °C NMR (101 MHz, CD;0D): § 187,72, 181,39, 155,99,
140,14, 137,88, 125,48, 121,86, 119,96, 117,67, 112,83, 67,68, 48,85, 48,09, 39,98, 38,12, 37,64, 37,60,
36,53, 34,23, 30,63, 28,55, 27,74, 27,64, 24,26, 21,01, 16,09. IC spektrum (KBr): 3445, 3343 (OH, NH);
2976, 1383 (methyl); 2613 (OH, dimer); 1708 (C=0, dimer); 1693 (C=0, indolon); 1639 (C=C); 1613,
1486, 1468, 1448 (kruh, indolon); 1003 (C-OH). MS (ESI) m/z: 446,3 (100 %, M + Na), 424,3 (45 %, M
+ H). HR-MS (ESI) m/z: Pro CpH3304NNa (M+Na)vypoiteno: 446,2302; nalezeno: 446,2301.

Piiklad 22: Methyl (25,4a5,4bS,75,8aR,10aR)-7-hydroxy-2,4b-dimethyl-1-(((E)-3-oxoindolin-2-
~yliden)methyl)-tetradekahydrofenantren-2-karboxylit (25)

Cerstvé pfipraveny ethericky roztok diazomethanu byl za michéani pfidan do vychlazeného roztoku
kyseliny 24 (0 °C, 5 g, 11,80 mmol) v etheru. Po ukondeni reakce (TLC) byl nadbytek diazomethanu
odpafen a bylo ziskéno 5,1 g (99 %) nekrystalizujiciho methylesteru (25): [a]p*’-208,1 (¢ 0,26, CHCL;).
'H NMR (400 MHz, CDCL): § 0,97 (3H, s, H-18), 1,24 (3H, s, H-19), 2,72 (1H, t, J = 10,7, H-14), 3,56
(1H, s, OCH;), 4,12-4,14 (1H, m, H-3), 5,77 (1H, d, J = 11,1, H-15), 6,87 (1H, t, J = 7,7), 6,93 (1H, d, J,
8.2), 7,42 (1H,t,J =7,7), 7,66 (1H, d, J = 7,7). *C NMR (101 MHz, CDCly): & 185,93, 179,78, 154,04,
138,80, 136,25, 125,06, 122,45, 119,89, 116,52, 112,22, 67,03, 52,44, 47,65, 47,54, 38,67, 37,81, 36,59,
36,33, 35,60, 33,58, 29,64, 28,00, 26,94, 26,51, 23,85, 19,91, 16,00. IC spektrum (CHCl;): 3616 (OH);
2979, 1435, 1384 1716 (C=0); 1701 (C=0, indolon); 1644 (C=C). MS (ESI) m/z: 4604 (100 %, M +
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Na), 438,4 (52 %, M + H). HR-MS (ESI) m/z : Pro CyH;50,N (M+H) vypocteno: 438,2639; nalezeno:
438,2639.

Priklad 23: Methyl (25,4a5,4bS,7S,8aR,10aR)-7-acetoxy-2,4b-dimethyl-1-(((E)-3-oxoindolin-2-
yliden)methyl)-tetradekahydrofenantren-2-karboxylit (26)

Do vychlazené (0 °C) smési methylesteru 25 (7,2 g, 16,45 mmol) a 4-(N, N-dimethylamino)pyridinu (200
mg, 1,64 mmol) v pyridinu (50 ml) byl za michani pfidan acetanhydrid (46 ml). Reakéni sm&s byla oh¥ata
na teplotu mistnosti a po 2 h byla reakce ukon&ena piidanim malého mnozstvi vody. Reakéni smés byla
nalita do zfedéné kyseliny chlorovodikové (5%, 150 ml), produkt extrahovan ethyl-acetatem (3\;( 80 mi),
spojené organické faze byly promyty vodou (24x 100 ml), nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu
sodného, nasycenym roztokem chloridu sodného a suseny bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédla byla
odpafena za sniZeného tlaku a bylo ziskéno 7,0 g, (89 %) nekrystalizujici latky 26: [a]p™® -221,1 (c 0,274,
CHCL;). 'H NMR (400 MHz, CDCL;): § 0,98 (3H, s, H-18), 1,24 (3H, s, H-19), 2,04 (3H, s, OAc), 2,73
(1H, t, J= 10,7, H-14), 3,56 (3H, s, OCHy), 5,05-5,11 (1H, m, H-3), 5,76 (1H, d, J = 11,2, H-15), 6,87
(1H, t, J=77), 6,93 (1H, d, J = 8,2), 7,42(1H, t, J = 7,7), 7,65 (1H, d, J =7,7). °C NMR (101 MHz,
CDCls): 5 185,92, 179,66, 170,81, 154,04, 138,83, 136,28, 125,04, 122,43, 119,90, 116,31, 112,23, 70,55,
52,44, 47,61, 38,82, 47,46, 37,74, 37,14, 36,60, 35,35, 30,63, 30,46, 26,82, 26,36, 25,18, 23,80, 21,62,
19,90, 16,00. IC spektrum (CHCLy): 2979, 1385, 1379 (methyl); 1727 (C=0, OAc); 1717 (C=0,
COOMe); 1702 (C=0, indolon); 1645 (C=C); 1615, 1485, 1470, 1448 (kruh, indolon). MS (ESI) m/z:
502,4 (100 %, M + Na), 480,4 (30 %, M + H). HR-MS (ESI) m/z: Pro CyH330s (M+1) vypotteno:
480,2745; nalezeno: 480,2746.

Priklad 24: Methyl (25,4aS,4bS,7 S,8aR,10aR)-7-acetoxy-1-formyl-2,4b-dimethyltetradekahydro-
fenantren-2-karboxylit (27)

Latka 27 byla pfipravena z latky 26 (7,0 g, 14,60 mmol) analogicky dle p¥ipravy latky 11 za pouZiti
dimethylsulfid (3,4 ml, 46,53 mmol, 1 hod, teplota mistnosti). Chromatografii na sloupci silikagelu (180
8, 6 % ethyl-acettu v petroletheru) bylo ziskano 4,27 g (80 %) nekrystalizujiciho aldehydu 27, ktery byl
pouZit surovy do dal3i reakce: '"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 0,99 (3H, s, H-18), 1,24 (3H, s, H-19), 2,04
(3H, s, OAc), 2,62 (1H, dd, J, = 11,2 a J> = 3,0, H-14), 3,69 (3H, s, OCH;), 5,05-5,11 (1H, m, H-3), 9,72
(1H, d, J = 3,0, CHO). °C NMR (101 MHz, CDCL): § 204,77, 177,45, 170,75, 70,45, 60,18, 52,32,
38,45, 45,24, 36,97, 36,85, 35,27, 32,41, 30,58, 30,51, 26,33, 26,26, 25,10, 23,71, 21,61, 19,73, 16,89.

Priklad 25: Methyl (25,4aS,4bS,7S,8aR,10aS)-7-acetoxy-2,4b-dimethyltetradekahydrofenantren-2-
karboxylat (28)

Latka 28 byla pfipravena dle Obecného postupu VI — Wilkinsonova dekarbonylace z latky 27 (2 g, 5,49
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (3 % acetonu v petroletheru) bylo ziskano 1,31 g (71 %,
olej) 28: [a]n™ +14,6 (c 0,314, CHCl3). 'H NMR (400 MHz, CDCI,): § 0,95 (3H, s, H-18), 1,19 (3H, s, H-
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19), 2,05 (3H, s, H-OAc), 3,66 (3H, s, H-OCH;), 5,03-5,10 (1H, m, H-3). >C NMR (101 MHz, CDCL): 3
179,37, 170,84, 70,79, 51,89, 42,43, 39,41, 37,56, 34,97, 34,49, 31,73, 30,65, 30,32, 28,82, 26,53, 25,21,
23,93, 21,65, 20,57, 20,51. IC spektrum (CHCL;): 2975, 2941, 1491, 1378 (methyl); 1722 (C=0); 1262,
1243,1025 (C-O). MS (ESI) m/z: 359,2 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro CyH;,04Na (M+Na)
vypocteno: 359,2193; nalezeno: 359,2191.

Priklad 26: (25,4a5,4bS,75,8a8,10aR)-7-(Hydroxymethyl)-4a,7-dimethyltetradekahydrofenantren-
2-01 (29)

Latka 29 byla pfipravena z latky 28 (1.25 g, 3.71 mmol) analogicky dle pfipravy latky 13. Bylo ziskano
905 mg (92 %) diolu 29: t.t. 139-140 °C (ethyl-acetat/n-heptan). [a]p™ +13,1 (¢ 0,29, CHCly). 'H
NMR (400 MHz, CDCls): 3 0,89 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-19), 3,24-3,30 (2H, m, CH,OH), 4,08-4,14
(1H, m, H-3). ®C NMR (101 MHz, CDCly): & 74,89, 67,29, 42,71, 39,88, 39,08, 35,85, 35,34, 34,37,
33,59, 31,92, 29,62, 29,34, 28,10, 26,79, 24,09, 20,74, 20,32. IC spektrum (CHCls): 3630, 3618 (OH);
2936, 2863 (CH,); 1031, 998 (C-OH). MS (ESI) m/z: 289,2 (100 %, M + Na). HR-MS (CI) m/z: Pro
Ci17H200; (M-1) vypo&teno: 265,2168; nalezeno: 265,2170.

Piiklad 27: (25,4a5,4bS,8aR,10a5)-2,4b-Dimethyl-7-oxotetradekahydrofenantren-2-karbaldehyd
30)

Bezvody octan sodny (158 mg, 1,93 mmol) a pyridinium chlorochromat (826 mg, 3,86 mmol) byly
piidany do roztoku 29 (320 mg, 1,20 mmol) v dichlormethanu (20 ml). Reakéni smés byla za teploty
mistnosti michana pod inertni atmosférou argonu 2 h a pak byla nafed&na ethyl-acetatem (80 ml) a
piefiltrovana pres sloupec s neutralnim oxidem hlinitym (60 g). Rozpoustédla byla odpatena za snizeného
tlaku a bylo ziskano 280 mg (89 %) aldehydu 30, ktery byl pouZit surovy do dalsi reakce: 'H NMR (400
MHz, CDCL): 8 1,02 (3H, s, H-19), 1,12 (3H, s, H-18), 9,41 (1H, s, CHO). >C NMR (101 MHz, CDCL):
6 212,89, 206,05, 44,45, 42,37, 40,38, 39,05, 37,35, 36,57, 35,11, 31,29, 31,17, 29,85, 28,45, 26,60,
22,81, 20,02, 17,58.

Priklad 28: (4a5,4bS,7R,8aS,10aR)-4a,7-Dimethyldodekahydrofenantren-2(1H)-on (31a),
(4a5,4bS,8a8,10aR)-4a,7-dimethyl-3,4,4a,4b,5,8,82,9,10,10a-dekahydrofenantren-2(1H)-on (31b) a
(4aS,4bS,8aS,10aR)-4a,7-dimethyl-3,4,4a,4b,5,6,82,9,10,10a-dekahydrofenantren-2(1H)-on (31c)
Latka 31a, 31b, 31c byly ptipraveny dle Obecného postupu VI — Wilkinsonova dekarbonylace z latky 30
(280 mg, 1,07 mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (3 % acetonu v petroletheru) byla ziskana
ned¢litelna smés tif produkti 31a, 31b a 31¢ (210 mg, 91,1 : 4,3 : 4,6).

Priklad 29: (2R,4aS,4bS,7R,8aS,10aR)-4a,7-Dimethyldodekahydrofenantren-2-ol (32a),
(2R,4a5,4bS,8aS,10aR)-4a,7-dimethyl-3,4,4a,4b,5,8,8a,9,10,10a-dekahydrokenantren-2-ol (32b) a
(2R 4aS,4bS,8aS,10aR)-4a,7-dimethy-3,4,4a,4b,5,6,82,9,10,10a-dekahydrokenantren-2-ol (32¢)
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Smes tfi latek 31a, 31b a 31c v tetrahydrofuranu (18 ml) byla vychlazena na teplotu -40 °C a za michani
byl pfidan tri-fers-butoxy hydridohlinitan lithny (210 mg, 0,83 mmol). Po 2 h byla smé&s oh¥4ta na teplotu
mistnosti a reakce ukon¢ena pridanim vodného roztoku kyseliny chlorovodikové (5%, 20 ml). Produkt
byl extrahovan chloroformem, spojené organické extrakty byly promyty nasycenym roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného, nasycenym roztokem chloridu sodného a suSeny bezvodym siranem
sodnym. Rozpoustedla byla odpafena za sniZeného tlaku a byla ziskana smés tii hydroxyderivati 32a,
32b a 32¢ (180 mg).

Priklad 30: (2R,4a5,4bS,7R,8aS,10aR)-4a,7-Dimethyltetradekahydrofenantren-2-ol (33)

K odparku 32a, 32b a 32¢ rozpu$téném v dichlormethanu (15 ml) byla pfidana smés octanu sodného (66
mg, 0,81 mmol), vody (0,6 ml) a kyseliny peroxyctové (9%, 2,4 ml) a reak&ni smés byla michédna 2 h za
teploty mistnosti. Reakce byla ukon¢ena pFidanim nasyceného vodného roztoku sifigitanu sodného,
produkt byl extrahovan chloroformem, spojené organické extrakty byly promyty vodou a suSeny
bezvodym siranem hofe¢natym. Rozpoustédla byla odpafena za sniZeného tlaku a chromatografii (5 %
acetonu vpetrolétheru) bylo ziskano 90 mg (36 %, 3 stupng) zadané latky 33: [o]p™ +24,0 (c 0,27,
CHC;). 'H NMR (400 MHz, CDCLy): 8 0,79 (3H, s, H-19), 0,84 (3H, d,J =173, H-18), 3,53 (1H, tt, J; =
11,1 a J, = 4,7, H-3). "C NMR (101 MHz, CDCl;): 8 72,11, 42,49, 41,02, 40,80, 36,58, 34,86, 34,81,
32,70, 30,95, 30,87, 29,48, 27,81, 27,37, 23,62, 19,35, 18,31. IC spektrum (CHCl;): 3608 (OH); 2958,
2866 (methyl); 1038, 1029 (C-OH). MS (CI) m/z: 236,2 (8 %, M), 235,2 (15 %, M - H). HR-MS (CI) m/z:
Pro Ci¢H2;,0 (M-1) vypodteno: 235,2062; nalezeno: 235,2070.

Piiklad 31: 4-(((2R,4aS,4bS,7R,8aS,10aR)-4a,7-Dimethyltetradekahydrofenantren-2-yl)oxy)-4-oxo-
butanovi kyselina (34)

Latka 34 byla pfipravena dle Obecného postupu Il — priprava C-3 hemisukcindtu z latky 33 (65 mg, 0,27
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (10 % acetonu v petrolétheru) bylo ziskdno 40 mg (43 %)
latky 34: t.t. 119-121 °C (aceton/n-heptan). [a]p™ +43,9 (c 0,273, CHCl;). 'H NMR (400 MHz, CDCL;): §
0,90 (3H, s, H-18), 0,94 (3H, d, J, 7,2, H-19), 2,74-2,54 (4H, m, H-2' a H-4"), 475 (1H, tt, J, = 11,4 a J,
= 4,7, H-3). "C NMR (100 MHz, CDCL): & 171,26, 171,83, 75,29, 42,32, 40,99, 40,78, 34,84, 34,53,
32,67, 32,33, 30,92, 29,45, 29,40, 29,06, 27,80, 27,20, 26,89, 23,58, 19,36, 18,31. IC spektrum (CHCly):
1727, 1716 (C=0); 1280 (C-O, dimer); 1232, 1176 (COC). MS (ESI) m/z: 335,4 (100 %, M - H). HR-MS
(ESI) m/z: Pro CyoHsz 04 (M-1) vypo&teno: 335,2228; nalezeno: 335,2228.

Piiklad 32: Pyridinium (2R,4aS,4bS,7R,8aS,10aR)-4a,7-dimethyltetradekahydrofenantren-2-yl-
sulfat (35)

Latka 35 byla pfipravena dle Obecného postupu I - pFiprava C-3 sulfitu z latky 33 (108 mg, 0,46 mmol).
Byl ziskan sulfat 35 (66 mg, 36 %): t.t. 147-149 °C. [a]p® +25,3 (c 0,25, CHCl;). "H NMR (400 MHz,
CDCly): 6 0,88 (3H, s, H-18), 0,92 (3H, d, J = 7,2, H-19), 4,46 (1H, tt, J; = 11,3 a J, = 4,8, H-3), 8,00
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(2H. m, H-2" a H-4", pyridinium), 8,47 (1H, t, J = 8,6, H-3", pyridinium), 8,95-9,01 (2H, m, H-1" a H-5,
pyridinium). ’C NMR (100 MHz, CDCl): & 145,78 (C-1", C-5"), 142,51 (C-3"), 127,26 (C-2', C-4"),
79,87, 42,52, 41,06, 40,74, 34,81, 34,70, 33,45, 32,72, 30,89, 29,40, 28,05, 27,81, 27,20, 23,54, 19,33,
18,30. IC spektrum (CHCLy): 3140, 3099, 1490, 826 (pyH); 1380 (methyl); 1263, 1255, 1173,1047, 953
(SOs3). MS ESI m/z: 315,3 (100 %, M - H - pyridin). HR-MS (ESI) m/z: Pro Cy¢Hy0,S (M-H-pyridin)
vypodéteno: 315,1636; nalezeno: 315,1634.

Priklad 33: Methyl (25,425,4bS,75,8aR,10a5)-7-hydroxy-2,4b-dimethyltetradekahydrofenantren-2-
‘karboxylat (36)

K roztoku acetatu 28 (1,7 g, 5,1 mmol) v metanolu (85 ml) byla za michani pfidana smés hydroxidu
draselného (1,3 g, 23,2 mmol) ve vodg (1 ml) a v metanolu (40 ml). Po 7 h stani za teploty mistnosti byla
reakcm smés zahusténa za sniZzeného tlaku na 1/3 svého objemu, produkt byl extrahovén ethyl-acetatem
(3 ix 20 ml), spojené orgamcke faze byly promyty vodou (2; X 20 ml), zfedénou kyselinou
chlorovodlkovou (5%, 2 (,x 20 ml), nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného, nasycenym
roztokem chloridu sodného a suseny bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédla byla odpafena za
sniZzen¢ho tlaku a bylo ziskano 1,24 g, (83 %) nekrystalizujici latky 36: [a]p> +13,5 (¢ 0,47, CHCL). 'H
NMR (400 MHz, CDCL): 8 0,94 (3H, s, H-19), 1,19 (3H, s, H-18), 3,66 (3H, s, H-OCH;), 4,07-4,15 (1H,
m, H-3). "C NMR (101 MHz, CDCl): § 179,45, 67,19, 51,87, 42,49, 39,26, 36,76, 35,22, 34,53, 33,54,
31,71, 29,50, 28,96, 28,06, 26,68, 23,97, 20,57, 20,51. IC spektrum (CHCL;): 1719 (C=0); 1381 (methyl);
1245, 1033 (C-0). MS (ESI) m/z: 317,2 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C;sH;,0sNa (M+Na)
vypocteno: 317,2087; nalezeno: 317,2087.

Pfiklad 34: Methyl (25,4a5,4bS,8aR,10aS)-2,4b-dimethyl-7-oxotetradekahydrofenantren-2-
-karboxylat (37)

Jonesovo ¢inidlo bylo piikapano k vychlazenému (0 °C) roztoku hydroxyderivatu 36 (300 mg, 1,02
mmol) v acetonu (5 ml). Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC a reakce byla ukon&ena pfidanim
met?;fnolu (5 ml). Smés byla nalita do vody, produkt byl extrahovan ethyl-acetatem (3(/ % 20 ml), spojené
organick¢ féze byly promyty nasycenym roztokem hydrogenuhligitanu sodného, vodou a suseny
bezvodym siranem sodnym. Rozpoust&dla byla odpafena za snizeného tlaku a bylo ziskano 250 mg (84
%) ketonu 37: [a]p™ +22,9 (¢ 0,38, CHCl;). 'H NMR (400 MHz, CDCL): 8 1,00 (3H, s, H-19), 1,22 (3H,
s, H-18), 3,66 (3H, s, OCH;). °C NMR (101 MHz, CDCl;): § 213,04, 179,09, 51,93, 44,51, 42,38, 42,24,
40,24, 37,38, 36,61, 35,02, 34,38, 31,58, 29,83, 28,38, 26,66, 22,75, 20,60, 20,55. IC spektrum (CHCL;):
2980, 2934, 1465, 1435, 1383 (methyl); 1720, 1711 (C=0); 1244, 1124 (C-0). MS (ESI) m/z: 315,2 (100
%, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C;gHO;Na (M+Na) vypodteno: 315,193 1; nalezeno: 315,1929.

Piiklad 35: Methyl (25,4a5,4bS,7R,8aR,10aS)-7-hydroxy-2,4b-dimethyltetradekahydrofenantren-2-
karboxylit (38)
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Latka 38 byla pfipravena z latky 37 (100 mg, 0,34 mmol) analogicky dle pfipravy latkek 32, Byl ziskan
nekrystalizujici hydroxyderivat 38 (71 mg, 71 %): [a]o™ +21,6 (¢ 0,19, CHCI;). 'H NMR (400 MHz,
CDCL): 8 0,90 (3H, s, H-18), 1,18 (3H, s, H-19), 3,66 (3H, s, H-OCH;), 3,58-3,65 (1H, m, H-3). °C
NMR (101 MHz, CDCl): § 179,37, 171,94, 51,88, 42,39, 42,33, 39,98, 36,52, 34,91, 34,66, 34,48, 31,91,
30,82, 29,10, 27,22, 23,46, 20,59, 20,33.-IC spektrum (CHCly): 3608 (OH); 2976, 2936, 1435, 1389
(methyl); 2936, 2865 (CH,); 1720 (C=0); 1192, 1126, 1036, 1022 (C-O). MS (ESI) m/z: 317,2 (100 %, M
+ Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro Ci3H;00;Na (M+Na) vypotteno: 317,2087; nalezeno: 317,2088.

Priklad 36: 4-(((2R,4aS$,4bS,75,8aS5,10aR)-7-(Methoxykarbonyl)-4a,7,8a-trimethyltetradekahydro-
fenantren-2-yl)oxy)-4-oxobutanovi kyselina (39)

Latka 39 byla ptipravena dle Obecného postupu II - pFiprava C-3 hemisukcindtu z latky 38 (60 mg, 0,20
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (15 % acetonu v petroletheru) bylo ziskano 42 mg (52 %)
derivatu 39: t.t. 110-111 °C (aceton/n-heptan). [a]p™ +23,3 (¢ 0,29, CHCl3). "H NMR (400 MHz, CDCl):
60,91 (3H, s, H-19), 1,19 (3H, s, H-18), 2,56-2,72 (4H, m, H-2" a H-4"), 3,66 (3H, s, H-OCH3), 4,75 (1H,
tt,Jy=11,3, /, =4,7, H-3). °C NMR (101 MHz, CDCL): § 179,37, 176,38, 171,86, 75,02, 51,91, 42,42,
42,39, 42,15, 39,97, 34,70, 34,58, 34,48, 32,24, 31,89, 29,46, 29,02, 28,92, 27,06, 26,83, 23,42, 20,58,
20,36. IC spektrum (CHCl;): 2937 (OCHs); 1718 (C=0); 1242, 1126, 1102 (C-O). MS (ESI) m/z: 393,3
(100 %, M - H), 3943 (25 %, M). HR-MS (ESI) m/z: Pro CyH3304 (M-1) vypocteno: 393,2283;
nalezeno: 393,2283.

Ptiklad 37: Methyl (25,4a5,4bS,7R,8aR,10aS)-2,4b-dimethyl-7-(sulfooxy)tetradekahydrofenantren-
— 2-karboxylit (40)
Latka 40 byla pfipravena dle Obecného postupu I - pFiprava C-3 sulfétu z 1atky 38 (100 mg, 0,34 mmol).
Byl ziskan sulfat 40 (72 mg, 47 %): t.t. 115-118 °C. [a]p*° +24,1 (c 0,23, CHCl;). 'H NMR (400 MHz,
CDCL): 6 0,89 (3H, s, H-19), 1,17 (3H, s, H-18), 3,65 (3H, s, OCH3), 4,45 (1H, tt, J, = 11,0 aJ, = 5,0, H-
+3), 8,01 (2H, m, H-2" a H-4’, pyridinium), 8,48 (1H, tt, J, = 7,9, J,= 1,5, H-3", pyridinium), 8,99 (2H, dd,
J1=6,5,/,=1,4), H-1" a H-5", pyridinium). *C NMR (101 MHz, CDCl,): § 179,39, 145,90 (C-1", C-57),
142,46 (C-3"), 127,33 (C-2°, C-4"), 79,55, 64,51, 51,87, 42,40, 42,33, 39,91, 34,83, 34,55, 34,48, 33,38,
31,84,29,02, 28,01, 27,05, 23,38, 20,57, 20,29. IC spektrum (CHCLy): 3140, 3099, 1490 (pyH); 1720
(C=0); 1435, 1380 (methyl); 1254, 1049, 957 (SO5); 1245, 1192, 1013 (C-O). MS (ESI) m/z: 373,2 (100
%, M - H - pyridin). HR-MS (ESI) m/z: Pro C;3sH2006S (M-H-pyridin) vypoéteno: 373,1690; nalezeno:
373,1688.

Priklad 38: (4a5,4bS,7S5,8aS,10aR)-7-(Hydroxymethyl)-4a,7-dimethyldodekahydrofenantren-2(1H)-
on (41)

Vodny roztok chlornanu sodného (4,5%, 1,05 ml) byl pfidan do roztoku diolu 29 (80 mg, 0,30 mmol) v
kyselin¢ octové (2,5 ml). Reakéni smés byla michana za teploty mistnosti 1 h, pak byl ptidan propan-2-ol

(1,5 ml) a sm& byla michdna 30 min. Reakce byla ukondena pfidanim vody (5 ml), produkt byl
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extrahovan chloroformem (3 x 10 ml), spojené organické extrakty byly promyty nasycenym roztokem
chloridu sodného a suSeny bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédla byla odpafena a odparek
chromatografovan na sloupci silikagelu (4 - 10 % acetonu v petrolétheru). Bylo ziskano 48 mg (60 %)
olejovitého ketonu 41: [a]p™ +26,1 (c 0,38, CHCl;). 'H NMR (400 MHz, CDCL): § 0,92 (3H, s, H-18),
1,01 (3H, s, H-19), 3,24-3,34 (2H, m, CH,OH). °C NMR (101 MHz, CDCL): § 213,36, 74,67, 44,65,
42,48, 42,47, 40,85, 37,42, 36,74, 35,86, 35,14, 34,24, 31,79, 28,77, 26,76, 22,85, 20,84, 20,28. IC
spektrum (CHCL;): 3630 (OH); 2931, 2867 (CHy); 1705 (C=0); 1034 (CCO). MS (ESI) m/z: 287,2 (100
%, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C;H30,Na (M+Na) vypotteno: 287,1982; nalezeno: 287,1981.

Piiklad 39: ((4aS,4bS,7S5,8a8,10aR)-4a,7-Dimethyldodekahydro-1H-spiro[fenantren-2,2'-
-[1,3]dioxolan]-7-yl)methanol (42)

Latka 42 byla pfipravena zlatky 41 (350 mg, 1,32 mmol) analogicky dle ptipravy latky 15.
Chromatografii na sloupci silikagelu (1 % triethylaminu a 10 % ethyl-acetétu v petrolétheru) bylo ziskédno
336 mg (82 %) olejovitého ketalu 42: [a]p™ +19,5 (¢ 0,11, CHCl;). 'H NMR (400 MHz, CDCl;): & 0,89
(3H, s, H-18), 0,93 (3H, s, H-19), 3,26 (2H, s, CH,OH), 3,93 (4H, s, OCH,CH,0). *C NMR (101 MHz,
CDCl;): 8 110,20, 74,94, 64,39, 64,22, 42,70, 41,22, 39,96, 35,82, 35,75, 34,77, 34,39, 33,86, 31,90,
30,37, 29,23, 26,86, 23,30, 20,74, 20,27. IC spektrum (CHCL): 3630, 3475 (OH); 1382, 1364 (methyl);
1183, 1093, 1068, 947 (COCOC); 1034 (CCO). MS (ESI) m/z: 331,3 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI)
m/z. Pro C19H3;,03Na (M+Na) vypotteno: 331,2244; nalezeno: 331,2246.

Piklad 40: (4aS$,4bS,7S,8aS,10aR)-7-(Methoxymethyl)-4a,7-dimethyldodekahydro-1 H-spiro-
[fenantren-2,2'-[1,3]dioxolan] (43)

Hydrid sodny (60% suspenze v oleji, 200 mg) byl pfidan k roztoku ketalu 42 (250 mg, 0,81 mmol) v
suSeném tetrahydrofuranu (17 ml) a smés byla pod inertni atmosférou argonu 1 h michdna a zahfivéna na
90 °C. Pak byl pfidan methyl jodid (0,4 ml, 6,5 mmol) a sm&s byla dale pod inertni atmosférou argonu 5 h
michéna a zahfivana na 90 °C. Po ochlazeni byl produkt extrahovan ethyl-acetitem, spojené organické
extrakty byly promyty nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného a suSeny bezvodym siranem
hofe¢natym. Odpafenim rozpoustédel bylo ziskano 240 mg (92 %) nekrystalizujiciho methoxyderivatu
(43): [a]p™ +15,9 (c 0,41, CHCL;). 'H NMR (400 MHz, CDCL): 5 0,89 (3H, s, H-18), 0,92 (3H, s, H-19),
2,99 (2H, s, CHy), 3,33 (3H, s, OCH3), 3,93 (4H, m, OCH,CH,0). C NMR (100 MHz, CDCl;): &
110,24, 85,24, 64,37, 64,21, 59,54, 43,20, 41,25, 39,85, 35,75, 35,23, 34,91, 34,76, 33,87, 31,87, 30,36,
29,19, 26,89, 23,30, 20,81, 20,73. IC spektrum (CHCl;): 2928, 1449 (CH,); 2832, 1438, 1387, 1381,
1366 (methyl); 1186, 1094, 1068, 947 (COCOC); 1102 (COC). MS (ESI) m/z: 345,3 (55 %, M + Na).
HR-MS (ESI) m/z: Pro C0H;3505 (M+1) vypocteno: 323,2581; nalezeno: 323.2580.

Piiklad 41: (4a5,4bS,75,8a8,10aR)-7-(Methoxymethyl)-4a,7-dimethyldodekahydrofenantren-2(1H)-
~on (43b)
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K roztoku ketalu 42 (145 mg, 0,45 mmol) v acetonu (2,5 mi) byla pfidina ziedéna kyselina
chlorovodikova (5%, 50 pl) a smés byla michana za teploty mistnosti 1 h. Reakce byla ukondena
pfidanim nasyceného vodného roztoku hydrogenuhlititanu sodného (10 ml), produkt byl extrahovan
ethyl-acetatem, spojené organické extrakty byly promyty nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného
a suseny bezvodym siranem sodnym. Odpafenim rozpoustédel bylo ziskano 120 mg (96 %)
nekrystalického ketoderivatu 43b: [oL]D20 +24,8 (¢ 0,42, CHCl5). 'H NMR (400 MHz, CDCL): 6 0,91 (3H,
s, H-18), 1,00 (3H, s, H-19), 3,02 (2H, s, CH,OH), 3,34 (3H, s, OCH;). *C NMR (100 MHz, CDCly): &
213,45, 84,91, 59,55, 46,05, 42,93, 42,49, 40,71, 37,43, 36,77, 35,27, 35,13, 34,70, 31,77, 28,72, 26,79,
22,85, 20,85, 20,83. IC spektrum (CHCL;): 2931, 2866 (CH,); 1706 (C=0); 1383 (methyl); 1102 (COC).
MS (ESI) m/z: 301,3 (100 %, M + Na), 279,3 (20 %, M + H). HR-MS (ESI) m/z: Pro CjsH30,Na
(M+Na) vypocteno: 301,2138; nalezeno: 301,2138.

Piiklad 42: (2R.4aS,4bS,7S,8aS,10aR)-7-(Methoxymethyl)-4a,7-dimethyltetradekahydrofenantren-
-2-ol (44)

Latka 44 byla pfipravena z latky 43 (40 mg, 0,14 mmol) analogicky dle ptipravy latky 17 za pouziti
metanolu. Chromatografii (10 % acetonu v petroletheru) bylo ziskano 28 mg (70 %) olejovitého
hydroxyderivatu 44: [a]p™ +19,7 (¢ 0,44, CHCL;). 'H NMR (400 MHz, CDCl;): § 0,88 (3H, s, H-18),
0,89 (3H, s, H-19), 3,00 (2H, s, CH,OH), 3,33 (3H, s, OCH;), 3,58-3,67 (1H, m, H-3). *C NMR (101
MHz, CDCl): 6 85,22, 72,05, 59,55, 43,15, 42,44, 40,48, 36,53, 35,21, 35,00, 34,88, 34,73, 32,06, 30,82,
29,40, 27,32, 23,54, 20,79, 20,52. IC spektrum (CHCls): 3609, 3451 (OH); 2956, 2865, 1388, 1380
(methyl); 1102 (COC); 1036 (C-OH). MS (ESI) m/z: 303,4 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro
CisH3,0,Na (M+Na) vypoéteno: 303,2295; nalezeno: 303,2295.

Priklad 43: 4-(((2R,4aS,4bS,75,8aS,10aR)-7-(Methoxymethyl)-4a,7-dimethyltetradekahydro-
fenantren-2-yl)oxy)-4-oxobutanova kyselina (45)

Latka 45 byla pfipravena dle Obecného postupu II - pFiprava C-3 hemisukcindtu z létky 44 (60 mg, 0,21
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (10 % acetonu v petroletheru) bylo ziskano 41 mg (50 %)
derivatu 45: t.t. 107-109 °C (aceton/n-heptan). [a]p”’ +38,8 (¢ 0,26, CHCI;). 'H NMR (400 MHz, CDCly):
8 0,88 (3H, s, H-19), 0,90 (3H, s, H-18), 2,53-2,72 (4H, m, OCCH,CH,CO0), 3,01 (2H, s, CH,OH), 3,34
(3H, s, OCH;), 4,69-4,81 (1H, m, H-3). *C NMR (101 MHz, CDCLy): & 177,12, 171,83, 85,10, 75,17,
59,55, 43,06, 42,26, 40,44, 35,24, 34,78 (2x), 34,68, 32,24, 32,04, 29,45, 29,33, 29,04, 27,17, 26,81,
23,50, 20,85, 20,55. IC spektrum (CHCL): 1726, 1717 (C=0); 1385 (methyt); 1169, 1101 (COC). MS
(ESI) m/z: 403,2 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C»,H30sNa (M+Na) vypo&teno: 403,2455;
nalezeno: 403,2455.

Piiklad 44: Pyridinium (2R,4aS,4bS,75,3aS,10aR)-7-(methoxymethyl)-4a,7-dimethyltetradeka-
hydrofenantren-2-yl-sulfit (46)
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Latka 46 byla ptipravena dle Obecného postupu I — priprava C-3 sulfdtu z latky 44 (98 mg, 0,35 mmol).
Byl ziskan sulfat 46 (105 mg, 68 %): t.t. 132-134 °C. [a]p™ +22,0 (¢ 0,26, CHCI;). 'H NMR (400 MHz,
CDCl): 6 0,87 (3H, s, H-19), 0,88 (3H, s, H-18), 3,65 (3H, s, OCH;), 2,99 (2H, s, CH,0), 3,32 (3H, s,
CH;0), 4,46 (1H, tt, J, = 11,1, J, = 4,8, H-3), 8,00 (2H, m, H-2" a H-4’, pyridinium), 8,47 (1H, tt, J, =
7,9, J, = 1,7, H-3’, pyridinium), 8,92-9,06 (2H, m, H-1" a H-5’, pyridinium). 3¢ NMR (101 MHz,
CDCl3): 8 145,78 (C-17, C-57), 142,52 (C-3"), 127,27 (C-2’, C-4"), 85,23, 79,75, 59,53, 43,20, 42,47,
40,43, 35,22, 34,94, 34,91, 34,63, 33,39, 32,01, 29,34, 28,01, 27,17, 23,47, 20,79, 20,51. IC spektrum
(CHCIy): 3140, 3099, 1490, 1024 (pyridinium); 1388, 1381 (methyl); 1262, 1254, 1173, 1047 (SOs);
1109, 1101 (COC). MS (ESI) m/z: 359,3 (100 %, M - H - pyridin). HR-MS (ESI) m/z: Pro C;sH;,05S
(100 %, M-H-pyridin) vypoéteno: 359,1898; nalezeno: 359,1895.

Priklad 45: (3R,5R,85,9S,108,135,145)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-
“3-0l (48)
Kovovy zinek (42 g) byl za stdlého michani postupné pfisypavan ke smési komeréng dostupného 3alfa-
“hydroxy-5beta-androstan-17-onu 47 (6 g, 0,02 mol) v metanolu (90 ml) a dichlormethanu (90 ml).
Reakeni smés byla ochlazena na 0 °C, byl ptikapan trimethylsilylchlorid (84 ml) a smé&s byla michana
pii teplot€ mistnosti 14 hodin. Priib&h reakce byl sledovan na TLC. Smés byla piefiltrovana p¥es
buni€inu, filtrt byl neutralizovan nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného. Produkt
byl extrahovén chloroformem (3 /{;( 50 ml), spojené organické faze promyty vodnym roztokem kyseliny
chlorovodikové (5%, 30 ml), nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného, vysueny bezvodym
siranem sodnym a rozpoustédla byla odpafena za sniZeného tlaku. Produkt byl &istén chromatografii na
silikagelu (4 % acetonu v petrolétheru). Bylo izolovéano 4,5 g (79 %) 5beta-androstan-3alfa-olu (48).
Latka 48: t.t. 143-144 °C. [a]p™ +10,9 (¢ 0,27, CHCl;). IC spektrum (CHCl,): 3608, 3446 (OH); 2972,
2887, 1377, (CHs); 2935, 2865, 1450; (CH,) 1081, 1065, 1034 (CO). 'H NMR (400 MHz, CDCL): §
0,68 (3H, s, H-18), 0,92 (3H, s, H-19), 3,58-3,67 (1H, m, H-3). ®C NMR (101 MHz, CDCl;): 72,05 (C-
- 3), 54,73, 42,28, 41,09, 40,91, 40,64, 39,22, 36,65, 36,38, 35,63, 34,89, 30,73, 27,37, 26,99, 25,70,
23,56, 20,99, 20,74, 17,65. Pro C,oH;,0 (276,2) vypolteno: 82,55 % C, 11,67 % H: nalezeno: 82,31 %
C, 11,82 % H.
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Priklad 46: Pyridinium (3R,5R,8S,9S,10S,13S,14S)-10,13-dimethylhexadecﬁzjlhydro-1H-cyklopenta-
[a]fenantren-3-yl-sulfat (49)

Latka 49 byla ptipravena dle Obecného postupu I — priprava C-3 sulfdtu z latky 48 (200 mg, 0,72 mmol).
Byly ziskany bil¢ krystaly sulfatu 49 (211 mg, 67 %): t.t. 180-182 °C (chloroform). [a]p™° +16,0 (c 0,28,
CHCl;/MeOH, 2:0,1 ml). '"H NMR (400 MHz, CDCly): 8 0,67 (3H, s, H-18), 0,92 (1H, s, CH-19), 4,48
(1H, tt, J; = 11,3, J, = 4,9, H-3), 7,94-8,04 (2H, m, H-2 a H-4, pyridinium), 8,47 (1H, tt, J, = 7,9, J, =
1,6, H-3, pyridinium), 8,97 (2H, dt, J, = 5,6, J» = 1,5, H-1 a H-5, pyridinium). *C NMR (101 MHz,
CDCl; /CD;0D): § 145,57 (C-1" a C-5", pyridium), 142,33 (C-3’, pyridinium), 127,07 (C-2’ a C-4,
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pyridinium), 79,71 (C-3), 54,67, 42.23, 40,97, 40,75, 40,53, 39,13, 36,23, 35,48, 34,67, 33,39, 27,80,
27,10, 26,81, 25,58, 23,35, 20,85, 20,61, 17,53. IC spektrum (CHCls): 1260, 1178, 1050, 970 (OSO;). MS
(ED) m/z: 355,2 (100 %, M - pyridinium). HR-MS (ESI) m/z: Pro CioH;,0.S vypoéteno: 355,1949;
nalezeno: 355,1949.

Priklad 47: 2-(((3R,5R.85,95,10S,135,145)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta-
|a]fenantren-3-yl)oxy)-2-oxoethanova kyselina (50)
5beta-Androstan-3alfa-ol 48 (100 mg, 0,362 mmol) byl rozpuitén v suseném dichlormethanu (2 ml).
Roztok byl ochlazen na 0 °C a za michani byl pfidan triethylamin (0.05 ml), kapka z roztoku N,N-
dimethylformamidu (0,03 ml) v dichlormethanu (2 ml) a chlorid kyseliny $tavelové (0,09 ml, 1,086
mmol). Smés byla ohfdta na 10 °C a pfi této teplot® michana 2 h. Nadbytek reagentu byl rozloZen
pfidavkem vody (10 ml) a michanim za teploty mistnosti 30 min. Poté byla odd&lena vodna vrstva,
dichormethan odpafen a odparek rozmichan v ethyl-acetatu (20 ml) a vodném roztoku uhliditanu
draselného (10%, 50 ml). Organicka vrstva obsahujici neutralni negistoty byla odstran&na, vodna faze
opatrn¢ okyselena zfedénou kyselinou chlorovodikovou (IN, to pH ~ 4) a extrahovéna ethyl-acetatem (2 ~
x 25 ml). Spojené extrakty byly promyty vodou, suSeny bezvodym siranem sodnym a rozpoutédla
odpafena za sniZeného tlaku. Krystalizaci ze smési aceton/n-heptan bylo ziskdno 70 mg (55 %)
hemiesteru kyseliny $tavelové 50: [a]D20 +27,9 (c 0,32, CHCl;): '"H NMR (400 MHz, CDCl;): 8 0,68
(3H, s, H-18), 0,96 (3H, s, H-19), 4,95 (18, tt, J; = 11,4, J, = 4,9, H-3).°C NMR (101 MHz, CDCL;): &
157,83, 157,48, 79,67, 54,69, 42,12, 41,08, 40,83, 40,60, 39,13, 36,30, 35,13, 34,88, 31,89, 27,11, 26,81,
26,32, 25,67, 23,37, 20,99, 20,72, 17,63. IC spektrum (CHCL3): 1734, 1726 (C=0), 1268, 1246 (C-0).
MS (ESI) m/z: 275,3 (100 %, M - COCOO), 347,3 (10 %, M - H). HR-MS (ESI) m/z: Pro C,H;,0, (M-
~ H) vypolteno: 347,2228; nalezeno: 347,2232. |

Piiklad 48: 2-(((3R,5R,85,95,10S,135,14S5)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta-
[a]fenantren-3-yl)oxy)-2-oxopropanovi Kkyselina (51)

Latka §1 byla pfipravena dle Obecrného postupu 11 — priprava C-3 malondtu z latky 48 (100 mg, 0,36
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (1 — 10 % acetonu v petroletheru) bylo ziskdno 67 mg (51
%) nekrystalyzujiciho derivatu 51: [a]92° +27,8 (¢ 0,35, CHCl;). '"H NMR (400 MHz, CDCl;): 6 0,68 (3H,
s, H-18), 0,94 (3H, s, H-19), 3,42 (2H, s, H-2"), 4,80-4,90 (1H, m, H-3). >C NMR (101 MHz, CDCl;): &
169,05, 168,01, 77,04, 54,72, 42,10, 41,10, 40,94, 40,64, 40,20, 39,17, 36,33, 35,20, 34,90, 32,16, 27,15,
26,87, 26,59, 25,68, 23,48, 21,02, 20,75, 17,66. IC spektrum (CHCL;): 1755, 1736,1717 (C=0); 1330
(OH). MS (ESI) m/z: 317,3 (100 %, M - HCOOH), 361,3 (20 %, M - H), 723,6 (10 %, 2M - H). HR-

- MS(ESI) m/z: Pro C»oH3304 (M-H) vypogteno: 361,2385: nalezeno: 361,2380. 52.

Priklad 49: (3R,5R,85,95,108,13S,145)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-
-3-yl N-2-((benzyloxy)- karbonyl)-N-omega-nitro-L-argininit (52)
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Smés androstanolu 48 (150 mg, 0,54 mmol), chrangného Z,NO,- argininatu (211 mg, 0,6 mmol), a 4-
(N, N-dimethylamino)pyridinu (7 mg, 0,06 mmol) bylo rozpuiténo ve smési acetonitrilu (20 ml) a
dichlormethanu (10 ml) a byl pfidan roztok dicyklohexylkarbodiimidu v benzenu (1M, 0,813 ml).
Reakeni smés byla michana v argonové atmosféte 17 h. Vysrazeny derivat N, N -dicyklohexylmo&oviny
byl odstran€n filtraci a filtrat nalit do nasyceného roztoku hydrogenuhliGitanu sodného, produkt byl
extrahovan do-ethyl-acetatu (3 x 25 ml), spojené organické faze byly promyty nasycenym vodnym
roztokem chloridu sodného (25 ml) a suSeny bezvodym siranem hofenatym. Rozpoustédla byla odpatena
za sniZeného tlaku. Vy¢isténim surového odparku (484 mg) chromatografii na sloupci silikagelu (20 %
acetonu v petroletheru) byl ziskan produkt 52 (226 mg, 68 %): t.t. 132-133 °C. [a]p™ -7,5 (¢ 0,25,
CHCL). 'H NMR (500 MHz, CDCls): § 0,69 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-19), 3,22-3,31 (1H, m, 5'b-
-CH), 3,41-3,50 (1H, m, 5'a-CH), 4,28-4,36 (1H, m, 2"-CH), 4,73-4,83 (1H, m, H-3), ), 5,12 (2H, s, CH,-
benzyl), 5,75 (1H, d, J = 8,0, NHCBz), 7,23-7,40 (5H, m, fenyl). *C NMR (101 MHz, CDCI3): § 171,43,
159,42, 136,01, 128,70, 128,49, 127,88, 76,57, 67,51, 54,54, 42,04, 40,98, 40,83, 40,50, 40,41, 40,29,
39,01, 36,24, 35,07, 34,78, 33,91, 32,20, 31,17, 27,06, 26,74, 26,58, 25,64, 26,56, 24,95, 24,48, 23,34,
20,92, 20,63, 17,55. IC spektrum: 1730 (C=0, ester); 1705 (C=0, karbamat); 1348, 1326, 1291(NO»);
1231 (fenyl). MS (ESI) m/z: 634 (100 %, M + Na), 612 (70 %, M + H).

Priklad 50: (3R,5R,8S,95,108,13S,145)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-

-3-yl L-argininat dihydrochlorid (53) ,

K roztoku androstanol-Boc,NO,-argininatu 52 (203 mg, 0,33 mmol) v met'g;lolu (9,5 ml) a kyseling
octove (0,5 ml) byl pridan paladiovy katalyzator (Pd/C, 10%, 20,3 mg). Smés byla intenzivn& michéna za
mirného pfetlaku vodiku 18 h za teploty mistnosti. Priibéh reakce byl kontrolovan TLC, ve smési
petrolether/aceton, 1:1. Po vymizeni vychozi litky byl katalyzator odfiltrovan pres maly sloupec
kemeliny. Filtrat byl zfedén chloroformem (5 ml), promyt zfed&nou kyselinou chlorovodikovou (5%, 5
ml) a suSen bezvodym siranem hofe¢natym. VysraZeny hydrochlorid 53 (140 mg, 84 % ) byl odsat a
susen na vzduchu. Produkt 53 byl krystalizovan ze smé&si metanol/voda: t.t: 238-240 °C. [a]p™ +20 (¢
0,32, CHCly). '"H NMR (400 MHz, CDCL): § 0,74 (3H, s, H-18), 1,00 (3H, s, H-19), 3,27 2H, d,J=17.8,
H-57), 4,06 (1H, d, J = 7,8, H-2), 4,89 (1H, m, H-3). °C NMR: (101 MHz, CD;0D): § 169,69, 78,49,
62,66, 55,92, 53,69, 43,29, 42,16, 42,.03, 41,67, 41,54, 37,52, 35,83, 33,19, 28,75, 28,09, 27,92, 27,57,
26,52, 25,64, 25,54, 23,75, 21,94, 21,43, 22,13, 17,86. IC spektrum (CHCL): 3344, 3164, (NH); 1703,
1681, 1600 (guanidinium); 1727 (C=0, ester). MS (ESI) m/z: 433,4 (100 %, M - 2HCI). HR-MS (ESI)
m/z: Pro Cys HisNg O, (M-2HCI) vypodteno: 433,3537; nalezeno: 433,3537.

Priklad 51: (35,5R,85,95,108,13S,145)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a] fenantren-
3-yl 4-methylbenzensulfonat (55)

K roztoku Sheta-androstan-3beta-olu 54 (pFipravenému stejnym postupem jako 48, 4 g, 14,47 mmol) v
suchém pyridinu (75 ml) vychlazenému na 0 °C byl pfidan 4-(N, N-dimethylamino)pyridin (150 mg, 1,2
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mmol) a chlorid kyseliny para-toluensulfonové (5,52 g, 28,94 mmol). Reakéni smés byla ohfata na
teplotu mistnosti a pot¢ michana 24 h. Pribéh reakce byl sledovan chromatografii na tenké vrstvé
silikagelu (petrolether/ether, 4:1). Po vymizeni vychozi latky byla reakéni smés nalita na led a vyloudeny
pevny produkt 55 (5,88 g, 94 %) odsat, promyt vodou a suen pii 50 °C: [a]™ +2,9 (¢ 0,61, CHCL). 'H
NMR (400 MHz, CDCL): § 0,66 (3H, s, H-18), 0,94 (3H, s, H-19), 2,44 (3H, s, CHs-tosylat), 4,81-4,85
(1H, m, H-3), 7,32 (2H, d, J = 8,2, tosylat), 7,79 (2H, d, J = 8,2, tosylat), *C NMR (101 MHz, CDCl;): &
144,38, 134, 95, 129,83 (2x), 127,75 (2x), 81,06, 54,80, 41,08, 40,62, 40,52, 39,19, 36,91, 36,10, 34,96,
31,49, 30,25, 26,64, 26,37, 25,96, 25,63, 23,78, 21,77, 21,21, 20,71, 17,65. IC spektrum (CHCl;): 2960
(CH;); 1174 (SO); 905 (C-0). MS (ESI) m/z: 883,4 (100 %, 2M + Na), 453,2 (80 %, M + Na). HR-MS
(ESI) m/z: pro CosH3sO3NaS (M+Na) vypotteno: 453,2434; nalezeno: 453,2434,

Pfiklad 52: (3R,5R,85,95,108,13S,14S)-3-Azido-10,13-dimethylhexadekahydro-1 H-cyklopenta-
[a}fenantren (56)

Tosylderivat 55 (5,88 g, 13,68 mmol) a azid sodny (7,11 g, 109,5 mmol) v N,N'-dimethylformamidu (65
ml) byly pod argonovou atmosférou michany pti 55 °C 4 h. Poté byla reakéni smés nalita do vody,
produkt extrahovéan do ethyl-acetatu (3x 80 ml), spojené organické faze promyty zfed&nou kyselinou
chlorovodikovou (5%, 21,’x 40 ml), vodou, nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhliditanu draselného
(255( 40 ml), vodou a suSeny bezvodym siranem hofe¢natym. Rozpoustédla byla odpafena za sniZzeného
tlaku a odparek (4 g) Cistén chromatografii na sloupci silikagelu (2 % étheru v petroletheru). Bylo ziskano
2,8 g (68 %) 3alfa-azidu 56 a 0,8 g (19 %) jeho smési (1:1) s 3beta izomerem: [a]p™ +22,4 (c 0,29,
CHCL;). 'H NMR (400 MHz, CD;0D): § 0,68 (3H, s, H-18), 0,94 (3H, s, H-19), 3,31 (1H, tt, J, = 11,8, J>
=4,5, H-3). "C NMR (101 MHz, CDCL): § 61,43, 54,64, 42,57, 41,07, 40,92, 40,61, 39,12, 36,33, 35,85,
34,95, 32,63, 27,27, 26,90 (2x), 25,67, 23,63, 20,98, 20,72, 17,65. IC spektrum (CHCl): 2937, 2868
(CHs), 2094 (N3). MS (ESI) m/z: 274,25 (100 %, M - NoH), 259,24 (40 %, M - N;H). HR-MS (ESI) m/z:
Pro CigH;; (M-N3) vypoéteno: 259,2426; nalezeno: 259,2423,

Priklad 53: (3R,5R,8S,95,108,13S,14S5)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-
~3-amin (57)
Latka 57 byla pfipravena dle Obecného postupu V — katalytzcka hydrogenace z latky 56 (2,80 g, 9,29
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (20 % metanolu a 1% triethylaminu v dichlormethanu) bylo
ziskéno 1,74 g (68 %) aminu 57: [a]p” +14,0 (¢ 0,47, CHCly/MeOH, 1,8: 0,1). 'H NMR (400 MHz,
CD;OD): 8 0,67 (3H, s, H-18), 0,93 (3H, s, H-19), 2,80 (1H, m, H-3). °C NMR (101 MHz, CDCL;): §
54,64, 51,79, 42,69, 41,09, 40,89, 40,64, 39,18, 36,42, 36,22, 34,95, 30,45, 27,38, 27,01, 25,72, 25,66,
23,75, 21,00, 20,75, 17,67. IC spektrum (méfeno pro hydrochlorid) (KBr): 3104 (NH;"); 2973, 1450,
1377 (CHs). MS (ESI) m/z: 276,3 (100 %, M + H). HR-MS (ESI) m/z: Pro Cy4H3,N (M+H) vypodteno:
276,2686; nalezeno: 276,2686.
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Priklad 54: Ethyl 2-(((3R,5R,85,95,108,138,145)-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta-
|a]fenanthren-3-yl)amino)-2-oxoacetit (58)

K roztoku monochloridu-monoethylesteru kyseliny §tavelové (0,2 ml, 1,82 mmol) v suchém benzenu (10
ml) a suchém pyridinu (1 ml) byl za michéani piikapan roztok aminu 57 (100 mg, 0,36 mmol) v suchém
benzenu (15 ml). Reak¢ni smés byla michana za teploty mistnosti 1,5 h. Pak byla filtrovana, filtrat promyt
zfedénou kyselinou sirovou (5%, 2.;’x 10 ml), vodou (2 x 10 ml) a suSen bezvodym siranem sodnym.
Odparenim rozpoustédel za snizeného tlaku bylo ziskano 123 mg (90 %) amidu 58: t.t. 165-167 °C
(aceton/n-heptan). [a]p™ +36,7 (c 0,38, CHCL;). 'H NMR (400 MHz, CD;0D): 5 0,68 (3H, s, H-18), 0,95
(3H, s, H-19), 1,38 (3H, t, J = 7,1, CH,CHs), 3,75-3,87 (1H, m, H-3), 4,34 (2H, q, J = 7,1, CH,CH}), 6,96
(1H, d, J = 8,6, NH). °C NMR (101 MHz, CDCL): & 161,21, 155,77, 63,29, 54,82, 50,24, 42,44, 41,10,
41,04, 40,65, 39,22, 35,94, 34,86, 33,26, 29,85, 27,57, 27,12, 26,94, 25,68, 23,70, 20,99, 20,73, 17,65,
14,16. Ié spektrum (CHCL):1696 (C=0); 1377 (OEt). MS (ESI) m/z: 398,3 (100 %, M + Na). HR-MS
(ESI) m/z: Pro Cy3H3,05NNa (M+Na) vypodteno: 398,2666; nalezeno: 398,2668.

Priklad 55: 2-(((3R,5R,SS,9S,10S,13S,14S)-10,13-Dimethylhexadekahydro-lH-cyklopenta[a]-
fenantren-3-yl)amino)-2-oxooctova kyselina (59) P

K roztoku chranéného amidu 58 (110 mg, 0,29 mmol) v metanolu (3 ml) ochlazenému na 0 °C byl
pfikapan roztok hydroxidu sodného (120 mg, 3 mmol) v metanolu (2 ml). Reak¢ni smés byla michana pfi
10 °C 2 h. Poté byla nalita do vody, okyselena zfedénou kyselinou chlorovodikovou (5%)napH?2a
produkt extrahovan do étheru (3;‘)( 10 ml). Spojené organické faze byly promyty nasycenym roztokem
chloridu sodného, suseny bezvogym siranem sodnym a rozpoustédla odpafena za sniZeného tlaku. Bylo
ziskano 59 mg (64 %) monoamidu 59: t.t. 191-193 °C. [a]p™ +32,4 (¢ 0,21, CHCl;/MeOH, 1,8:0,4). 'H
NMR (400 MHz, CD;0OD): § 0,69 (3H, s, H-18), 0,96 (3H, s, H-19), 3,70-3,85 (1H, m, H-3), 7,14 (1H, d,
J = 8,2, NH). °C NMR (101 MHz, CDCl;) § 160,05, 156,62, 54,77, 51,29, 42,45, 41,10, 41,04, 40,62,
39,17, 36,32, 35,83, 34,85, 33,08, 27,40, 27,08, 26,90, 25,67, 23,67, 21,00, 20,72, 17,65. IC spektrum
(mefeno pro sodnou sil) (KBr): 1649 (C=0, amid); 1532 (amid); 1377 (CH;). MS (ESI) m/z 346,2 (100
%, M - H). HR-MS (ESI) m/z: Pro C,gH;;NO; (M-H) vypoiteno: 346,2388; nalezeno 346,2386.

P¥iklad 56: ((3R,5R,85,9S,105,13S,145)-10,13-Dimethylhexadecahydro-1H-cyklopenta[a]-
fenanthren-3-yl)amino)-3-oxopropanova kyselina (61)

Roztok aminu 57 (100 mg, 0,36 mmol) v sueném dichlormethanu (2 ml) s pyridinem (1 kapka) byl
pfidan k michanému roztoku methyl-3 -oxo-3-chloréj}3ropionétu (0,44 ml, 0,4 mmol) v dichlormethanu (3
ml). Reakéni smes byla michana za teploty mistnosti 1 h a potom nalita do vody. Vodna vrstva byla po
okyseleni zfedenou kyselinou chlorovodikovou (5%) vytfepana chloroformem, spojené organické vrstvy
byly promyty nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného, nasycenym vodnym roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného, opét nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného a suseny bezvodym

siranem hofe¢natym. Odpatenim rozpoustédel za sniZeného tlaku byl ziskan methylester 60 (130 mg, 96



%), ktery tvoiil (podle IC a NMR spekter) rovnovazna smés keto a enol formy a po charakterizaci
hmotnostnim spektrem byla pouzita pro dalsi reakci. MS (ESI) m/z: 398,4 (100 %, M + Na), 773,8 (40 %,
2M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C53H37NO; Na (M+Na) vypbéteno: 398,2666; nalezeno: 398,2666.
Roztok methylesteru 60 (130 mg, 0,35 mmol) a hydroxidu sodného (28 mg, 0,69 mmol) ve smési
tetrahydrofuran (1,5 ml) a voda (1,5 ml) byl michan za teploty mistnosti 3 h. Poté byla reak¢ni smés nalita
do vody a neutralni podily odstranény extrakci etherem. Vodna faze byla okyselena zfedénou kyselinou
chlorovodikovou (5%). Produkt byl extrahovan do ethyl-acetatu (3[3( 15 ml). Spojené organické extrakty
byly promyty vodou a su$eny bezvodym siranem hofe¢natym a rozpoustédla odpafena za snizeného tlaku.
Chromatografii na sloupci silikagelu (10 % acetonu v petrolétheru) bylo ziskéno 48 mg (37 %) amidu 61:
t.t. 126-128 °C. [a]n®® +25,4 (¢ 0,25, CHCL;). '"H NMR (400 MHz, CD;OD): § 0,68 (3H, s, H-18), 0,95
(3H, s, H-19), 3,29 (2H, s, COCH,CO), 3,83 (1H, tdt, J; = 12,4, J,=8,7, J;= 4,6, H-3), 6,3 (1H, d, J =
8,4, NH). >C NMR (101 MHz, CDCL): § 168,78, 167,91, 54,83, 50,59, 42,49, 41,09, 41,03, 40,65, 39,22,
38,58, 36,31, 35,94, 34,86, 33,33, 27,62, 27,11, 26,94, 25,67, 23,68, 20,98, 20,73, 17,64. IC spektrum
(KBr): 1731, 1719 (C=0, amid); 1630, 1622, 1561 (amid); 1377 (CH3). MS (ESI) m/z: 360,3 (100 %, M
- H), 721,5 (25 %, 2M - H). HR-MS (ESI) m/z: Pro C»H;4NO; (M-H) vypoéteno: 360,2544; nalezeno:
360,2536.

Priklad 57: 4-(((3R,5R,85,98,108,135,145)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta|a}-
fenantren-3-yl)oxy)-N,NV,N-trimethyl-4-oxobutan-1-amonium chlorid (62)

3-Karboxy-N, N, N-trimethylpropan-1-amonium chlorid (69 mg, 0,38 mmol) byl suspendovan v bezvodém
CH,Cl, (1 ml) v atmosféfe argonu. K reakéni smési ochlazené v ledové lazni byl ptidan po kapkach
chlorid kyseliny $tavelové (0,5 ml, 5,82 mmol), nasledovany katalytickym mnozstvim bezvodého N, N'-
-dimethylformamidu (3 pl, 0,03 mmol). Heterogenni smés byla temperovana na teplotu mistnosti a pfi té
michana 16 h. B&hem této doby se vytvofil Ciry roztok. Kapalné podily smé&si byly za sniZzeného tlaku
odpafeny a pevny zbytek rozpustén v nitromethanu (2 ml) a bezvodém pyridinu (0,10 ml, 1,24 mmol) pod
argonem. K tomuto roztoku byla ptidana sloutenina 48 (98 mg, 0,35 mmol). Reak&ni smés byla michana
4 h a nasledné byla reakce ukonena pfidanim vody (10 ml). Vznikla smes byla okyselena na pH 4
vodnym roztokem HCI (5% obj./obj.). Produkt byl extrahovén do chloroformu (3£\x 20 ml), roztok promyt
nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného (10 ml), vysuSen bezvodym siranem hofeCnatym a
odpafen za snizencho tlaku. Nezreagovany vychozi steroid 48 byl odstranén trituraci benzenem a zbyly
produkt byl krystalizovan ze smé&si chloroform/-heptan (1:1). Byly tak ziskany jehlicovité krystaly 62
(122 mg, 79%): t.t. 225-227 °C (n-heptan/CHCly). [a]p™ +24,9 (c 0,23, CHCL). '"H NMR (400 MHz,
CDCl): 8 0,69 (3H, s, H-18), 0,94 (3H, s, H-19), 2,03-2,14 (2H, br m, H-3") 2,46-2,50 (2H, br m, H-2"),
3,46 (9H, br s, N(CH;),), 3,63-3,71 (2H, br m, H-4"), 4,72 (1H, tt, J, = 11,3, J, = 4,6, H-3). BC NMR
(101 MHz, CDCl3): § 171,55 (CO), 75,45, 65,73, 54,53, 53,60, 41,98, 40,92, 40,77, 40,46, 39,00, 36,18,
35,12, 34,74, 32,26, 30,28, 27,03, 26,71, 26,63, 25,51, 23,33, 20,86, 20,57, 18,50, 17,50. IC spektrum
(CHCL3): 2950 (CH3); 1722 (C=0, ester); 1477 (NMe;") 1386 (CHs); 1230 (NMe;'); 1185 (CO). MS
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(ESI) m/z: 404 (100 %, M - Cl). HR-MS (ESI) m/z: Pro CyHssNO, (M-ClI) vypocteno: 404,3523;
nalezeno: 404,3526.

Priklad 58: 4-(((3R,5R,8R,9S,10S,13R,145)-10,13-Dimethyl-2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15-tetra-
dekahydro-1H-cyklopenta|a]fenantren-3-yl)oxy)-4-oxobutanova kyselina (64)

Latka 64 byla pfipravena dle Obecrného postupu I — priprava C-3 hemisukcindtu z latky 63 (103 mg, 0,38
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (25 % ethyl-acetatu v petroléthcru) bylo ziskdno 85 mg (60
%) derivatu 64: t.t. 127,7-128,3 °C (aceton/n-heptan). [a]p™ +30,8 (¢ 0,27, CHCl;). 'H NMR (400 MHz,
CDCl): 6 0,74 (3H, s, H-18), 0,97 (3H, s, H-19), 2,58-2,71 (4H, m, OCCH,CH,CO), 4,75 (1H, tt, J, =
11,3, /,= 4,8, H-3), 5,69 (1H, ddd, J, = 5,6, J» = 2,9, J; = 1,4, H-17), 5,83 (1H, m, H-16). *C NMR (101
MHz, CDCL): 6 177,03, 171,66, 143,89, 129,29, 74,95, 56,16, 45,64, 42,00, 41,30, 36,09, 35,00, 34,92,
34,49, 32,25, 32,01, 29,28, 28,87, 27,00, 26,54, 23,31, 20,72, 17,03. IC spektrum (CHCI;): 1717, 1726
(C=0, COOH); 1578 (C=C). MS (ESI) m/z: 397,3 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C»;H;,04Na
(M+Na) vypocteno: 397,23493; nalezeno; 397,23484.

Piiklad 59: 3-(((3R,5R,8R,9S,10S8,13R,14S5)-10,13-Dimethyl-2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15-
- tetradekahydro-1H-cyklopenta|a]fenantren-3-yl)oxy)-3-oxopropanova kyselina (65)

Latka 65 byla ptipravena dle Obecrného postupu Il — priprava C-3 malondtu z latky 64 (102 mg, 0,37
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (25 % ethyl-acetatu v petroletheru) bylo ziskano (102 mg, 76
%) derivétu 65: t.t. 156,7-157,8 °C (aceton/n-heptan). [o]p> +30,4 (c 0,31, CHCL;). 'H NMR (400 MHz,
CDChL): 6 0,74 (3H, s, H-18), 0,98 (3H, s, H-19), 3,42 (2H, s, H-2"), 4,84 (1H, tt, J;= 11,3, J,= 4,8, H-3),
5,69 (1H, ddd, J, = 5,6, J, = 2,9, J; = 1,4, H-17), 5,83 (1H, m, H-16). *C NMR (101 MHz, CDCl5): &
169,06, 167,78, 143,84, 129,29, 76,90, 56,13, 45,64, 42,00, 41,32, 40,08, 36,06, 34,90 (2 x C), 34,48,
32,05, 31,99, 26,95, 26,51, 26,38, 23,27, 20,73, 17,03. IC spektrum (CHCly): 1760, 1735, 1719 (C=0);
1587 (C =C). MS (ESI) m/z: 383,2 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C»H3;,04,Na (M+Na)
vypo¢teno: 383,2193; nalezeno: 383,2192.

Priklad 60: (3R,5R,8R,95,105,13S8,145)-10,13-Dimethyl-17-methylenhexadekahydro-1H-cyklopenta-
[a]-fenantren-3-ol (66)
Hydrid sodny (60% v parafinovém oleji, 80 mg, 1,70 mmol) byl pfidin k roztoku
methyltrifenylfosfonium bromidu (619 mg, 1,73 mmol) v su§eném dimethylsulfoxidu (4 ml) pod inertni
atmosférou dusiku a reakéni smés byla michdna za teploty mistnosti 1 h. Potom byl pfidan roztok 17-oxo-
~5beta-androstan-3alfa-olu 47 (100 mg, 0,34 mmol) v suSeném tetrahydrofuranu (3 ml) a po 1,5 h michani
pti 70 °C, byl pfidan vodny roztok chloridu amonného. Produkt byl extrahovan do chloroformu (2xx 20
ml), spojené organické extrakty byly promyty nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného a suseny
bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédla byla odpafena za sniZeného tlaku a odparek Cistén preparativni

tenkovrstvou chromatografii (eluce 40 % etheru v petrole}hem). Byla ziskana slou¢enina 66 (90 mg, 90
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%): t.t. 147-149 °C (aceton/n-heptan). [a],™ +30,5 (¢ 0,22, CHCl;). '"H NMR (400 MHz, CDCL): 3 0,75
(3H, s, H-18), 0,93 (3H, s, H-19), 2,22 (1H, dtt, J, = 17,7, J, = 8,8, J5 = 2, H,-16), 2,47 (1H, dddd, J, =
16,9, J» = 10, J5 = 4,4, J, = 2,2, Hy-16), 3,62 (1H, m, H-3), 4,50-4,62 (2H, m, =CH,). *C NMR (101
MHz, CDCL): § 162,07 (C-17), 100,79 (C-20), 71,97 (C-3), 54,63, 44,34, 42,32, 40,89, 36,59, 36,04,
35,97, 35,57, 34,88, 30,69, 29,60, 27,28, 26,51, 24,32, 23,53, 20,86, 18,66. IC spektrum (CHCl5): 3609,
3451, 1031 (OH); 1653 (C=C). MS (ESI) m/z: 311,3 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: pro CyH3,0Na
(M+Na) vypocteno: 311,2345, nalezeno: 311,2344.

Priklad 61: 3-(((3R,5R,8R,95,108,135,145)-10,13-Dimethyl-17-methylenehexadekahydro-1H-cyklo-
penta|ajfenantren-3-yl)oxy)-3-oxopropanova kyselina (67)

Latka 67 byla ptipravena dle Obecného postupu Il — priprava C-3 malonatu z latky 66 (200 mg, 0,69
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (1 - 10 % acetonu v petrolétheru) byla ziskana sloucenina 67
(239 mg, 92 %): t.t. 109-111 °C (aceton/n-heptan). [a]p™ +49,5 (¢ 0,31, CHCL;). 'H NMR (400 MHz,
CDCl): 8 0,76 (3H, s, H-18), 0,96 (3H, s, H-19), 2,23 (1H, m, H-16a), 2,48 (1H, m, H-16b), 3,40 (2H, s,
COCH,CO), 4,62 (2H, m, =CH,), 4,83 (1H, m, H-3). >C NMR (101 MHz, CDCL): & 169,29 (COOH),
167,84 (COO), 161,96 (C-17), 100,87 (C-20), 76,87 (C-3), 54,63, 44,34, 42,14, 40,93, 40,30, 36,01,
35,92, 35,15, 34,90, 32,13, 29,61, 27,06, 26,56, 26,38, 24,31, 23,44, 20,91, 18,67. IC spektrum (CHCL;):
3510 (OH, COOH, monomer); 3120 (OH, COOH, dimer); 3069, 1654, 885 (=CH,); 1778 (C=0, COOH,
monomer); 1716 (C=0, COOH, monomer). MS (ESI) m/z: 397,3 (100 %, M + Na), 771,6 (10 %, 2M +
Na). Pro C»3H3404 (374,5) vypoéteno: 73,76 % C, 9,15 % H; nalezeno: 72,74 % C, 9,37 % H.

Priklad 62: 4-(((3R,5R,8R,9S,IOS,I3S,14._5')-10,13-Dimethyl-17-methylenhexadekahydro-lH-cyklo-
penta[a]fenan}itren-3-yl)oxy)-4-oxobutanové kyselina (68)

Latka 68 byla ;)ﬁpravena dle Obecného postupu Il — priprava C-3 hemisukcindtu z latky 66 (200 mg, 0,69
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (10 % acetonu v petroleltheru) byl ziskan derivat 68 (265 mg,
99 %) v podobé& pevné pény: [a]n”’ +54,5 (c 0,30, CHCl;). 'H NMR (400 MHz, CDCL): 3 0,76 (3H, s, H-
-18), 0,94 (3H, s, H-19), 2,23 (1H, m, H-16a), 2,47 (1H, m, H-16b), 2,56-2,68 (4H, m, OCCH,CH,CO),
4,61 (2H, m, =CH,), 4,74 (1H, m, H-3). >C NMR (101 MHz, CDCl;): § 177,61 (COOH), 171,81 (COO),
162,03 (C-17), 100,82 (C-20), 75,09 (C-3), 54,66, 44,35, 42,15, 40,91, 36,04, 35,94, 35,25, 34,91, 32,32,
29,62, 29,44, 29,11, 27,11, 26,71, 26,41, 24,32, 23,48, 20,90, 18,67. IC spektrum (CHCl;): 3516 (COOH,
monomer), 3100 (COOH, dimer), 1754 (C=0, COOH, monomer), 1717 (C=0, COOH, dimer). MS (ESI)
m/z: 411,2 (100 %, M + Na). Pro C,4H304 (388,5) vypoéteno: 74,19 % C, 9,34 % H; nalezeno: 73,97 %
C,9,38 % H.

Priklad 63: 5-(((3R,5R,8R,9S,10S,13S,145)-10,13-Dimethyl-17-methylenhexadekahydro-1H-cyklo-
penta[a]fenaljéitren-3-yl)0xy)-5-0x0pentanov:i kyselina (69)
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Latka 69 byla pfipravena dle Obecného postupu IV — priprava C-3 glutardtu z latky 66 (200 mg, 0,6
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (10 % etheru v petroletheru) byla ziskana pevna bila latka,
ktera krystalizaci ze smési aceton/voda dala pozadovany hemiester 69 (134 mg, 53 %): t.t. 84-86 °C
(voskovité krystaly). [a]p™ +52.3 (¢ 0,17, CHCL). 'H NMR (400 MHz, CDCL): 3 0,76 (3H, s, H-18),

0,95 3H, s, H-19), 2,16-2,28 (2H, m, H-16a, H-16b), 2,35-2,43 (4H, m, zbytek kyseliny glutarové), 4,58-

-4,65 (2H, m, =CHy), 4,74 (IH, tt, J; = 11,3, J, = 4,7, H-3). °C NMR (101 MHz, CDCl): & 178,33

i

(COOH), 172,38 (COO0), 161,87 (C-17), 100,66 (C-20), 74,48 (C-3), 54,49, 44,19, 42,00, 40,75, 35,87,
35,78, 35,11, 34,76, 33,59, 32,90, 32,26, 29,46, 26,95, 26,64, 26,25, 24,16, 23,33, 20,74, 19,94, 18,51. IC
spektrum (CHCls): 3517 (OH, COOH, monomer); 3069, 1654 (=CH»); 2675 (OH, COOH, dimer); 1756
(C=0, COOH, monomer); 1713 (C=0, COOH, dimer); 1722 (C=0, ester). MS (ESI) m/z: 425,2 (100 %,
M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C,sH;30,Na (M+Na) vypoéteno: 425,2662; nalezeno: 425,2662. Pro
CasH350, (402,6) vypodteno: 74,59 % C, 9,51 % H; nalezeno: 74,31 % C, 9,82 % H.

Priklad 64: 6-(((3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S)-10,13-Dimethyl-17-methylenhexadekahydro—lH-cyklo-
penta[a]fenantren-3-yl)oxy)-6-oxohexanova kyselina (70)

Dicyklohexylkarbodiimid (154 mg, 0,74 mmol) v sufeném benzenu (6 ml) byl pridan k roztoku adipové
kyseliny (120 mg, 0,82 mmol) v suSeném tetrahydrofuranu (6 ml) pod inertni atmosférou argonu a smés
byla michéna za teploty mistnosti 1,5 h. Potom byl b&hem 15 minut pfikapén roztok hydroxyderivatu 66
(120 mg, 0,41 mmol) a 4-(N, N-dimethylamino)pyridinu (7 mg, 0,05 mmol) v sufeném benzenu (7 ml).
Reakeni smés byla michana pfes noc za teploty mistnosti. Pevné podily byly odfiltrovany, rozpoustddla
odpafena za sniZzené¢ho tlaku a odparek chromatografovan na sloupci silikagelu (10 % acetonu v
petrolétheru). Byl ziskan hemiester 70 (80 mg, 46 %): t.t. 100-102 °C (aceton/voda). [a]p™ +42,5 (¢ 0,22,
CHCL;). '"H NMR (400 MHz, CDCl;): 8 0,76 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-19), 2,18-2,51 (6H, m, H,-16,
H,-16, zbytek kyseliny adipové), 4,61 (2H, m, =CH,), 4,73 (1H, m, H-3). >C NMR (101 MHz, CDCl;): §
178,35 (COOH), 172,98 (COO), 162,06 (C-17), 100,81 (C-20), 74,46 (C-3), 54,65, 44,35, 42,15, 40,90,
36,04, 35,94, 35,28, 34,92, 34,45, 33,60, 32,43, 29,62, 27,12, 26,81, 26,42, 24,56, 24,32, 24,25, 23,50,
20,90, 18,67. IC spektrum (CHCL;): 3517 (OH, COOH, monomer); 3069, 1654 (=CH,); 2675 (OH,
COOH, dimer); 1755 (C=0, COOH, monomer); 1712 (C=0, COOH, dimer); 1724 (C=0, ester). MS
(ESI) m/z: 439,2 (100 %, M + Na), 855,5 (5 %, 2M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro CasHiONa (M+Na)
vypocteno: 439,2818; nalezeno: 439,2817.

Priklad 65: Ethyl (E)-2-((5R,8R,9S,10S,13S,145)-10,13-dimethyl-1 7-oxohexadekahydro-3H-
cyklopenta|a]fenantren-3-yliden)-acetit a Ethyl (Z)-2-((5R,8R.9S,1 05,135,145)-10,13-dimethyl-17-

- oxohexadekahydro-3H-cyklopenta[a|fenantren-3-yliden)-acett (smés 72)

Triethyl 2-fosfonoacetat (20,4 ml, 103 mmol) byl p¥idén po kapkich k suspenzi hydridu sodného (60%
disperse v parafinovém oleji, 3,9 g, 98 mmol) v bezvodém tetrahydrofuranu (100 ml) pii 0 °C pod inertni

atmosférou argonu. Uvolnil se plynny vodik, heterogenni reakéni smés se vyletila a byla michana 30
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min. Potom byl ptikapan Sbheta-androstan-3,17-dionu 71 (14,9 g, 51,6 mmol) v bezvodém
tetrahydrofuranu (40 ml). Reak¢ni smés byla michana 2 h pfi 0 °C pod inertni atmosférou argonu, pak
byla nalita do nasycen¢ho roztoku chloridu sodného (200 ml), a produkt extrahovan do ethyl-acetatu (3}3(
150 ml).- Spojené organické extrakty byly promyty vodou, sueny bezvodym siranem sodnYﬁ ‘ a
rozpoustedla odpafena za sniZeného tlaku. Chromatografie odparku na sloupci silikagelu (15 % ethyl-
acetitu v petroletheru) poskytla olejovitou smés E~ a Z-isomerii 72 (1:1, pomér podle NMR spektra, 18,5
g, 99 %): '"H NMR (400 MHz, CDCLy): & 0,85 (6H, s, H-18), 0,95 (6H, s, H-19), 1,23-1,27 (6H, m,
OCH,CHs), 2,30 (1H, t, J = 13,7, H-40, Z-isomer), 2,40-2,47 (2H, m, H-16), 2,64 (1H, t, J = 13,4, H-4a,
E-isomer), 3,47 (1H, ddd, J; = 14,5, J, = 3,9, J; = 1,6, H-4, Z-isomer), 3,55-3,61 (1H, m, H-2B), 4,08-
~4.15 (4H, m, OCH,CH), 5,58 (1H, m, =CH, E-isomer), 5,60 (1H, m, =CH, Z-isomer). ’C NMR (101
MHz, CDCL): 8 221,25, 221,16, 167,05, 166,85, 164,25, 164,05, 113,08, 113,05, 59,59, 51,66, 47,99,
45,70, 44,89, 41,15, 41,07, 38,67, 38,29, 38,18, 36,04, 35,63, 35,48, 32,80, 31,90, 30,35, 26,99, 26,84,
25,28, 24,80, 23,37, 23,25, 21,94, 20,52, 20,45, 14,46, 13,95.

Priklad 66: 2-((3R,5R,8R,9S,10S,13S,145)-10,13-Dimethyl-17-oxohexadeka hydro-1H-cyklopenta-
[ajfenantren-3-yl)octova kyselina (74)

Latka 73 byla pfipravena dle Obecného postupu V ~ katalytickd hydrogenace z latky 72 (18,5 g, 51,6
mmol). Byla ziskéna olejovitd smés 3alfa/3beta-isomerdt 73 (18,5 g, 99 %), které se nepodaftilo
krystalizaci ani ¢aste¢n oddglit, proto byla surova smés uZita pro dalii reak&ni stupeii.

Roztok hydroxidu draselného (1,8 g, 33 mmol) ve vod& (5 ml) a ethanolu (40 ml) byl pridén ke smési 73
(2 g, 5,54 mmol). Reakéni smés byla zahfivana na 85 °C 1 h. Priib&h reakce byl sledovan tenkovrstvou
chromatografii. Po vymizeni vychozi latky byla reak&ni smés nalita na sm&s drceného ledu a vody,
okyselena zfedénou kyselinou chlorovodikovou (HCI/H,O, 1:2) na pH 1. Produkt byl extrahovan do
chloroformu (3}/x 50 ml), spojené organické extrakty byly promyty vodou, sueny bezvodym siranem
sodnym a rozpoustédla odpafena za snizeného tlaku. Surovy produkt (1,88 g) opakovanou krystalizaci z
ethanolu poskytl Cisty 3a-isomer 74 (133 mg, 7 %): tt. 130-133 °C (ethanol). [a]p® +96,5 (c 0,25,
CHCl;). '"H NMR (400 MHz, CDCls): & 0,84 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-19), 2,25 (QH,dd, J, =71, ),
= 3,0, CH,COOH), 2,44 (1H, m, H-16). °C NMR (101 MHz, CDCl;): § 221,59 (C-17), 177,85 (COOR),
51,69, 48,04, 43,33, 41,74, 41,05, 37,12, 36,10, 35,61 (2 x C), 35,22, 33,62, 31,92, 27,71, 27,14, 25,55,
23,95, 21,98, 20,26, 13,96. IC spektrum (CHCI3): 3518 (COOH, monomer); 3091 (COOH, dimer); 1731
(C=0, COOH, monomer); 1706 (C=O, COOH, dimer); 1706 (C=0). MS (ESI) m/z: 355,3 (100 %, M +
Na), 687,6 (20 %, 2M + Na). Pro C;;H3,0; (332,3) vypodteno: 75,86 % C, 9,70 % H; nalezeno: 75,89 %
C,9,57 % H.

Piklad 67: 7-(((3R,5R,8R,9S,10S,13S,145)-10,13-Dimethyl-17-methylenehexadekahydro-1H-cyklo-
pentafa]fenantren-3-yl)oxy)-7-oxoheptanovi kyselina (75)
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Latka 75 byla ptipravena dle Obecného postupu VII — Wittigova reakce za pouZiti n-butyl lithia z latky 74
(130 mg, 0,39 mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (10 % ethyl-acetatu v petroletheru) byl
regenerovan vychozi karbonyl (55 mg) a ziskdn methylen derivat 75 (50 mg, 38 %): t.t. 155-159 °C
(aceton). [a]p™ +30,4 (¢ 0,15, CHCl;). '"H NMR (400 MHz, CDCLy): § 0,76 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-
-19), 2,17-2,25 (3H, m, H-16a, CH,COOH), 2,47 (1H, m, H-16b), 4,61 (2H, d, J = 6,8, =CH,). °C NMR
(101 MHz, CDCl3): 6 178,11 (COOH), 162,22 (C-17), 100,74 (C-20), 54,72, 44,37, 43,46, 41,83, 41,03,
37,20, 36,09, 35,99, 35,68, 35,19, 33,70, 29,64, 27,76, 27,37, 26,53, 24,33, 24,05, 20,89, 18,69. IC
spektrum (CHCl3): 3518 (COOH, monomer); 3090 (COOH, dimer); 1733 (C=0, COOH, monomer);
1706 (C=0, COOH, dimer); 3069, 1653 (=CH,). MS (ESI) m/z: 329,2 (100 %, M - H), 659,5 (20 %, 2M -
‘H). sPro Cy,H340, (330,5) vypocteno: 79,95 % C, 10,37 % H; nalezeno: 79,66 % C, 10,41 % H.

Priklad 68: 2-(((3R,5R,8R,9S,10S,13S,145)-10,13-Dimethyl-17-methylenhexadekahydro-1H-cyklo-
penta|a]fenantren-3-yl)oxy)-N,N,N-trimethyl-2-oxoethan-1-ammonium chlorid (76)

K roztoku betainu (trimethyl glycinu, 255 mg, 1,6 mmol) sudeného pies noc pfi 50 °C v sueném
dichlormethanu, byl pfidan chlorid kyseliny §tavelové (2,06 ml, 24 mmol) a N,N’-dimethylformamid (4
kapky). Reak¢ni smés byla michéna za teploty mistnosti pfes noc. Potom byla rozpoustédla odpafena za
snizen¢ho tlaku a kodparku byl pfidan sujeny nitromethan (6 ml), sufeny pyridin (0,3 ml) a
hydroxyderivat 66 (160 mg, 0,55 mmol). Reakéni smés byla michana za teploty mistnosti p¥es noc, rano
byla nalita do vody a okyselena zfedénou kyselinou chlorovodikovou (5%) na pH 4. Produkt byl
extrahovan do benzenu. Benzenovy extrakt byl sufen bezvodym siranem hofednatym a rozpoustédlo
odpafeno za sniZzeného tlaku. Dvojnasobnou krystalizaci (chloroform/n-heptan) byla ziskdna kvarterni
amoniova sil 76 (136 mg, 57 %): t.t. 175-177 °C. [a]p*® +43,3 (¢ 0,24, CHCl;). 'H NMR (400 MHz,
CD;0D): 8 0,76 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-19), 3,65 (9H, br s, N(CH;)3), 4,62 (2H, d, J; = 7,3, =CH,),
4,80 (1H, tt, J; = 11,1, J,= 4,6, H-3), 4,88 (1H, 5, H-2"). *C NMR (101 MHz, CDCL): 5 164,39, 161,84,
102,93, 100,91, 78,00, 63,48, 54,41, 44,31, 42,18, 40,86, 35,90, 35,10, 34,87, 32,16, 29,60, 27,03, 26,57,
26,30, 24,30, 23,39, 20,90, 18,68. IC spektrum (CHCL): 3070, 1654, 1416 (C=CH,); 2960 (N(CHs),);
1743 (C=0); 1258 (C-0O). MS (ESI) m/z: 388.3 (100%, M - Cl), 389.3 (30%, M - C1 + 1). HR-MS (ESI)
m/z: Pro CysHypNO, (M-Cl) vypocteno: 388,3210, nalezeno: 388,3209.

Piiklad 69: (3R,5R,85,95,10S,13R,145,175)-10,13,17-Trimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta-
[a]fenantren-3-ol (77)

Létka 77 byla ptipravena dle Obecného postupu V — katalyticka hydrogenace z latky 66 (100 mg, 0,34
mmol). Krystalizaci ze smési aceton/n-heptan byl ziskam methyl derivat 77 (75 mg, 75 %): t.t. 151-153
°C (aceton/n-heptan). [a]p™ +18,1 (c 0,21, CHCL). 'H NMR (400 MHz, CDCl): § 0,52 (3H, s, H-18),
0,82 (3H, d, J = 6,8, 17-Me), 0,92 (3H, s, H-19), 3,62 (1H, m, H-3). >C NMR (101 MHz, CDCL) § 72,06
(C-3), 56,04, 45,31, 42,41, 42,34, 41,05, 37,91, 36,70, 36,28, 35,66, 34,90, 30,75, 30,43, 27,40, 26,81,
24,92, 23,58, 20,76, 13,97, 12,17. IC spektrum (CHCls): 3610, 1034 (OH); 1379 (methyl). MS (ESI) m/z:



313.2 (100%, M + Na). Pro C»oH3,0 (290,5) vypocteno: 82,69 % C, 11,80 % H; nalezeno: 82,62 % C,
11,37 % H.

Piiklad 70: 3-Oxo-3-(((3R,5R,85,9S,108,13R,14S8,175)-10,13,17-trimethylhexadekahydro-1H-cyklo-
penta|a]fenantren-3-yl)oxy)propanova kyselina (78)

Latka 78 byla pfipravena dle Obecného postupu Il — priprava C-3 malondtu z latky 77 (151 mg, 0,52
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (10 — 20 % ethyl-acetatu v petrolétheru) byl ziskan derivat
78 (162 mg, 82 %): t.t. 158-161,2 °C (aceton/n-heptan). [o]p™" +36,9 (¢ 0,31, CHCl;). 'H NMR (400
MHz, CDCls): 6 0,53 (3H, s, H-18), 0,82 (3H, d, J = 6,8, 17-methyl), 0,95 (3H, s, H-19), 3,36-3,47 (2H,
m, OCCH,CO), 4,79-4,89 (1H, m, H-3). *C NMR (101 MHz, CDCl): § 168,80 (COOH), 168,08 (COO),
77,05 (C-3), 55,96, 45,32, 42,34, 42,19, 41,04, 40,15, 37,84, 36,20, 35,19, 34,18, 32,18, 30,40, 27,16,
26,67, 26,59, 24,88, 23,49, 20,77, 13,98, 12,18. IC spektrum (CHCl;): 3511 (OH, COOH, monomer);
1760 (C=0, COOH, monomer); 1720 (C=0, COOH, dimer); 1386 (methyl). MS (ESI) m/z: 399,4(100 %,
M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C»H;604Na (M+Na) vypocteno: 399,2506; nalezeno: 399,2506.

Priklad 71: 4-Oxo0-4-(((3R,5R,85,98,10S,13R,14S8,175)-10,13,17-trimethylhexadekahydro-1H-cyklo-
penta|a]fenantren-3-yl)oxy)butanova kyselina (79)

Latka 79 byla ptipravena dle Obecného postupu Il — pfiprava C-3 hemisukcindtu z latky 77 (200 mg, 0,69
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (10 — 20 % ethyl-acetatu v petroletheru) byl ziskan hemiester
79 (123 mg, 89 %): t.t. 141-142 °C (aceton/n-heptan). [a]p> +34,4 (¢ 0,27, CHCL). 'H NMR (400 MHz,
CDCL): 8 0,51 (3H, s, H-18), 0,81 (3H, d, J = 6,8, 17-methyl), 0,92 (3H, s, H-19), 2,55-2,66 (4H, m,
OCCH,CH,CO), 4,73 (1H, m, H-3). ®C NMR (101 MHz, CDCL): § 175,34 (COOH), 172,03 (COO),
74,98 (C-3), 55,94, 45,29, 42,31, 42,17, 40,97, 37,83, 36,18, 35,29, 34,89, 32,36, 30,38, 29,65, 29,13,
27,19, 26,73, 26,68, 24,87, 23,51, 20,73, 13,97, 12,15. IC spektrum (CHCL): 3515 (OH, COOH,
monomer), 3086 (OH, COOH, dimer), 1755 (C=0, COOH, monomer), 1725 (C=0), 1717 (C=0, COOH,
dimer), 1381 (methyl). MS (ESI) m/z: 389,3 (100 %, M - H). Pro C34,H3304 (390,5) vypocteno: 73,81 %
C, 9,81 % H: nalezeno: 73,76 % C, 9,68 % H.

Priklad 72: 5-Oxo0-5-(((3R,5R,85,95,10S5,13R,148,178)-10,13,17-trimethylhexadekahydro-1H-cyklo-
penta[a}fenantren-3-yl)oxy)pentanova kyselina (80)

Latka 80 byla pfipravena dle Obecného postupu IV — priprava C-3 glutardtu z latky 77 (200 mg, 0,69
mmol). Chromatografii na sloupci silikagetu (20 — 30 % ethyl-acetatu v petroletheru) byl ziskan derivat
80 (135 mg, 96 %): t.t. 151-152 °C (aceton/n-heptan). [a]p™ +31,9 (¢ 0,27, CHCly). 'H NMR (400 MHz,
CDCl): 8 0,52 (3H, s, H-18), 0,82 (3H, d, J = 6,8, 17-methyl), 0,93 (3H, s, H-19), 1,96 (2H, p, J = 7.3,
H-3), 2,37 (H, t, J = 7,3, H-2"), 2,43 (2H, t, J = 7,3, H-4"), 4,74 (1H, m, H-3). °C NMR (101 MHz,
CDCl): 8 177,67 (COOH), 172,52 (COO), 74,74 (C-3), 55,98, 45,32, 42,34, 42,20, 41,01, 37,86, 36,21,
35,32, 34,92, 33,77, 32,92, 32,47, 30,41, 27,21, 26,83, 26,70, 24,90, 23,54, 20,76, 20,12, 13,99, 12,18. IC
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spektrum (CHCl;): 3516 (OH, COOH, monomer); 3089 (OH, COOH, dimer); 1755 (C=0, COOH,
monomer); 1723 (C=0); 1713 (C=0, COOH, dimer); 1380 (methyl). MS (ESI) m/z: 403,3 (100 %, M -
- H). Pro CysHyO4 (404.5) vypolteno: 74,22 % C, 9,97 % H; nalezeno: 74,08 % C, 9,81 % H.

Piklad 73: (45)-4-Amino-5-oxo0-5-(((3R,5R,88S,9S,10S,13R,14S,175)-10,13,17-trimethylhexadeka-
hydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)pentanova Kyselina (81)

K michané smési alkoholu 77 (500 mg, 1,72 mmol) a Boc-Glu(OBzl)-OH (640 mg, 1,90 mmol) v Serstve
usuSeném benzenu (35 ml) byly pfidany 4-(N,NV-dimethylamino)pyridin (21 mg, 0,172 mmol) a
dicyklohexylkarbodiimid (IM roztok v benzenu, 2,5 ml) pod inertni atmosférou argonu za teploty
mistnosti. Po 18 h byla reak¢ni smés nalita do nasyceného roztoku hydrogenuhligitanu sodného (40 mi),
produkt byl extrahovéan do ethyl-acetatu (31\ x 30 ml), spojené organické faze byly promyty vodou (2/‘x 10
ml). Vysrazend N, N'-dicyklohexylmodovina byla odfiltrovana, filtrat byl sufen bezvodym siranem
sodnym a rozpoustédla odpafena za snizeného tlaku. Dali porce N, N'-dicyklohexylmo&oviny byla
odkrystalovana a odfiltrovanav etheru. Filtrat obsahujici poZzadovany produkt byl odpafen za sniZeného
tlaku. Chromatografie odparku na sloupci silikagelu (10 % ethyl-acetatu v petrol&heru) poskytla pevnou
bilou p&nu chranéného glutamatu (960 mg, 91 %). Produkt byl charakterizovan NMR spektry a surovy
pouzit pro dalsi stupeii. 'H NMR (400 MHz, CDCL): § 0,53 (3H, s, H-18), 0,83 (3H, d, J = 6,8, H-20),
0,94 (3H, s, H-19), 1,43 (9H, s, t-Bu), 2,26-2,43 (2H, m, H-4"), 4,32-4,41 (1H, m, CH-2%), 4,72 (1H, tt, J,
=11,3,,=4,7, H-3), 5,17 (2H, d, J = 5,1, CHa-benzyl), 7,34-7,38 (5H, m, fenyl). *C NMR (101 MHz,
CDChL): 6 172,41 (C-17), 172,37 (C-5"), 155,50 (OCONH), 135,48 (C-1’, fenyl), 128,74 (C-3’, C-5’,
fenyl), 128,54 (C-4’, fenyl), 128,35 (C-2’, C-6", fenyl), 80,15 (+~Bu), 74,93 (C-3), 67,32, 55,99, 53,30,
45,32, 42,34, 42,19, 41,01, 37,86, 36,21, 35,30, 34,90, 32,38, 30,91, 30,41, 28,46 (3 x C, +-Bu), 27,87,
27,20, 26,78, 26,69, 24,88, 23,53, 20,76, 13,98, 12,17. y

K roztoku chranéného esteru kyseliny glutamové (950 mg, 1,56 mmol) v absolutnim metanolu (55 ml)
byl pfidan paladiovy katalyzator na aktivnim uhli (10%, 50 mg). Reakéni smé&s byla michéana za teploty
mistnosti za energického michani pod mirnym pfetlakem vodiku 2 h, b&¢hem kterych byla reakce
dokoncena. Poté byl katalyzator odfiltrovan a rozpoustédla odpafena za sniZzeného tlaku. Odparek byl
rozpu§tén v dichlormetanu (8 ml) a za michani byla po kapkach piidina koncentrovani Kyselina
chlorovodikova (5 ml). Reakeni smés byla michéna za teploty mistnosti 30 min a poté za snizeného tlaku
odpafena dosucha. K odparku byla ptidina smés mef;}lolu (10 ml) a pyridinu (1 ml) a vznikly roztok
pfikapan za michani do vody (60 ml). Cela smé&s stala pies noc pii teplot€¢ 5 °C. Pevné podily byly
oddéleny filtraci, promyty Vo!fiou a sufenim na vzduchu byl ziskan poloester 81 (541 mg, 67 %, dva
stupng): t.t. 169-171°C (metanol). [a]p™ +52,5 (¢ 0,099, CHCly/MeOH, 1,7:0,8). 'H NMR (400 MHz,
CDCly/CD;0D, 6:1): 6 0,48 (3H, s, H-18), 0,78 (3H, d, J = 6,7, H-20), 0,90 (3H, s, H-19), 2,42-2.55 (2H,
m, H-4"), 3,52-3,61 (1H, m, CH-2"), 4,60-4,72 (1H, m, H-3). *C NMR (101 MHz, CDCl,/CD;0D, 6:1):
d 173,36 (COOH, COO0), 75,22 (C-3), 55,86, 55,83, 45,23, 42,25, 42,17, 40,95, 37,76, 36,14, 35,25,
34,83, 32,31, 31,16, 30,32, 29,76, 27,19, 26,65, 26,57, 24,81, 23,47, 20,70, 13,86, 12,05. IR (KBr): 2717,
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1540, 1491 (NH;"); 1745, 1718 (C=0, glutamyl ester); 1732 (CO); 1635 (COO"); 1022 (COC). MS (ESI)
m/z: 4423 (100 %, M + Na), 420,4 (45,%, M + H). HR-MS (ESI) m/z: Pro C,sHs,04N (M+H) vypotteno:
420,3108; nalezeno: 420,3108.

Priklad 74: 3-(((3R,5R,8R,9S,10S,13S5,14S,7)-17-Ethyliden-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-cyklo-
penta[a]fenantren-3-ol (82)
Hydroxyderivat 82 byl pfipraven podle literatury (Chem. Pharm. Bull., 31, 3819-3828, (1983)).

Priklad 75: 3-(((3R,5R,8R,9S,10S,138,14S,Z)-17-Ethyliden-10,13-dimethylhexadekahydro- 1H-cyklo-
penta[a]fenantren-3-yl)oxy)-3-oxopropanova kyselina (83)

Latka 83 byla pfipravena dle Obecného postupu Il — pFiprava C-3 malondtu z latky 82 (200 mg, 0,69
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (1 — 10 % acetonu v petroletheru) byl ziskan derivat 83 (239
mg, 92 %): t.t. 126-128 °C (aceton/petrolether). [a]n™ +24,0 (c 0,55, CHCL). 'H NMR (400 MHz,
CDCly): 6 0,86 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-19), 1,64 (3H, dt, J; = 7,1, J, = 2,0, H-21), 3,41 (1H, s, H-
-2), 4,84 (1H, m, H-3), 5,12 (1H, qt, J, = 7,2, J» = 2,1, H-20). ®C NMR (101 MHz, CDCL): & 179,31
(COOH), 171,59 (CO0), 150,42 (C-17), 113,45 (C-20), 76,94 (C-3), 56,42, 44,59, 41,87, 40,60, 37,50,
35,49, 35,05, 34,80, 32,13, 31,64, 29,03, 27,09, 26,58, 26,33, 24,54, 23,39, 21,19, 17,03, 13,25. IC
spektrum (CHCl3): 3516 (COOH, monomer), 3114 (COOH, dimer), 1751 (C=0, COOH, monomer), 1726
(C=0), 1717 (C=0, COOH, dimer). MS (ESI) m/z: 425,3 (100 %, M + Na). Pro C,sH3304 (402.5)
vypocteno: 74,59 % C, 9,51 % H; nalezeno: 74,68 % C, 9,42 % H.

Piiklad 76: 4-(((3R,5R,8R,9S,108,13S,14S,2)-17-Ethylidene-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
- cyklopentafa]fenantren-3-yl)oxy)-4-oxobutanova kyselina (84)

Latka 84 byla ptipravena dle Obecného postupu Il — pFiprava C-3 hemisukcindtu z 1atky 82 (200 mg, 0,66
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (3 — 20 % acetonu v petrole(theru) byl ziskan hemiester 84
(250 mg, 94 %): t.t. 152-154 °C (aceton/petrolether). [a]p™ +58,1 (¢ 0,21, CHCl;). 'H NMR (400 MHz,
CDCl): 8 0,85 (3H, s, H-18), 0,93 (3H, s, H-19), 1,65 3H, dt, J, = 7,1, J, = 1,9, H-21), 2,57-2,69 (4H, m,
OCCH,CH,CO), 4,75 (1H, m, H-3), 5,11 (1H, qt, J; = 7,1, J» = 2,0, H-20). *C NMR (101 MHz, CDCly):
6 177,07 (COOH), 171,83 (COO), 150,50 (C-17), 113,40 (C-20), 75,13 (C-3), 56,45, 44,59, 42,07, 40,70,
37,54, 35,52, 35,16, 34,82, 32,32, 31,66, 29,46, 29,03, 27,14, 26,74, 26,36, 24,56, 23,44, 21,19, 17,03,
13,25. IC spektrum (CHCL): 3516 (COOH, monomer), 3114 (COOH, dimer), 1751 (C=0, COOH,
monomer), 1726 (C=0), 1717 (C=0, COOH, dimer). MS (ESI) m/z: 425,3 (100 %, M + Na). Pro
CasH3304 (402,5) vypotteno: 74,59 % C, 9.51 % H; nalezeno: 74,68 % C, 9,42 % H.

PFiklad 77: 5-((3R,5R.8R9S,108,135,145,2)-17-Ethyliden-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-cyclo-

pentajajfenantren-3-yl)oxy)-5-oxopentanova kyselina (85)
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Latka 85 byla pfipravena dle Obecného postupu IV — pFiprava C-3 glutardtu z latky 82 (150 mg, 0,49
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (5 - 20% acetonu v petroletheru) byl ziskan derivat 85 (178
mg, 86 %): t.t. 100-103 °C (aceton). [a]p™ +57,3 (¢ 0.39, CHCl;). 'H NMR (400 MHz, CDCL): & 0,85
(3H, s, H-18), 0,93 (3H, s, H-19), 1,64 (3H, dt, J, = 7.1, J, = 1,9, H-21), 2,34-2,44 (4H, m, hemiglutarat),
4.74 (1H, m, H-3), 5,11 (1H, qt, J, = 7,0, J» = 1,9, H-20). °C NMR (101 MHz, CDCl;): § 178,19
(COOH), 172,55 (COO), 150,50 (C-17), 113,39 (C-20), 74,67 (C-3), 56,44, 44,59, 42,08, 40,69, 37,53,
35,51, 35,17, 34,82, 33,77, 33,04, 32,41, 31,66, 27,14, 26,82, 26,36, 24,55, 23,44, 21,19, 20,12, 17,03,
13,25. IC spektrum (CHCL;): 3517 (OH, COOH, monomer), 3116 (COOH, dimer), 1747 (C=0, COOH,
monomer), 1722 (C=0), 1713 (C=0, COOH, dimer). MS (ESI) m/z: 439,2 (100 %, M + Na), 855,5 (5 %,
2M + Na). Pro CosH4004 (416,6) vypocteno: 74,96 % C, 9,68 % H; nalezeno: 74,77 % C, 9,72 % H.

Priklad 78: (3R,5R,8R,9S,108,13S,14S,17R)-10,13-Dimethyl-17-(prop-1-en-2-yl)hexadekahydro-1H-
- cyklopentafa]fenantren-3-ol (87)
Latka 87 byla pfipravena dle Obecného postupu VII — Wittigova reakce za pouziti n-butyl lithia z latky 86
(1 g, 3,13 mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (10 % ethyl-acetdtu v petroletheru) byl ziskan
derivat 87 (760 mg, 76 %): t.t. 149-151 °C (aceton/n-heptan). [o]p™ +16,6 (¢ 0,39, CHCL3). '"H NMR (400
MHz, CDCl;): 8 0,54 (3H, s, H-18), 0,91 (3H, s, H-19), 1,75 (3H, s, H-21), 2,02 (1H, t, J = 9,1, H-17),
3,62 (1H, m, H-3), 4,69 (1H, s, H-22a), 4,83 (1H, s, H-22b). °C NMR (101 MHz, CDCl;) & 145,86 (C-
- 20), 110,78 (=CH,), 71,99 (C-3), 57,57 (C-17), 56,49 (C-14), 43,58, 42,31, 40,83, 39,25, 36,65, 36,39,
35,56, 34,80, 30,72, 27,34, 26,57, 25,67, 24,78, 24,36, 23,54, 21,04, 13,00. IR (CHCL;): 3609, 3447, 1033
(OH); 3085, 1639 (=CH,); 1376 (methyl). MS (ESI) m/z: 339.2 (100 %, M + Na). Pro C5,H3O (316,5)
vypocteno: 83,48 % C, 11,46% H; nalezeno: 83,49 % C, 11,55 % H.

Ptiklad 79: 3-(((3R,5R,8R,9S,108,13S,14S,17R)-10,13-Dimethyl-17-(prop-1-en-2-yl)hexadekahydro-
-1H-cyclopenta|a]fenantren-3-yl)oxy)-3-oxopropanova kyselina (88)
Latka 88 byla pfipravena dle Obecného postupu III — pFiprava C-3 malondtu z latky 87 (200 mg, 0,69
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (1 — 10 % acetonu v petroletheru) byl ziskan derivat 88 (158
mg, 81 %): tt. 147,7-148,3 °C (aceton/n-heptan). [a]p +37,9 (¢ 0,23, CHCl;). 'H NMR (400 MHz,
CDCl): 8 0,55 (3H, s, H-18), 0,94 (3H, s, H-19), 1,75 (3H, s, H-21), 2,03 (1H, t, J = 9,2, H-17), 3,36-
3,47 (2H, m, OCCH,CO), 4,70 (1H, s, =CH,), 4,79-4,91 (2H, m, H-3, =CH,). *C NMR (101 MHz,
CDCls): 3 168,86 (COOH), 168,03 (CO0), 145,84 (C-20), 110,88 (=CHy), 76,98 (C-3), 57,57 (C-17),
56,44 (C-14), 43,59, 42,11, 40,83, 40,20, 39,18, 36,32, 35,11, 34,81, 32,15, 27,11, 26,58, 26,44, 25,65,
24,80, 24,33, 23,46, 21,06, 13,02. IC spektrum (CHCL): 3599 (OH, COOH, monomer), 3128 (OH,
COOH, dimer), 1761 (C=0, COOH, monomer), 1718 (C=0, COOH, dimer), 1638 (=CH,). MS (ESI)
m/z: 425,3 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro CysH3;304Na (M+Na) vypolteno: 425,2662;
nalezeno: 420.2700. Pro CysH3304 (402,3) vypocteno: 74,59 % C, 9,51 % H; nalezeno: 74,32 % C, 9,43
% H.
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Priklad 80: 4-(((3R,5R.8R,9S,108,135,14S,17R)-10,13-Dimethyl-17-(prop-1-en-2-yl)hexadekahydro-
1H-cyklopenta|a}fenantren-3-yl)oxy)-4-oxobutanovi kyselina (89) |

Latka 89 byla pfipravena dle Obecného postupu Il — priprava C-3 hemisukcindtu z latky 87 (200 mg, 0,66
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (20 - 30 % ethyl-acetatu v petroletheru) byl ziskan derivat
89 (323 mg, 96 %): t.t. 148-149,5 °C (aceton/n-heptan). [a]p™ +42,5 (¢ 0,30, CHCl;). 'H NMR (400
MHz, CDClL): 8 0,54 (3H, s, H-18), 0,93 (3H, s, H-19), 1,75 (3H, s, H-21), 2,03 (1H, t, J = 9,2, H-17),
2,54-2,73 (4H, m, OCCH,CH,CO), 4,67-4,79 (2H, m, H-3, =CH,), 4,84 (1H, s, =CH,). °C NMR (101
MHz, CDCl): § 177,32 (COOH), 171,80 (COO), 145,84 (C-20), 110,83 (=CH,), 75,15 (C-3), 57,58 (C-
-17), 56,46 (C-14), 43,60, 42,11, 40,81, 39,20, 36,33, 35,21, 34,82, 32,34, 29,44, 29,06, 27,15, 26,73,
26,47, 25,66, 24,81, 24,35, 23,50, 21,05, 13,01. IC spektrum (CHCl;): 3518 (OH, COOH, monomer),
3100 (OH, COOH, dimer), 1755 (C=O, COOH, monomer), 1718 (C=0, COOH, dimer), 1640 (=CH,).
MS (ESI) m/z: 415,2 (100 %, M - H). Pro CyHsO4 (416,6) vypolteno: 74,96 % C, 9,68 % H; nalezeno:
74,94 % C, 9,65 % H.

Priklad 81: 2-((3R,5R,8R,9S,108,13S,14S8,17R)-10,13-Dimethyl-17-(prop-1-en-2-yl)hexadekahydro-
-1H-cyklopentala]fenanthren-3-yl)octova kyselina (91)

Latka 91 byla ptipravena dle Obecného postupu VII — Wittigova reakce za pouziti n-butyl lithia z latky 90
(202 mg, 0,56 mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (20 % etheru v petroleiheru) byl ziskan
derivat 91 (80 mg, 40 %): t.t. 198-200 °C (aceton/n-heptan). [a]*’» +27,3 (¢ 0,17, CHCl;). "H NMR (400
MHz, CDCL): § 0,55 (3H, s, H-18), 0,93 (3H, s, H-19), 2,26 (2H, d, J = 7,9, H-2, kyselina octova), 4,70
(1H, s, Hyans, =CH), 4,84 (1H, s, H;;, =CHs). °C NMR (101 MHz, CDCls): & 178,08 (COOH), 145,80
(C-20), 110,60 (C-21), 57,44, 56,37, 43,46, 43,25, 41,71, 40,78, 39,11, 36,00, 36,24, 35,54, 34,95, 33,55,
27,62, 27,26, 26,44, 25,52, 24,66, 24,21, 23,92, 20,89, 12,87. IC spektrum (CHCl): 3516 (OH, COOH,
monomer); 3085 (=CH,); 2684 (OH, COOH, dimer); 1753 (C=0, COOH, monomer); 1706 (COOH,
dimer). MS (ESI) m/z: 481,2 (100 %, M + Na). Pro C,4H330, (358,6) vypocteno: 80,39 % C, 10,68 % H;
nalezeno: 80,44 % G, 10,79 % H.

Priklad 82: Pyridinium (3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S,175)-17-jodo-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
- cyklopenta|a]fenanthren-3-yl-sulfit (93)

Latka 93 byla ptipravena dle Obecného postupu I — priprava C-3 sulfdtu z latky 92 (255 mg, 0,63 mmol).
Byl ziskan sulfat 93 (298 mg, 72 %): t.t. 118-120 °C. [a]*°>+58,5 (¢ 0,39, CHCl;/MeOH, (1,94: 0,20). 'H
NMR (400 MHz, CDCl): 6 0,79 (3H, s, H-18), 0,92 (3H, s, H-19), 3.76 (1H, t, J, 9.4, H-17a), 4,39 (1H,
tt, i = 11,0, 5, =5,0, H-3), 7,32 (2H, ddd, J, = 7,6, /, = 4,3, J; = 1,5, H-2" a H-4", pyridinium), 7,72 (1H,
tt, J; = 7,7, J, = 1,8, H-3', pyridinium), 8.64 (2H, dt, J; = 4,6, J>» = 1,7, H-1" a H-5", pyridinium). Bc
NMR (101 MHz, CDCl;) § 149,64 (C-1" a C-§', pyridinium), 136,45 (C-3°, pyridinium), 128,63 (C-2" a
C-4', pyridinium), 78,88, 50,15, 46,46, 44,29, 42,33, 42,12, 40,61, 37,22, 35,55, 34,73, 34,43, 33,45,
27,92, 27,04, 26,47, 25,56, 23,19, 20,58, 17,03. IC spektrum (CHCL): 3434, 3608 (OH); 1385 (CH;);
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1027, 1034 (C-0). MS (ESI) m/z: 381,2 (100%, M - H - pyridin). HR-MS (ESI) m/z: Pro C oH3004IS
vypoéteno: 481,0904; nalezeno: 481,0908.

Priklad 83: Pyridinium (3R,5R,8R,9S,10S,13S,145)-17,17-difluoro-10,13-dimethylhexadekahydro-

‘1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat (95)

’

Latka 95 byla piipravena dle Obecného postupu I — priprava C-3 sulfatu z latky 94 (86 mg, 0,28 mmol).
Byl ziskan produkt 95 (96 mg, 73 %): t.t. 185-187 °C. [a]*p +12,5 (c 0,28, CHCl;/MeOH, 1,97:0,04). 'H
NMR (400 MHz, CDClL3): 3 0,84 (3H, s, H-19), 0,92 (3H, s, H-19), ), 4,46 (1H, tt, J, = 10,8, J, = 5,1, H-

-3), 8,09-7,99 (2H, m, H-2" a H-4’, pyridinium), 8,44-8,51 (1H, m, H-3", pyridinium), 7,96-8,02 (2H, m,

H-1" a H-5', pyridinium). "C NMR (101 MHz, CDCl; a MeOH): § 145,84 (C-1" a C-5’, pyridinium),
142,42 (C-3', pyridinium), 127,27 (C-2" a C-4’, pyridinium), 79,51, 58,64, 49,62, 42,23, 40,48, 35,72,
35,45, 34,70, 33,44, 33,09, 29,23, 27,87, 26,89, 25,69, 23,34, 22,44, 20,06, 18,56, 13,46. IC spektrum
(CHCL): 1350, 1121 (CF,); 1247, 1168, 973, 947 (OSOs). MS (ESI) m/z: 391,2 (100 %, M - 1 - pyridin).
HR-MS (ESI) m/z: Pro CgHzoF,S vypoéteno 391,1760; nalezeno 391,1757.

Priklad 84: (3R,5R, 8R,9S,108,135,145,175)-10,13-Dimethylhexadekahydrospiro[cyklopenta-
[a]fenantren-17,2'-oxiran]-3-ol (96)

Tert-butoxid draselny (267 mg, 2,38 mmol) a trimethylsulfonium jodid (486 mg, 2,38 mmol) byly
najednou piiddny k roztoku S5beta-androstan-3aifa-olu (47, 346 mg, 1,19 mmol) v sufeném N,N'-
dimethylformamidu (6 ml) pod inertni atmosférou. Reakéni sm&s byla michéana za teploty mistnosti pres
noc. Potom byl pfidan nasyceny vodny roztok chloridu sodného a produkt byl extrahovan chloroformem
(3?x 30 ml). Spojené organické extrakty byly suSeny bezvodym siranem sodnym a rozpoustédla odpatena
za sniZeného tlaku. Odparek chromatografii na sloupci silakagelu (0 — 15 % ethyl-acetatu v petroletheru)
poskytl 96 (284 mg, 78 %): t.t. 149 - 150 °C (ether/petrolether). '"H NMR (400 MHz, CDCl;): § 0,85 (3H,
s, H-18), 0,92 (3H, s, H-19), 2,60 (1H, d, J= 5,1, H-20a), 2,89 (1H, d, J= 5,1, H-20b), 3,63 (1H, m, H-3).
“C NMR (101 MHz, CDCL): § 71,84 (C-3), 70,71 (C-17), 53,72 (C-20), 53,05 (C-14), 42,23, 40,79,
40,38, 36,55, 36,15, 35,53, 34,84, 34,32, 30,66, 29,28, 27,18, 26,08, 23,70, 23,45, 20,34, 14,48. HR-MS
(ESI) m/z: Pro CyH3,0,Na (M+Na) vypoéteno: 327,2294; nalezeno: 327,2293.

Ptiklad 85: Pyridinium (3R,5R, 8R,9S,108,135,14S,175)-10,13-dimethylhexadekahydrospiro-
[cyklopenta[a]fenantren-17,2'-oxiran]-3-yl-sulfat (97)

Latka 97 byla ptipravena dle Obecného postupu I — priprava C-3 sulfitu z latky 96 (50 mg, 0,16 mmol).
Byl ziskan sulfit 97 (36 mg, 47 %) ve form& pény: [alp™ +8,5 (¢ 0,14, CHCl;). 'H NMR (400 MHz,
CDClL): 6 0,83 (3H, s, H-18), 0,91 (3H, s, H-19), 2,64 (1H, d, J = 9,3, H-20a), 3,40 (1H, d, J = 10,5, H-
20b), 4,43 (1H, m, H-3), 7,57 (2H, ddd, J, = 7.6, ), = 6,1, J; = 1,4, H-2", H-4', pyridinium), 7,99 (1H, tt,
J1=17,7, /=18, H-3", pyridinium), 8,75 (2H, d, J = 4,6, H-1", H-5", pyridinium). 13C NMR (101 MHz,
CDCl3): & 83,60 (C-17), 71,83 (C-3), 58,54 (CH,Ns), 51,52, 46,19, 42,12, 40,64, 36,69, 36,50, 35,49,
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34,99, 34,80, 32,35, 30,62, 27,15, 26,34, 23,72, 23,43, 20,50, 14,30. IC spektrum (CHCl;): 3140, 3093;
1638 (pyridinium); 1252, 1147 (SO;). MS (ESI) m/z: 383.3 (40 %, M - H - pyridin). HR-MS (ESI) m/z:
Pro CyHj3,05S (M-H-pyridin) vypo¢teno: 383,1897; nalezeno: 383,1895.

Priklad 86: (3R,5R,8R,9S,10S,13S,14S5,17S)-17-(Azidomethyl)-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta|a]fenantren-3,17-diol (98)

Roztok slouceniny 96 (560 mg, 1,83 mmol), azidu sodného (341 mg, 5,68 mmol), a chloridu amonného
(341 mg, 6,37 mmol) v ethanolu (28 ml) a vodé (5,6 ml) byl zahtivan na 90 °C pies noc. Potom byla
pfidana voda, ethanol byl odpaten a produkt extrahovan chloroformem (Z_Z]X 50 ml). Spojené organické
extrakty byly suSeny bezvodym siranem sodnym a rozpoustédla odpafena za sniZzeného tlaku. Olejovity
odparek chromatografii na sloupci silikagelu (30 % etheru v petroiétheru) poskytl 500 mg (78 %) bilé
tuhé pény 98: [a]n™ 0,0 (c 0,11, CHCl;). 'H NMR (400 MHz, CDCL): & 0,86 (3H, s, H-18), 0,93 (3H, s,
H-19), 3,26 (1H, d, J = 12, H,-CHxN;), 3,54 (1H, d, J = 12, H,-CH,N;), 3,63 (1H, m, H-3). °C NMR
(101 MHz, CDCly): & 83,60 (C-17), 71,83 (C-3), 58,54 (CH,N3), 51,52, 46,19, *C NMR (100 MHz,
CDClL): 8 71,84 (C-3), 70,71 (C-17), 53,72 (C-20), 53.05 (C-14), 42,23, 40,79, 40,38, 36,55, 36,15,
35,53, 34,84, 34,32, 30,66, 29,28, 27,18, 26,08, 23,70, 23,45, 20,34, 14,48. IC spektrum (CHCL): 3613,
1037 (3a-OH); 3562, 1116 (17B-OH); 2106 (azid). MS ESI m/z: 370,2 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI)
m/z: Pro CyH330,N;Na (M+Na) vypodteno: 370,2465; nalezeno: 370,2464. .

Priklad 87: (4bR,6aR,8R,IOaS,l0bS,12aS)-8—Hydroxy-10a,1Za-dimethylhexadekahydrochrysen-'
~-1(2H)-on (99)

Jodid sodny (948 mg, 6,3 mmol) byl pfidan k roztoku slou¢eniny 98 (220 mg, 0,63 mmol) v suSeném
acetonitrilu (10 ml). Potom byl pfikapan trimethylsilyl chlorid (0,8 m, 6,26 mmol) pod inertni
atmosférou. Reakéni smés byla michana za teploty mistnosti a priib&h reakce sledovan TLC. Po
dokonceni konverze byla pfidana zfedéna kyselina chlorovodikova (5%, 10 ml). Produkt byl extrahovan
chloroformem (2/:x 40 ml). Spojené organické extrakty byly promyty roztokem sifi¢itanu sodného,
nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného, suSeny bezvodym siranem sodnym a rozpoustédla
odpafena za sniZeného tlaku. Zazloutly odparek byl chromatografovan na sloupci silikagelu (30 % etheru
v petrolétheru). Bylo ziskdno 140 mg (73 %) latky 99: t.t. 201-201 °C (éther/petroléther). [a]p>° -23,6 (¢
0,12, CHCl;). 'H NMR (400 MHz, CDCL): & 0,91 (3H, s, H-18), 1,06 (3H, s, H-19), 2,04 (1H, m, H-16a),
2,19 (1H, m, H-17a), 2,61 (1H, td, J, = 14,0 J» = 6,8, H-17b), 3,61 (1H, m, H-3). °C NMR (101 MHz,
CDCl3): & 216,70 (C-17a), 71,86 (C-3), 51,73, 48,53, 41,71, 39,88, 37.34, 36,36, 35,68, 35,09, 35,00,
32,79, 30,74, 27,27, 26,11, 25,93, 23,49, 23,16, 19,87, 17,06. IC spektrum (CHCls): 3609, 1037 (OH);
1698 (C=0). MS ESI m/z: 327,2 (100 %, M + Na), 631,5 (15 %, 2M + Na). Pro C,H3,0, (304,4)
vypocteno: 78.90 % C, 10.59 % H; nalezeno: 78,55 % C, 10,49 % H.

Priklad 88: (2R,4aS,4bS,6aS,10bS 6aS$,12aR)-4a,6a-Dimethyloktadekahydrochrysen-2-ol (100)
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Latka 100 byla pfipravena zlatky 99 (110 mg, 0,36 mmol) analogicky dle piipravy latky 48.
Chromatografie odparku na sloupci silikagelu (30 % etheru v petroletheru) poskytla latku 100 (68 mg, 65
%): t.t. 187-189 °C (aceton/n-heptan). [a]™ +17,1 (¢ 0,20, CHCl;). '"H NMR (400 MHz, CDCL): & 0,78
(3H, s, H-18), 0,89 (3H, s, H-19), 3,62 (1H, m, H-3). *C NMR (101 MHz, CDCl3) & 72.07 (C-3), 51,26,
42,54, 42,45, 42,00, 40,77, 36,52, 36,03, 35,20, 35,09, 33,77, 30,77, 27,45, 27,39, 25,53, 24,23, 23,62,
21,66, 20,38, 17,09. IC spektrum (CHCls): 3609, 3447,1031 (OH). MS ESI m/z: 313,3 (100 %, M + Na).
Pro CyoH340 (290,4) vypocteno: 82.69 % C, 11,80 % H; nalezeno: 82,42 % C, 11,71 % H.

Priklad 89: Pyridinium (2R,4aS,4bS,6aS,10bS,6aS,12aR)-4a,6a-dimethyloé;:adeé;hydrochrysen-2-
yl-sulfat (101)

Latka 101 byla pfipravena dle Obecného postupu I - pfiprava C-3 sulfdwu zlatky 100 (30 mg, 0,10
mmol). Byl ziskan suifat 101 (43 mg, 93 %): t.t. 173-174 °C. [a]p +20,4 (¢ 0,27, CHCl;)."H NMR (400
MHz, CDCls): 6 0,76 (3H, s, H-18), 0,87 (3H, s, H-19), 4,45 (1H, m, H-3), 8,00 (2H, m, H-2", H-4,
pyridinium), 8,48 (1H, t, J = 7,8, H-3", pyridinium), 8,98 (2H, d, J = 5,5, H-1°, H-5", pyridinium). *C
NMR (101 MHz, CDCls) 8 145,87 (C-1’, C-57), 142,38 (C-3"), 127,32 (C-2", C-4"), 79,82 (C-3), 51,28,
42,52, 42,45, 42,02, 40,67, 35,95, 35,13, 34,97, 33,75, 33,34, 27,92, 27,3, 27,22, 25,45, 24,20, 23,53,
21,63, 20,34, 17,07. IR (CHCl3): 3139, 3100, 1637, 1490 (pyridinium); 1263, 1238, 1235, 1043 (SOs).
MS ESI m/z: 369,3 (100 %, M - H - pyridin). HR-MS (ESI) m/z: Pro Cy0H330,S (100 %, M-H-pyridin)
vypodteno: 369,2105; nalezeno: 369,2103.

Priklad 90: 3-(((2R,4aS,4bS,6aS,10bS,12aR)-4a,6a-Dimethyloktadekahydrochrysen-2-yl)oxy)-3-
-~ oxopropanova kyselina (102)

Latka 102 byla pfipravena dle Obecného postupu 11l — priprava C-3 malondtu z latky 100 (132 mg, 0,45
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (30 % ethyl-acetatu v petroletheru) byl ziskan derivat 102
(157 mg, 92 %): t.t. 145,3-147,2 °C (aceton/n-heptan). [a]*, +25,3 (¢ 0,29, CHCL;). 'H NMR (400 MHz,
CDCl): 6 0,79 (3H, s, H-18), 0.91 (3H, s, H-19), 3,36-3,47 (2H, m, OCCH,CO), 4,80-4,90 (1H, m, H-3).
C NMR (101 MHz, CDCl;): § 168,89 (COOH), 168,08 (COO), 77,05 (C-3), 51,19, 42,51, 42,35, 41,79,
40,75, 40,17, 35,95, 35,05, 34,73, 33,77, 31,99, 27,43, 27,15, 26,58, 25,39, 24,20, 23,53, 21,62, 20,39,
17,08. IC spektrum (CHCL): 3510 (OH, COOH, monomer); 3131 (OH, COOH, dimer);1759 (C=O,
COOH, monomer); 1734 (C=0); 1717 (C=0, COOH, dimer); 1410, 1291 (C-O, COOH, dimer); 1345,
1178 (C-O, COOH, monomer). MS (ESI) m/z: 399,3 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro
Ca3H3604Na (M+Na) vypodteno: 399,2506, nalezeno: 399,2506.

Priklad 91: 4-(((2R,4aS,4bS,6aS,10bS,12aR)-4a,6a-Dimethyloktadekahydrochrysen-2-yl)oxy)-4-
-oxobutanova kyselina (103)

Latka 103 byla ptipravena dle Obecného postupu Il — pFiprava C-3 hemisukcindtu z latky 100 (100 mg,
0,34 mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (10 % étheru v petrolétheru) byl ziskan derivat 103 (81
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mg, 60 %): t.t. 136-138 °C (aceton/voda). [a]*, +34,8 (c 0,21, CHCl;). 'H NMR (400 MHz, CDCL): 8
0,79 (3H, s, H-18), 091 (3H, s, H-19), 2,59 (2H, ddd, J, = 7.6, J» = 6,1, Js = 1,4, zbytek kyseliny
jantarové) 2,68 (2H, ddd, J,= 7,3, .= 6,1, J;= 1,3, zbytek kyseliny jantarové), 4,75 (1H, tt, J;= 11,3, J,=
4,7, H-3). °C NMR (100 MHz, CDCL): § 177,29 (COOH), 171,66 (COO), 75,05 (C-3), 51,05, 42,37,
42,23, 41,64, 40,58, 35,81, 34,93, 34,68, 33,62, 32,03, 29,28, 28,92, 27,29, 27,04, 26,58, 25,26, 24,05,
23,41, 21,48, 20,23, 16,93. IC spektrum (CHCls): 3517 (OH, COOH, monomer); 2674 (OH, COOH,
dimer); 1753 (C=0, COOH, monomer); 1717 (C=0, COOH, dimer); 1727 (C=0, ester). MS (ESI) m/z:
413,2 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C,4H;40, vypocteno: 391,2843; nalezeno: 391,2839. Pro
C24H3304 (402,6) vypocteno: 73,81 % C, 9,81 % H; nalezeno: 73,54 % C, 9,88 % H.

Prikliad 92: 5-(((2R,4aS,4bS,6aS,10bS,123R)-4a,6a-Dimethyloktadekahydrochrysen-2-yl)0xy)-5-
- oxopentanovi kyselina (104)

Latka 104 byla pfipravena dle Obecného postupu IV — pfiprava C-3 glutardtu z latky 100 (106 mg, 0,36
mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (1 - 10 % acetonu v petroletheru) byla ziskana sloudenina
104 (137 mg, 93 %): t.t. 148,7-151,0 °C (aceton/n-heptan). [a]™; +31,7 (¢ 0,33, CHCL;). 'H NMR (400
MHz, CDCly): § 0,78 (3H, s, H-18), 0,90 (3H, s, H-19), 1,96 (2H, p, J = 7,3, H-3"), 2,36 (2H, t, J = 7,3,
H-2), 2,43 (2H, t, J = 7,3, H-4"), 4,74 (1H, m, H-3). ®C NMR (101 MHz, CDCl;): & 177.85 (COOH),
172,54 (COO), 74,74 (C-3), 51,22, 42,54, 42,39, 41,81, 40,74, 35,98, 35,11, 34,87, 33,78 (2 xC), 32,99,
32,29, 27,45, 27,21, 26,84, 25,43, 24,21, 23,58, 21,65, 20,39, 20,14, 17,09. IC spektrum (CHCL): 3517
(OH, COOH, monomer); 3087 (OH, COOH, dimer); 1750 (C=0, COOH, monomer); 1720 (C=0), 1714
(C=0, COOH, dimer); 1381 (CHs). MS (ESI) m/z: 427,3 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro
CasHyoOsNa (M+Na) vypolteno: 427,2819; nalezeno: 427,2819.

Priklad 93: 5-Benzyl 1-((2R,4aS,4bS,6aS,10bS,123R)-4a,6a-dimethyloktadekahydrochrysen—Z-yl)—N-
~ (tert-butoxykarbonyl)-L-glutamat (105)
K michanému roztoku slou¢eniny 100 (200 mg, 0,68 mmol), 4-(N, N-dimethylamino)pyridinu (8,5 mg,
0,068 mmol) a chranéné aminodikyseliny 5-benzyl-N-benzyloxykarbonyl-L-glutamové (Boc-Glu(OBzl)-
OH, 255 mg, 0,75 mmol) v suSeném benzenu (15 ml) byl piidan roztok dicyklohexylkarbodiimidu (1M,
benzen, 1 ml) a reakéni smés byla michana za teploty mistnosti pod inertni atmosférou argonu 5 h. Potom
byly pevné podily odfiltrovany, promyty sufenym benzenem. Reakeni smés byla zahusténa (asi na 2/3),
byl pfidan nasyceny vodny roztok kyselého uhliitanu sodného a produkt extrahovan do chloroformu (2;)'(
50 ml). Spojené organické extrakty byly promyty nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného a
sudeny bezvodym siranem sodnym. Chromatografie na sloupci silikagelu (3 % acetonu v petroletheru)
poskytla olejovitou slouceninu 105 (375 mg, 89 %): [ulp™ +17.5 (c 0,19, CHCL;). '"H NMR (400 MHz,
CDCL): 8 0,78 (3H, s, H-18), 0,90 (3H, s, H-19), 1,43 (9H, s, t-butyl), 2,15-2,25 (1H, m, H-3%), 2,37-2,52
(2H, m, H-4"), 428 (1H, m, H-2"), 4,76 (1H, m, H-3), 5,10 (3H, m, NH, OCHyPh), 7,35 (5H, m,
OCH,Ph). °C NMR (101 MHz, CDCly): 6 172,77 (C-1, C-5"), 156,15 (NHCO), 135,97 (C-1", benzyl),



-52“

128,72 (C-2", C-6"", benzyl), 128,42 (C-4"", benzyl), 128,35 (C-3"", C-5"", benzyl), 80,06 (OCMe;),
76,04 (C-3), 66,62 (OCH,Ph), 53,23, 51,15, 42,51, 42,34, 41,81, 40,72, 35,97, 35,08, 34,77, 33,78, 32,15,
30,49, 28,48 (3 x C, OCMes), 28,16, 27,44, 27,17, 26,72, 25,39, 24,21, 23,54, 21,65, 20,40, 17,09. IC
spektrum (CHCLy): 3436, 1713 (NH-Boc); 3092, 3068, 1454 (benzyl); 1730 (C=0); 1467, 1368, 1381,
1392 (Boc). MS (ESI) m/z: 632,4 (100 %, M + Na), 1242,6 (5 %, 2M + 1). Pro CyHssNOg (609,8)
vypodteno: 72,87 % C, 9,09 % H, 2,30 % N; nalezeno: 73,15 % C, 9,22 % H, 2,15 % N.

Pfiklad 94: (45)-4-Amino-5-(((2R,4aS,4bS,6a8,10bS,12aR)-4a,6a-dimethyloktadekahydrochrysen-2-
-yhoxy)-5-oxopentanova kyselina (106)
Roztok chran&ného steroidniho derivatu 100 (118 mg, 0,19 mmol) v metanolu (5 ml) byl michan v
pfitomnosti paladiového katalyzéatoru na aktivnim uhli (Pd/C, 10%, 5 mg) pod mirnym petlakem vodiku
za teploty mistnosti. Pribéh reakce byl sledovan chromatografii na tenké vrstvé (petrolether/aceton, 1:1).
Po 1,5 h byl katalyzitor odfiltrovén na kratkém sloupecku silikagelu a promyt chloroformem. Spojené
organické podily byly odpafeny. Chromatografie na sloupci silikagelu (10 % acetonu v petrole’fheru)
poskytla terc-butyloxykarbonylemf/}z:hrénény produkt (62 mg, 62 %). Olejovity odparek byl rozpu§tén v
koncentrované kyseling triﬂuoroctdve’ (1 ml) a roztok ponechan za teploty mistnosti 15 min. Potom byla
kyselina chlorovodikova odstranéna vyfoukanim proudem dusiku. Ke zbytku byla pfidéna smés
pyridin/metanol (0,5:4,5 ml) a vznikla smés byla po kapkach pridana ke smésiledu a vody (5 ml). A% se
led rozpustil, byla bild vylou¢ena srazenina odfiltrovana a susena pti 50 °C pfes noc. Bylo ziskano 106
(34 mg, 68 %): t.t. 162 - 165 °C (metanol). [a]*’» +20,7 (¢ 0,26, CHCLy/MeOH, 1,80:0,04). 'H NMR (400
MHz, CDCl;MeOH): § 0,72 (3H, s, H-18), 0,85 (3H, s, H-19), 2,41 (2H, m, H-3", H-4"), 3,68 (1H, m, H-
-2%), 4,75 (1H, m, H-3). *C NMR (101 MHz, CDCly/MeOH): & 177,55 (COOH), 171,27 (COO0), 76,71 (C-
-3), 53,42, 50,95, 42,22, 42,06, 41,59, 40,54, 35,72, 34,82, 34,43, 33,49, 33,27, 31,83, 27,47, 27,14, 26,92,
26,42, 25,15, 23,94, 23,18, 21,33, 20,12, 16,73. IC spektrum (CHCL): 2650, 2170, 1610 (NH;"); 1743
(C=0); 1571 (COO’). MS (ESI) m/z: 418,3 (100%, M - H), 837.5 (40%, 2M - H). HR-MS (ESI) m/z: Pro
CasHyoNO4 (M-H) vypodteno: 418,2962; nalezeno: 418,2959.

Pfiklad 95: 1-((3R,5R,8R,95,105,135,148)-3-(Methoxymethoxy)-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
- cyéi;)penta[a]fenantren-17(2H,10H,14H)yliden)-2-(tosyloxy)hydrazin (108)
K roztoku ketonu 107 (1,00g, 3 mmol) a tosylhydrazidu (1,63 g, 8,5 mmol) v suieném metanolu (70 mi)

&

bylo pfidano prachové molekularni sito (40 msh, 2 g) smé&s byla refluxovana za michani pod argonem 72
h. Prib¢h reakce byl monitorovan TLC, vyvijeni petroléther/aceton, 4 : 1. Reakéni smé&s byla ochlazena
na teplotu mistnosti, pfefiltrovana. Filtrt odpafen za sniZeného tlaku. Odparek rozpustén v toluenu (100
ml), sraZenina odfiltrovéna, filtrat odpafen za sniZeného tlaku. Odparek rozpustén v ethyl-acetatu. Roztok
byl promyt nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (3,3< 25 ml), nasycenym roztokem
chloridu sodného (25 ml) a suSen nad bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédla byla odpafena za

snizeného tlaku a odparek ¢istén chromatografii na sloupci silikagelu (15 % ethyl-acetatu v petroletheru).
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Bylo ziskano 1,05 g hydrazonu 108 (67,4 %): t.t. 97,4-99.5 °C. [a]p +44.2 (¢ 0,33, CHCI;). 'H NMR (400
MHz, CDCL): 6 0,82 (3H, s, H-18), 0,92 (3H, s, H-19), 2,43 (3H, s, Tos), 3,36 (3H, s, H-2’', MOM), 3,52
(1H, m, H-3), 4,67 (2H, s, H-1", MOM) 7,29 (2H, m, H-2"" a H-4"’, Tos), 7,81 (2H, d, J= 8,3, H-1"" a H-
5", Tos). "C NMR (101 MHz, CDCL): § 129,49, 128,64, 128,02, 125,96, 94,62, 55,16, 53,29, 41,95,
40,58, 35,32, 35,23, 34,85, 33,53, 31,76, 27,69, 26,91, 25,83, 25,34, 23,25, 21,82, 21,64, 20,15, 20,09,
19,79, 16,65, 13,69. IC spektrum (CHCl;): 2938 (CHa); 1659 (C=N); 1167 (S0;); 1045, 1036 (COCOC).
MS (ESI) m/z: 503,2 (10 %, M - CH3). Pro Cas HioN2OsS (518,7) vypoiteno: 64,84 % C, 8,16 % H, 5,40
% N; nalezeno: 65,17 % C, 8,50 % H, 5,08 % N.

Priklad 96: (3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S5)-3-(methoxymethoxy)-10,13-dimethyl-
2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15-tetradekahydro-1H-cyklopenta|a]fenantren (109)

Tosylhydrazon 108 (1 g, 1,93 mmol) v sufeném tetrahydrofuranu (30 ml) byl vychlazen na 0 °C a za
michani bylo ptidano methylithium (14 ml, 1,6 M, e/ther) pod argonem. Reakéni smés byla mich4na 2 h
pfi 0 °C a pfes noc za teploty mistnosti. Poté byla smés opé&t ochlazena na 0 °C, reakce ukontena
ptidavkem vody (50 ml). Produkt byl extrahovan do ethyl-acetatu (3 x 25 ml), spojené organické extrakty
promyty vodnym roztokem Kyseliny citronové (5%, 30 ml), nasycenym vodnym roztokem chloridu
sodného a suSeny bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédla byla odpatena za sniZeného tlaku. Odparek
(880 mg) byl ¢istén chromatografii na sloupci silikagelu (1 % acetonu v petroletheru). Bylo ziskano 606,4
mg (98,6 %) nekrystalizujiciho olefinu 109: [«]*’; +20,2 (¢ 0,35, CHCL;). 'H NMR (400 MHz, CDCl;): 8
0,74 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-19), 3,37 (3H, s, H-2" MOM), 3,53 (1H, tt, J, = 11,2, J, = 4,7, H-3),
4,69 (2H, s, H-1" , MOM), 5,67 (1H, ddd, J\= 5,8, J,= 3,0, J; = 1,5, H-16), 5,83 (1H, ddd, J;= 5.8, Jo =
2,5, J5= 1,1, H-16). °C NMR (101 MHz, CDCL,): § 144,08 (C-17), 129,45 (C-16), 94,75 (0O-C-0), 77,01
(C-3), 56,33, 55,31, 45,81, 42,44, 41,44, 36,27, 35,52, 35,21, 34,68, 33,82, 32,19, 27,84, 27,39, 26,76,
23,56, 20,86, 17,19. IC spektrum (CHCly): 3049 (C=C); 2935 (CH,); 1047, 1036 (COCOC). MS (ESI)
m/z: 341,4 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro C»H3;O,Na (M+Na) vypodteno: 341,2451;
nalezeno: 341,2452. Pro C;H340, (318,5) vypodteno: 79,19 % C, 10,76 % H; nalezeno: 79,29 % C, 10,85
% H.

Priklad 97: (3R,5R,8S,95,10S,13R,14S,16R)-3-(Methoxymethoxy)-10,13-dimethylhexadekahydro-
-1H-cyklopenta[a]fenantren-16-ol (110)

K nasycenému roztoku dimeru 9-borabicyklo[3,3,1]nonanu (102 ml, 51 mmol) ochlazenému na 0 °C byl
pod argonovou atmosférou pfiddn roztok olefinu 109 (2 g, 6,30 mmol) v tetrahydrofuranu (42 ml).
Reakeni smes byla michana pfi 0 °C pod argonem 4 h. Poté byla pfidéna voda (32,6 ml) a vodny roztok
hydroxidu sodného (10%, 32,6 ml), peroxid vodiku (30%, 48,6 ml) a vie michano za teploty mistnosti
pies noc. Nasledovalo pfidani sifiitanu sodného (3,36 g), kyseliny octové (98 %, 16,4 ml), vody (80,8
ml) a vodného roztoku kyseliny citronové (5%, 81,8 ml). Produkt byl vytfepan do ethyl-acetatu (3;"x 80
ml). Spojené organické extrakty byly promyty nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného (50 ml),
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vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (5%, 2:x 50 ml), opét nasycenym vodnym roztokem
chloridu sodného (50 ml) a suSeny bezvodym siranem sodnym. Organickd faze byla odpafena za
snizencho tlaku a chromatografii odparku na sloupci silikagelu (1 — 5 % acetonu v petroletheru) bylo
ziskano 1,26 mg (60 %) hydroxyderivatu 110: t.t. 98,7-100 °C (aceton/n-heptan). [a]p +16,6 (c 0,33,
CHCly). 'H NMR (400 MHz, CDCl,): 8 0,69 (3H, s, H-18), 0,91 (3H, s, H-19), 3,37 (3H, s, H-2", MOM),
3,53 (IH, tt, J; = 11,2, J/, = 4,7, H-3), 4,45 (1H, tdd, J,= 7,6, J,= 6,0, J; = 1,6, H-16), 4,69 (2H, s, H-1",
MOM). °C NMR (101 MHz, CDCly): § 94,72 (C-3), 77,03 (C-16), 72,07, 55,30, 52,31, 52,29, 42,28,
42,11, 40,80, 39,06, 37,44, 35,86, 35,54, 35,05, 33,74, 27,88, 27,33, 26,85, 23,56, 20,59, 18,81. IC
spektrum (CHCL): 3612 (OH); 2941 (CH,); 1040 (COCOC). MS (ESI) m/z: 359,3 (100 %, M + Na).
HR-MS (ESI) m/z: Pro CyH350; (M+H) vypotteno: 359,2558; nalezeno: 359,2558. Pro Cy Hs40; (336,5)
vypocteno: 74,95 % C, 10,78 % H; nalezeno: 74,68 % C, 11,02 % H.

Ptiklad 98: (3R,5R,85,9S,10S,13R,14S)-3-(Methoxymethoxy)-10,13-dimethylhexadekahydro-16H-

- cyklopentala]fenantren-16-on (111)
Latka 110 (3,17 g, 9, 4 mmol) byla rozpusténa v Serstvé sufeném dichlormethanu (150 ml). K roztoku byl
pfidan sueny pyridin (10 ml) a pyridinium chlorochromat (16,7 g, 77,5 mmol). Smé&s byla michana pod
argonem za teploty mistnosti 2 h. Potom byla piefiltrovana pfes maly sloupec silikagelu (15 g), ten
promyt ethyl-acetatem. Rozpoustédla byla odpafena odparek znovu rozpustén v ethyl-acetatu a promyt
vodnym roztokem kyseliny citronové (5%, 2;x 40 ml), nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného
(50 ml), nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (Z}X 30 ml), znovu nasycenym
vodnym roztokem chloridu sodného (50 ml) a suSen bezvodym siranem sodnym. Odpafenim rozpoustédel
za snizencho tlaku bylo ziskano 2,59 g (95 %) produktu 111: t.t. 107,9-108 °C(aceton/n-heptan). [a]p ¥

~134,7 (¢ 0,35, CHCl;). '"H NMR (400 MHz, CDCL): § 0,86 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-19), 3,37 3H, s,
H-2", MOM), 3,54 (1H, ddd, J, = 15,8, , = 11,1, J5 = 4,7, H-3), 4,69 (2H, s, H-1", MOM). *C NMR (101
MHz, CDCL;): & 218,91 (C=0), 94,78 (C-3), 56,12, 55,34, 51,91, 42,05, 40,68, 39,49, 39,40, 38,56,
35,47, 35,25, 35,10, 33,71, 27,87, 27,13, 26,89, 23,49, 20,50, 18,23. IC spektrum (CHCl;): 2937 (-CHy-);
1737 (C=0); 1045, 1037 (COCOC). MS (ESI) m/z: 335,3 (32 %, M + H) 273,2 (100 %). HR-MS (ESI)
m/z: Pro CyH3s03 (M+H) vypocteno: 335,2586; nalezeno: 335,2579. Pro CyH;40; (334,5) vypocteno:
75,41 % C, 10,25 % H; nalezeno: 75,66 % C, 10,33 % H.

Priklad 99: (3R,5R,85,9S5,108,13R,14S)-3-Hydroxy-10,13-dimethylhexadekahydro-16H-cyklopenta-
[a]fenantren-16-on ,4
K roztoku chranéného derivatu 111 (3 4 g, 10,2 mmol) v metanolu (95 ml) byl pridan roztok kyseliny
chlorovodikové (1,8 ml, 37%) v meténolu (30 ml). Reakéni smés byla michana pod argonem za teploty
mistnosti pfes noc. Poté byla pfiddna voda (100 ml) a smés zahusténa za sniZeného tlaku. Produkt byl
extrahovan do ethyl-acetatu (3' x 70 ml), spojené organické faze promyty nasycenym vodnym roztokem

hydrogenuhli¢itanu sodného, nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného, suseny bezvodym siranem
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sodnym a rozpouStédla odpafena za snizeného tlaku. Byl ziskan hydroxyketon 112 (3,17 g, 93 %): t.t.
135,8-136,7 °C (aceton/n-heptan). [a]*’) -167,4 (¢ 0,33, CHCL). 'H NMR (400 MHz, CDCl): 5 0,86
(3H, s, H-18), 0,96 (3H, s, H-19), 3,65 (1H, tt, J; = 10,8, J» = 4,7, H-3). *C NMR (101 MHz, CDCl;): &
218,88 (C=0), 71,81, 56,12, 51,91, 42,01, 40,74, 39,48, 39,40, 38,56, 36,55, 35,49, 35,22, 34,96, 30,64,
27,09, 26,93, 23,45, 20,51, 18,23. IC spektrum (CHCL3): 2936 (CH,); 1736 (C=0); 3609, 1032 (OH). MS
(ESI) m/z: 290,2 (100 %, M + Na). HR-MS (ESI) m/z: Pro CoH30, (M+Na) vypoéteno: 313,2138;
nalezeno: 313,2137. Pro C;sH300,(290,4) vypo&teno: 78,57 % C, 10,41 % H; nalezeno: 78,27 % C, 10,36
% H.

Priklad 100: (3R,5R,8S,9S,10S,13R,14S)-10,13-Dimethyl-16-methylenhexadekahydr0-1H-cyklo-
penta[a}fenantren-3-ol (113)

Latka 113 byla pfipravena zlatky 112 (800 mg, 2,76 mmol) analogicky dle ptipravy litky 66.
Chromatografii na sloupci silikagelu (1 - 5 % acetonu v petrolétheru) bylo ziskano 756 mg (95 %) 113:
tt. 165,3-165,6 °C (aceton/n-heptan). [a]*’p -69,8 (c 0,35, CHCls). "H-NMR (400 MHz, CDCl;): § 4,88
(ddh, J; = 4,4, J; = 3,0, J;= 1,6, 1H), 3,63 (1, J; = 11,1, J, = 4,7, 1H), 2,33 (ddt, J, = 16,1, J= 7.5, J, =
1,6, 1H). °C NMR (101 MHz, CDCL): § 151,39 (=CH,), 107,09 (C-16), 71,99 (C-3), 54,39, 49,61,
42,23, 40,89, 40,78, 38,79, 36,63, 35,96, 35,50, 34,91, 33,54, 30,71, 27,29, 26,85, 23,53, 20.92, 17,76. IC
spektrum (CHCl;): 3609 (-OH); 3015, 1658 (=CH,); 2934 (CH,). MS (ESI) m/z: 311,3 (100 %, M + Na).
HR-MS (ESI) m/z: Pro CysH3304Na (M+Na) vypolteno: 311,2345; nalezeno: 311,2344. Pro C,oH;,0
(288,5) vypocteno: 83,27 % C, 11,18 % H; nalezeno: 83,02 % C, 11,07 % H.

Priklad 101: Pyridinium (3R,5R,8S,95,10S,13R,14S)-10,13-dimethyl-16-methylenhexadekahydro-
1H-cyklopenta[a}fenantren-3-yl-sulfat (114)

Latka 114 byla pripravena dle Obecného postupu I - pfiprava C-3 sulfém zlitky 113 (83 mg, 0,29
mmol). Byl ziskan krystalicky sulfat 114 (66 mg, 56 %): t.t. 180-182 °C (chloroform). [0]*, -41,9 (c
0,35, CHCL). 'H NMR (400 MHz, CDCl;3): 8 0,70 (3H, s, H-18), 0,91 (3H, s, H-19), 2,30 (1H, dd, J, =
16,0, S, = 7,7) 4,45 (IH, tt, J, = 11,2, J, = 4,9 H-3), 4,87 (2H, m, =CH,), 8,02 (2H, m, H-2" a H-4’,
pyridinium), 8,48 (1H, t, J = 8,6, H-3', pyridinium), 8,99 (2H, d, J = 5,2, H-1" a H-5", pyridinium). "*C
NMR (101 MHz, CDCL): § 218,89 (C-16), 178,74, 145,89 (C-1" a C-5’, pyridinium), 142,39 (C-3’,
pyridinium), 127,31 (C-2" a C-4', pyridinium), 79,51 (C-3), 56,11, 51,94, 42,05, 40,68, 39,48, 39,38,
38,57, 35,42, 35,21, 34,85, 33,42, 27,85, 26,85, 26,82, 23,68, 20,40, 18,02. IC spektrum (CHCl;):1736
(C=0); 1656 (C=C); 1460 (=CH, pyridin); 1263, 1171, 969, 947 (0SO;). MS (ESI) m/z: 467,2 (100 %,
M + H - pyridin). HR-MS (ESI) m/z: Pro Cy0H;,0,S vypo&teno: 367, 1946; nalezeno: 367,1945.

Priklad 102: 4-(((3R,5R,85,9S,108,13R,145)-10,13-Dimethyl-16-methylenhexadekahydro-1H-

~-cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-4-oxobutanovi kyselina (115)
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Latka 115 byla pripravena dle Obecného postupu II — priprava C-3 hemisukcindtu z latky 114 ‘(95'mg,
0,33 mmol). Chromatografii na sloupci silikagelu (10 - 20 % acetonu v petroletheru) byl ziskan derivat
115 (120,4 mg, 84,3%): t.t. 165-165,7 °C (aceton/n-heptan). [a]*’, -36,8 (¢ 0,29, CHCl;). '"H NMR (400
MHz, CDCLy): 8 0,73 (3H, s, H-18), 0,94 (3H, s, H-19), 2,38 — 2,27 (2H, m, H-16a, H-16b), 2,72-2,55
(4H, m, poloester kyseliny jantarové), 4,76 (1H, tt, J, = 11,4, J, = 4,7, H-3), 4,89 (2H, ddq, J, =4,2, J,=
2,9, J5=1,5,=CHy), 4,58-4,65 (2H, m,), 4,74 (1H, tt, J; = 11,3, J, = 4,7). ®C NMR (101 MHz, CDCl3): §
177,07 (COOH), 171,82 (COO0), 151,29 (=CHy,), 107,14 (C-16), 75,11 (C-3), 54,37, 49,61, 42,04, 40,89,
40,77, 38,75, 35,90, 35,16, 34,93, 33,51, 32,34, 29,43, 29,00, 27,11, 26,72, 23,49, 20,94, 17,75. 1C
spektrum (CHCl;): 3518 (OH, COOH, monomer); 3070, 1657 (=CH,); 2674 (OH, COOH, dimer); 1752
(C=0, COOH, monomer); 1717 (C=0, COOH, dimer); 1727 (C=0, ester). MS (ESI) m/z: 387,3 (100 %,
M - 1). HR-MS (ESI) m/z: Pro Ca4H3504 (M-H) vypoiteno: 387,2541; nalezeno: 387,2527. Pro CyH350.
(388,5) vypocteno: 74,19 % C, 9,34 % H; nalezeno: 74,19 % C, 9,34 % H.

Priklad 103: 5-Benzyl 1-(((3R,5R,85,98,108,13S,14S5)-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-cyklo-
penta[a]fenantren-3-yl)oxy)-L-glutamait (129)

Latka 129 byla pfipravena zlatky 48 (309 mg, 1,11 mmol) analogicky dle pripravy litky 105.
Chromatografii na sloupci silikagelu (3 % acetonu v petrolétheru) bylo ziskano 214 (3(}&%;) mimé
znecisténého zadaného produktu a 361 mg (54 %) Cistého olejovitého produktu 129: [o]p +17,8 (c 0,27,
CHCl;). 'H NMR (400 MHz, CDCL): § 0,68 (3H, s, H-18), 0,93 (3H, s, H-19), 1,43 (9H, s, O'Bu), 2,20
(1H, m, H-32"), 2,44 (2H, m, H-4"), 4,28 (1H, m, H-2"), 4,84 (1H, m, H-3), 4,76 (1H, m, H-3), 5,11 (3H,
m, OCH,Ph a NH). °C NMR (101 MHz, CDCLy): § 172,59 (C-17), 171,63 (C-57), 155,34 (NHCO),
135,80 (C-1, benzyl), 128,55 (2 x C-3, benzyl), 128,24 (C-4, benzyl), 128,18 (2 x C-2, benzyl), 79,88
(O'Bu), 75,85 (C-3), 66,45 (OCH,Ph), 54,50, 53,05, 41,95, 40,93, 40,73, 40,48, 38,98, 36,18, 35,06,
34,73, 32,15, 30,32, 28,32, 28,0, 27,0, 26,70, 26,55, 25,51, 23,32 (3 x C, O'Bu), 20,86, 20,59, 17,50. IC
(CHClL;): 3092, 3068 (CH, benzyl); 1730 (C=0, ester); 1713 (C=0, amid); 1499 (NH, amid); 1260, 1235
(OCN, ester); 1165 (O'Bu). MS (ESI) m/z: 618.2 (100%, M + Na), 619.2 (40%, M + Na + 1). HR-MS
(ESI) m/z: Pro C3¢Hs;NOgNa [M+Na] vypodeno: 618,3765; nalezeno: 618,3763. Pro C3sHs;NOg (595,2)
vypolteno: 72,57 % C, 8,97 % H, 2,35 % N; nalezeno: 72,52 % C, 9,12 % H, 2,11 % N.

Priklad 104: (45)-4-Amino-5-(((3R,5R,85,95,10S,135,14S)-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-cyklo-
pentafa]fenantren-3-yl)oxy)-S-oxopentanov4 kyselina (130)

Latka 130 byla ptipravena z latky 129 (361 mg, 0.6] mmol) analogicky dle piipravy latky 106. Bylo
ziskano 186 mg (80 %) produktu 130: t.t. 167-168 °C. [}y +24,4 (c 0,16, CHCL;). 'H NMR (400 MHz,
CDCl; + 3 kapky MeOD): § 0,61 (3H, s, H-18), 0,88 (3H, s, H-19), 2,40 (2H, t, J = 6,3, H-3"), 3,69 (1H,
dd, J; = 8,1, J, = 3,4, H-2"), 4,75 (1H, m, H-3). °C NMR (101 MHz, CDCL): § 177,51 (COOH), 171,32
(CO0), 76,61 (C-3), 54,40, 53,24, 41,83, 40,79, 40,65, 40,31, 38,83, 36,04, 34,85, 34,59, 33,10, 31,94,
27,37, 26,87, 26,57, 26,38, 25,36, 23,14, 20,72, 20,42, 17,32. IC (CHCly): 2646, 2179, 1609 (NH;"); 1748
(C=0, ester); 1570 (COOH). MS (ESI) m/z: 406,3 (100%, M + 1), 428,3 (99%, M + Na). HR-MS (ESI)
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m/z: Pro Co4HyoNO,4 [M+1] vypocteno: 406,2951, nalezeno: 406,2951.

Metodou pouzitou pro pfipravu latky 8 byly pfipraveny dalsi slou¢eniny uvedené v Tabulce 1:
Tabulka 1

MS (m/z),
Hodnota Molekularni
Hodnota | optické |, N ion minus
Latka teploty tani | rotace g:ﬁgMS_ Tlggngl-); pyridinium (m/z
°C) [alp ’ ’ =80,1),
(20 °C) relativni
intenzita piku
Pyridinium

(3R,5R,8R.95,105,135,145)-10,13-
dimethyl-17-
- methylenghexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat
(116)

155-157 | +41,6 | 0,73;0,91;4,44 | 311,3;100 %

Pyridinium
(3R,5R,85,95,108,13R,145,175)-
10, 13,l7-trimethylhexadeﬁéhydro- 174 - 175 -21,6 0,51;0,91; 4,46 | 369,2; 100 %
1H-cyklopenta[a]jfenantren-3-yl-
-sulfat (117)

Pyridinium
(3R,5R,85,95,105,135,14R,17R)-
-10,17-dimethylhexadekahydro-1H- | 152 -155 -0,5
- cyklopenta[a]}fenantren-3-yl-sulfat
(118)

neni; 0,85; 4,46

: V)
075 (17a-Me) | >>>%100%

Pyridinium
(3R,5R,85,98,10S,13R,14R,17S)-
-10,17-dimethylhexadekahydro-1H- 155 - 158 +26,9
cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat
(119)

neni; 0,85; 4,45

: 0,
0.90 (17p-Me) | 22> 100%

Pyridinium
(3R,5R,85,9S,105,13R,14S,17S)-17-
-ethyl-10,13-dimethylhexadekahydro- | 182-184 | +61,5 | 0,53;0,86;4,47 | 383,1;100 %
-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl-
sulfat (120)

Pyridinium
(3R,5R,8R,95,108,13S,14S,17R)-
-10,13-dimethyl-17-(prop-1-en-2-

-yl)hexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat
(121)

169-172 | +42,0 | 0,52;0,90; 4,45 | 395,2; 100 %

Pyridinium
(3R,5R,8R9S,10S,13R,14S5,17R)-17-
-isopropyl-10,13- i . ) . o
dimethylhexadekahydro-1H- 190-194 | +26,2 | 0,62;0,82;4,46 | 397,2; 100 %
.cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat
(122)




Pyridinium
(3R,5R,8R,95,108,13R,14S,17R)-17-
-((R)-se¢-butyl)-10,13-

- dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopentafa]fenantren-3-yl-sulfat
(123)

- 58

186 - 188

+13,8

0,62; 0,81; 4,46

411,4; 100 %

Pyridinium
(3S,3aS,5bR,7aR,9R,11a8,11bS,13a
R)-3,11a-dimethylhexadekahydro-
-1H,3H-naftho[2',1":4,5]indeno[ 1,7a-
¢]furan-9-yl-sulfat (124)

118 - 121

+30,5

3,37 2.3,63; 0,84;
4,47

397,1; 100 %

Pyridinium
(2R,4a8,4b5,6aS,10bR,12aR)-4a,6a-
-dimethyl-7-
oxooktadekahydrochrysen-2-yl-sulfat
(125)

177 - 179

-13,8

0.89; 1,05; 4,45

383,3; 100 %

Pyridinium
(3R,5R,8R,9R,105,135,145)-13-
. methylhexadegdhydro-1H-
cyglopenta[a]pHenantiiren-3-yl-sulfat
(126)

192 - 194

+19,0

0,66; neni; 4,42

341,2; 100 %

Pyridinium
(3R,5S,8R.9R,108,138,145)-10,13-
-dimethylhexadecahydro-1H-
-cyclopenta[a]phenanthren-3-yl-sulfat

167 - 169

+8,2

0,66; 0,77; 4,74

458,3; 50 %
M+ Na-
pyridinium)

(127)
Pyridinium (2S,4aR,4bR,8a8S,10aS)-
,~4a-
-methyltetradecahydrophenantliren-2-
yl-sulfat (128)

147-149 -24,1 neni; 0,86; 4,47 | 301,0; 100 %

Biologicka aktivita méfena na bunéénych kulturich

Mira inhibice aktivovaného NMDA receptoru steroidnimi kationickymi slouceninami byla stanovena in
vitro elektrofyziologicky na kultivovanych HEK293 buiikdch (Human Embryonic Kidney 293 cells) 24-
~48 hodin po transfekci DNA plazmidy, kdédujicimi NR1-1a a NR2B podjednotku NMDA receptoru.
Transfekované buiky byly identifikovany pomoci fluorescence GFP (green fluorescent protein), jehoZz

gen byl transfekovan spolené s geny obou receptorovych podjednotek.

Aplikaéni roztoky obsahujici steroid byly pfipraveny pfidanim piislu§ného mnoZstvi Cerstvé pfipraveného
zasobniho roztoku (20 mmol.I"' steroidu rozpusténého v DMSO) do extraceluldrniho roztoku s obsahem 1
mmol.I" kyseliny glutamové a 10 pmol.I" glycinu. Stejné mnozstvi DMSO bylo pfidano i do viech

ostatnich aplika¢nich roztokii.

Proudové odpovédi vyvolané extracelularni aplikaci roztoku kyseliny glutamové (1 mmol.I'") byly

snimany z celé buiiky pomoci techniky patch-clamp, kterd se vyuzivé jako nastroj pro studium pfenosu
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nabitych Castic pres modelové i realné biologické membrany. Proudy byly méfeny pii membranovém
potencialu -60 mV a +60 mV. Testované steroidni slouCeniny snizily amplitudu odpovédi indukované
kyselinou glutamovou. PF pouziti koncentrace steroidu 10 pmol.I" se hodnota mé&feného proudu v
pruméru sniZila o 65 - 70 %. Pro srovnani Ize uvést, Ze inhibice endogennim neurosteroidem Salfa-

-pregnanolon-3beta-yl-sulfitem v koncentraci 100 pmol.I"! ma hodnotu 67 %.

Vliv novych sloucenin na rekombinantni NMDA receptory

HEK?293 butiky (American Type Culture Collection, ATTC No. CRL1573, Rockville, MD) byly
kultivovany v mediu Opti-MEM® 1 (Invitrogen) s pfidavkem 5% fetalniho teleciho séra pfi 3’(’C a
transfekovany NR1-1a/NR2B/GFP plazmidy, jak bylo popsano diive (Neuroscience 151, 428-438, 2008).
Stejnd mnozstvi (0,3 pug) cDNA kddujici NR1, NR2 a GFP (green fluorescent protein) (pQBI 25, Takara,
Japonsko) byla smichdna s0,9 ul Matra-A Reagent (IBA, Gottingen, Germany) a pfidana ke
konfluentnim HEK293 buiikam, kultivovanych v 24 :/iiamkové desti¢ce. Po trypsinizaci byly buiky
resuspendovany v mediu Opti-MEM® I, obsahujicim 1% fetalni teleci sérum. Do smési byly dale ptidany
20 mmol.I" MgCl,, 1 mmolLI' D,L-2-amino-5-fosfonopentanové kyseliny, 3 mmol.I" kynurenové
kyseliny a butiky byly nasazeny na polylysinem potazena kryci skli¢ka o priméru 25 mm. Pro transfekci
byly pouzity nasledujici geny kodujici podjednotky NMDA receptorii: NR1-1a (GenBank, ptirtstkové €.
U08261) a NR2B (GenBank, piiristkové &. M91562).

Pro elektrofyziologické pokusy byly pouzity kultury HEK293 bunék 16 aZz 40 hodin po transfekci.
Proudy, vznikl¢ pfi sniméni z celé buriky, byly méfeny pomoci patch-clamp zesilovade (Axopatch 1D;
Axon Instruments, Inc. Foster City, USA) po kompenzaci kapacity a sériového odporu (<10 MQ) na 80-
-90 %). Agonistou indukované odpovédi byly filtrovany na 1 kHz (filtr 8-pole Bessel; Frequency Devices,
Haverhill, USA), digitalizovany pfi 5 kHz a analyzovany softwarovym programem pClamp verze 9
(Axon Instruments). Borosilikdtové mikropipety byly napln€ny intracelularnim roztokem, ktery
obsahoval 125 mmol.I" D-glukonové kyseliny, 15 mmol.I" chloridu cesného, 5 mmolI! EGTA, 10
mmol.I" HEPES, 3 mmol.I" chloridu hofe&natého, 0,5 mmol.I" chloridu vapenatého a 2 mmol.I"
hote¢naté soli ATP (pH upraveno na 7,2 roztokem hydroxidu cesného). Extracelularni roztok (ECS)
obsahoval 160 mmol.l" chloridu sodného, 2,5 mmol.I" chloridu draselného, 10 mmol.I" HEPES, 10
mmol.I" glukézy, 0,2 mmol.I" EDTA a 0,7 mmol.I"' chloridu vapenatého (pH upraveno na 7,3 roztokem
hydroxidu sodného). Glycin byl ptidan jak do testovaciho, tak do kontrolniho roztoku. Roztoky se
steroidem byly pfipraveny z Gerstvé pripraveného zasobniho roztoku (20 mmol.I"") steroidu rozpusténého
v dimethylsulfoxidu (DMSO). Ve viech extracelularnich roztocich byla pouzita stejnd koncentrace
DMSO. Kontrolni a testovaci roztoky byly aplikovany mikroprocesorem kontrolovanym systémem

promyvani, s rychlosti vymény roztoku v okoli butiky ~10 ms.



- a0 —
Proudové odpovédi vyvolané 100 uM NMDA (v piipadé hipokampalnich neuronii) nebo I mmol.l"
glutamétu (v piipadé rekombinantnich NMDA receptori) byly méfeny pfi udrzovaném membranovém
potencidlu -60 mV. V souladu s pfedchozimi vysledky pregnanolonsulfat snizil amplitudu NMDA-
-indukované odpovédi. P¥i pouziti 100 umol.I" pregnanolonsulfatu byl priimémy inhibi¢ni efekt 71,3 5,0
% (n = 5) odpovédi vyvolanych aktivaci NMDA receptorti na hipokampalnich neuronech a 67,2 + 8,2 %
(n = 5) na rekombinantnich NR1/NR2B receptorech (J. Neurosci., 25, 8439-50, 2005). Synteticka analoga
pregnanolon-sulfatu méla inhibini efekt (tak aby mira inhibice byla v rozmezi 30-70 % maximalni
inhibice). Relativni mira steroidem indukované inhibice byla pouzita pro vypoget ICso. ICsy byly
vypotitany rovnici RI = 1 — (1/1 + ([steroid]/ICs)"), kde RI je relativni mira steroidem indukované

inhibice a h je parametr Hillova koeficientu (1,2). Hodnoty ICs jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Nove syntetizované analogy (8, 18, 19, 21, 22, 34, 35, 40, 49, 50, 51, 59, 61, 62, 64, 65, 67, 68, 69, 74,
76, 83, 85, 88, 93, 95, 97, 101, 106, 114, 116-124, 126, 127, 128, 130) maji stejny mechanizmus pisobeni

na NMDA receptorech jako pregnanolon sulfat, li§i se viak svoji relativni afinitou k NMDA receptoru

(viz Tabulka 2).
Tabulka 2
Relativni
Testovana latka mira ( 1;531) K(O n;ix;tlr_?;: ©
inhibice (%) | \* HMO®.
3alfa,5beta-P lon-sulfat
alfa,5beta-Pregnano 01‘1 sulfa 672482 55 100
referencni sloucenina
Pyridinium (2R,4aS,4bS,8aR,10aR)-4a-
- methyltetradekahydrofenantren-2-yl-sulfat (8) 7833535 28,3 100
Pyridinium (2R,4aS,4bS,75,85,8a$,10aR)-7-(methoxymethy1)- 60.5 = 4.6 33 50
- 4a,7,8-trimethyltetradekashydrofenantren-2-yl-sulfét (18) ’ ’
4-(((2R,4a5,4bS,7S,8aS,10aR)-7-(Methoxymethyl)-4a,7,8-
~trimethyltetradekafhydrofenantren-2-yl)oxy)-4-oxobutanova 47,4+ 43 55 50
© kyselina (19)
Pyridinium (2R,4a8$,785,8S,10aR)-7-(methoxykarbonyl)-4a,7,8-
-trimethyltetradekahydrosfenantren-2-yl-sulfat (22) 40,9+6,1 74,6 100
4-(((2R,4aS,4bS,7R,8aS,10aR)-4a,7-
- Dimethyltetradekahydrofenantren-2-yl)oxy)-4-oxobutanova 27,0+ 10 23,2 10
kyselina (34)
_ Pyridinium (2R,4aS,4bS,7R,8aS,10aR)-4'f1,7- 85,04 1.2 12 50
- dimethyltetradekahydrofenantren-2-yl-sulfat (35)
Methyl (25,4aS,4bS,7R,8aR,10a5)-2,4b-dimethyl-7- 144+18 294 50
- (sulfooxy)tetradekahydrofenantren-2-karboxylat (40) ’ ’
Pyridinium (3R,5R,85,95,10S,13S,145)-10,13-
e dimethylhexadecahydro—lH-cyklopentaf[a]fenantren-3-yl-sulfét 49,2 £ 6,6 2,1 2
(49




2-(((3R,5R,85,95,108,138,145)-10,13-Dimethythexadekahydro-
-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-2-oxoethanova kyselina
(50)

64,0+7,0

6,3

10

2-(((3R,5R,85,95,108,138S,145)-10,13-Dimethylhexadekahydro-
-1H-cyklopenta[a}fenantren-3-yl)oxy)-2-oxopropanové kyselina
(5H

42,0 + 14,0

15,5

10

2-(((3R,5R,108,135,145)-10,13-Dimethylhexadekahydro-1H-
. cyklopenta[a]fenantren-3-yl)amino)-2-oxooctova kyselina (59)

32,0+5,0

23,2

10

((3R,5R,8S,95,105,138,145)-10,13-Dimethylhexadecahydro-1H-
- cyklopenta[a]fenanthren-3-yl)amino)-3-oxopropanova kyselina

(61)

40,0 £5,7

15,4

10

4-(((3R,5R,85,95,108,138,145)-10,13-Dimethylhexadekahydro-
‘1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-¥, N, N-trimethyl-4-
. oxobutan-1-amonium chlorid (62)

34,0+5,0

1,7

4-(((3R,5R,8R,9S,105,13R,14S5)-10,13-Dimethyl-
2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15-tetradekahydro-1H-
-cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-4-oxobutanova kyselina (64)

459+ 11,7

12,9

10

3-(((BR,5R,8R,95,108,13R,145)-10,13-Dimethyl-
2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15-tetradekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-3-oxopropanova kyselina (65)

44,0 £ 11,0

13,5

10

3-((BR,5R,8R,108,135,145)-10,13-Dimethyl-17-
methylenghexadekahydro-1H-cyklopentafa}fenantren-3-yl)oxy)-
~3-oxopropanova kyselina (67)

53,0+ 10,2

18,9

20

4-(((3R,5R,8R.,95,108,138,145)-10,13-Dimethyi-17-
-methylenhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-4-
-oxobutanové kyselina (68)

24,2 + 143

18,8

4-(((3R,5R,8R,95,108,13S,145)-10,13-Dimethyl-17-
-methylenhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-4-
~oxopentanova kyselina (69)

62,9+5,1

11,6

20

2-((3R,5R,8R,95,108,13S,145)-10,13-Dimethyl-17-
- oxohexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl)octova
kyselina (74)

58,693

38,7

50

2-(((3R,5R,8R.9S,105,13S,145)-10,13-Dimethyl-17-
. methylenhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-
"N,N,N-trimethyl-2-oxoethan- 1-ammonjum chlorid (76)

50,0 10,0

51,7

50

3-(((BR,5R,8R95,108,138,14S,2)-17-Ethyliden-10,13-
-dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a}fenantren-3-yl)oxy)-3-
- oxopropanova kyselina (83)

60,5 + 10,1

20,7

30

5-(((3R,5R,8R,95,108,135,14S,7)-17-Ethyliden-10,13-
»dimethylhexadekahydro-lH-cy,éTopenta[a]fenantrcn-3-yl)oxy)—5-
-oxopentanova kyselina (85)

59,478

38,4

50

3-((BR,5R,8R,9S8,105,135,14S,17R)-10,13-Dimethyl-17-(prop-1-
-en-2-yl)hexadekahydro-1H-cyclopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-3-
- oxopropanova kyselina (88)

46,0+ 0,9

11,8

10

Pyridinium (3R,5R,8R,9S,108,135,148S,175)-17-jodo-10,13-
-dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenanthren-3-yl-sulfat
93)

90,5+2,2

0,8

Pyridinium (3R,5R,8R,95,108,13S,14S5)-17,17-difluorg-10,13-
-dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat
95)

61,2+5,1

7.0

10




.92

Pyridinium (3R,5R, 8R,9S,108,135,145,175)-10,13-
- dimethylhexadekahydrospiro[ cyklopenta-[a]fenantren-17,2'-
-oxiran]-3-yl-sulfat (97)

78,0 =89

45

100

Pyridinium (2R,4aS,4bS,6aS,10bS,6aS,12aR)-4a,6a-
dimethylogfadecahydrochrysen-2-yl-sulfat (101)

69,159

2,3

(45)-4-Amino-5-(((2R,4aS,4bS,6aS5,10bS,12aR)-4a,6a-
- dimethyloktadekahydrochrysen-2-yl)oxy)-5-oxopentanova
kyselina (106)

48,7+6,3

10,6

10

Pyridinium (3R,5R,85,9S,10S,13R,14S5)-10,13-dimethyl-16-
methylenhexadekahydro-1H-cyklopenta]a]fenantren-3-yl-sulfat
(114)

59,138

2,1

Pyridinium (3R,5R,8R,95,108,138,14S)-10,13-dimethyl-17-
- methylenehexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat
(116)

68,3+43

1,4

Pyridinium (3R,5R,885,95,108,13R,14S8,175)-10,13,17-
trimethylhexadecahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat
(117)

73,1 6,7

1,1

Pyridinium (3R,5R,8S,9S,10S8,13S,14R,17R)-10,17-
-.dimethylhexadekahydro-1H-cyklopentaa]fenantren-3-yl-sulfat
(118)

68,0+7,8

1,5

Pyridinium (3R,5R,85,95,10S,13R,14R,175)-10,17-
- dimethylhexadekahydro- 1 H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat
(119)

81,1 £2,1

0,7

Pyridinium (3R,5R,85,9S,108,13R,14S8,175)-17-ethyl-10,13-
-~ dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta{a]fenantren-3-yl-sulfat
(120)

84,9+3,6

0,5

Pyridinium (3R,5R,8R,95,108,13S,14S,17R)-10,13-dimethyl-17-
{prop-1 -en-2—yl)hexadekahydro 1H-cyklopenta(a]fenantren-3-yl-
-sulfat (121)

71,7£8,0

0,4

Pyridinium (3R,5R,8R,9S, 10S,13R,14S,17R)-17-isopropyl-10,13-
~dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfats
(122)

596+ 18,8

2,0

Pyridinium (3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S,17R)-17- ((R)-sez—butyl)
10,13-dimethylhexadekahydro-1H-cyklopentafa}fenantren-3-yl-
-sulfat (123)

46,2 +2,3

11,7

10

Pyridinium (3S,3aS,5bR,7aR,9R,11aS§,11bS,13aR)-3,1 1a-
. dimethylhexadekahydro-1H,3H-naftlo[2',1":4,5]indeno[1,7a-
c]furan-9-yl-sulfét (124)

69,1 +4,0

51

100

Pyrldlmum (BR.,5R,8R.9R,105,135,145)-13-
,,‘methylhexadecéhydro lH-cyclopenta[a]phenanthren-3-yl -sulfat
(126)

683+74

54

10

Pyrldlmum (3R,58,8R,9R,108,1385,145)-10,13-
dlmethylhexadeeahydro-1H- cyc’lopenta[a]phenanthr en-3-yl-
sulfat (127)

34,0+ 5,0

Pyridinium (25,4aR,4bR,8aS,10aS)-4a-
.methyltetradegahydrophenanthiren-2-yl-sulfat (128)

58,0+2,0

36,3

50

(4S)-4-Amino-5-(((3R,5R,88,9S,108,13S5,145)-10,13-
-dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-5-
~oxopentanova kyselina (130)

36,770

1,6
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Experimenty in vivo W
V Experimentalni Casti 1 byli pouziti dospéli (30435 g) samci laboratorni mysi kmene CD-1, pochazejici
z chovii Velaz, CR. Mysi byly ustajeny v plastovych boxech s 12hodinovym svételnym cyklem (svétlo od
v 7:00 hodin). Mysi mély volny pfistup k potravé i vodé. v

V Experimentalni ¢asti 2 byli pouziti dospéli (3 mé&sice, 300+400 g) samci laboratorniho potkana kmene
Long-Evans. Zvifata pochazela zchovii Fyziologického dstavu AV CR. Potkani byli ustijeni
v prithlednych plastovych boxech se stejnym svételnym cyklem jako u mysi. Zvifata méla volny pfistup
k potrav€ a vod€. V3echny experimenty probihaly ve svételné Casti dne. Viechny pokusy byly provadény

v souladu se Zakonem na ochranu zvifat proti tyrani.

Pouzité chemikalie

Amfifilni steroidni slouCeniny byly rozpuitény v roztoku 3 g (2-hydroxypropyl)-p-cyklodextrinu (CDX,
Sigma-Aldrich) a 157 mg kyseliny citronové (3-hydroxyf]56nta-1,3,5-trikarboxylové kyselina, Sigma-
“Aldrich) v 30 ml destilované vody, pH bylo upraveno na hodnotu 7,4 pomoci hydroxidu sodného (NaOH,
Sigma-Aldrich). Takto byly pfipraveny roztoky vSech &tyf steroidd pro aplikaci davek 0,1, 1, 10 a 100
mg/kg.

Utinnost studovanych latek byla srovnavdna se znamymi NMDA antagonisty memantinem (Sigma-
- Aldrich) v ddvce 5 mg/kg u potkand, ketaminem (Vétoquinol) v davce 10 mg/kg a dizocilpinem (MK-
801) (Sigma—Aldrich) v davee 0,3 mg/kg u mysi. Tyto tfi latky byly rozpustény ve fyziologickém roztoku
(B Braun). ‘

K anestezii potkani pfi operacich byl pouzit isofluran (3,5%, Baxter). Pro vyvoléani excitotoxickych 1ézi
dorzalniho hipokampu byl aplikovan 0,05 mol.I" roztok NMDA (Sigma-Aldrich) v 0,4 mol.I" fosfatovém
pufru, pfipraveném smisenim roztoku 356 g Na,HPO, . 12 H,O (m. hm. 358,14) v 4,2 | destilované vody
a roztoku 62,4 g NaHPO, . 2 HO (m. hm. 156,01) v 0,8 1 destilované vody. pH vysledného roztoku
NMDA bylo upraveno na hodnotu 7,4 pomoci NaOH.

Pouzité pFistroje

Pfi operacich byl pouZit dvouramenny stereotakticky aparat (Kopf Instruments) a mikroinfuzni pumpa
(TSE Systems). K anestezii byl pouzit odpafovag pro isofluran (A. E. Services & Supplies) a inhala¢ni
maska pro potkany.

Specidlni aparatury pouZzité pfi behavioralnich Glohach budou spolu s postupem pfi experimentu popsany

nize.

Experimentalni ¢ast 1
Jako modelovy organismus byla pro tento experiment zvolena laboratorni my§. Nasledujici experimenty

byly provadény tak, jak je popsano ve Front Behav. Neurosci. 8, 130 (2014).
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Primarni behavioralni testovani

Ugelem primarniho behavioralniho testovani bylo rychlé zji$téni vlivu latek na CNS dependentni funkce a
piipadnych zjevnych projevii toxicity. Slo o zjednoduenou modifikaci Irwinova testu zvolenou
s ohledem na behavioralni profil antagonistd NMDA receptori.

Mysi byly testovany jednotlivé. Zvifatim byly intraperitonealné podany studované latky, viz souhrnna
tabulka, v davce 1 mg/kg. Kontrolni skupiny tvofili jedinci, jimz byl aplikovan roztok CDX nebo
fyziologicky roztok.

VyvySené kiizové bludisté

Test ve vyvy$eném kiizovém bludisti (EPM) slouzil ke zjisténi vlivu latek na anxietu (azkost) zvifat.
Pouzitd ddvka byla stejnd jako v pfedchozim experimentu. Dvé kontrolni skupiny p¥edstavovala zvitata,
kterym byl aplikovan fyziologicky roztok, resp. roztok CDX. Srovnavaci skuping byl podén
nekompetitivni antagonista NMDA receptor ketamin (10 mg/kg). Latky byly my3im aplikovany
intraperitonealn¢ 30 minut pred testovanim v EPM.

Test otevireného pole (open field) v

Pted testem byla my$i intraperitonealné aplikovana studovana latka v davce 0,1 }WIOO mg/kg. Jako
kontroly byly pouzity intaktni my3i a my$i, kterym byl podan roztok CDX. Pro srovnani G&inki
s nekompetitivnim antagonistou NMDA receptori byla dal$im my$im podana latka MK-801 (0,3 mg/kg).
Z experimentu byla vyhodnocena celkova drdha mys3i v arén& jako ukazatel lokomoéni aktivity, Krome
toho byla posouzena draha usla b&hem jednotlivych desetiminutovych Gsekl experimentu. Na zakladg
t&chto hodnot bylo moZné zjistit ¢asovou latenci nastupu ucinku a zmény lokomodni aktivity v prib&hu
Casu.

V tomto usporadani se soudasn¢ sledoval sedativni u¢inek studovanych latek v nejvyssi pouZité davce.
Pro prokazani sedativniho G¢inku, &i naopak toxickych a neotekavanych uginkd vysokych déavek
studovanych latek byla my3im aplikovéana pfislu§na latka v davce 100 mg/kg. V pribéhu ¢asu byla
sledovana lokomocni aktivita a ptipadné zjevné zmé&ny jako ties, ataxie, neklid, pfipadné sedace, nebo
celkova anestezie (absence reakci na podnéty, sniZeni svalového tonu).

Test nuceného plavini (forced swimming)

Tento test byl pouZit k sledovani antidepresivniho G¢inku latek. Zvifata plavou 6 min v akrylatovém valci
ve vodé o teploté 24;§C. Vyhodnocuje se doba imobility, jejiz sniZeni je projevem antidepresivnich
vlastnosti farmak. ‘

Test pasivniho vyvarovani se (passive avoidance)

Averzivné motivovany pamétovy test byl hodnocen na zakladé latence vstupu do preferované, ale s

nepifjemnym vjemem spojené asti zafizeni.

Experimentalni ¢4st 2
V tomto experimentu byly hodnoceny neuroprotektivni Gi¢inky amfifilnich steroidnich sloucenin. Postup

byl provadén podle Neuropharmacology 61, 61-68 (2011).
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Bilateralni excitotoxické 1éze dorzalniho hipokampu

Potkani byli ndhodné rozdéleni do jedenacti skupin. Kontrolni zahrnovala kontrolng operovana zvifata,
kterym byl do hipokampu aplikovéan fosfatovy pufr o pH 7,4. Druhou skupinu, nazvanou NMDA, tvofila
zvifata, kterym byly provedeny NMDA léze hipokampu. Zvifatim ve tieti skupiné byl po provedeni
NMDA léze aplikovan klinicky pouzivany NMDA antagonista memantin v davce 5 mg/kg. Ostatnim
skupindm byly aplikovéany studované latky v davce 1 mg/kg.

Aktivni alotetické vyhybdani se mistu (AAPA)

Test byl provadén v rotujici arén€ se zakdzanym sektorem v podob& kruhové vysege (60°). Pokud potkan
vstoupil do tohoto sektoru, byl mu do konletin ud&len slaby elektricky impuls Jestlize zvife sektor
neopustilo, impuls se kazdych 1200 ms opakoval.

Testovani paméti a prostorové kognice potkani pomoci AAPA prob&hlo b&hem &tyF sezeni, coZ je u
zdravych potkanii dostaCujici pro dosaZeni asymptotické urovné (Behav. Brain. Res. 189, 139-144
(2008)). Pro zhodnoceni paméti a prostorové kognice byla vyuZita data ze &tvrtého sezeni, a to podet
vstupti do zakazaného sektoru a maximalni doba vyhybani se sektoru. Tato data byla off-line analyzovana
(programem TrackAnalysis, Biosignal Group) a nasledné statisticky vyhodnocena.

Po ukonCeni experimentu byla lokalizace léze orientadné histologicky verifikovana.

Statistické vyhodnoceni

Data byla vyhodnocena pomoci neparametrického testu s vyuZitim kritéria Mann Whitney v programu
GraphPad. Rozdil byl povaZovan za signifikantni pro p < 0,05, za nesignifikantni tendenci pak pro 0,05 <
p < 0,075. V grafech jsou zobrazeny priméry, chybové usetky vyjadfuji standardni chybu priméru
(SEM).

Vysledky pokusi in vivo

Experimentalni ¢ast 1

Primarni behavioralni screen neodhalil Zddné abnormalni chovani po podani studovanych latek (1 mg/kg),
viz souhrnné tabulka. Reflexy vSech mysi i jejich rovnovaha a motoricka koordinace byly normalni.

Nebyly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami.

Mira anxiety byla hodnocena na zakladé po¢tu vstupl do otevienych ramen a celkové doby stravené
v otevienych ramenech bludité. Bylo prokdzano signifikantni zvy$eni obou sledovanych parametrii po
podani androstan glutamatu v davce 1 mg/kg, a to ve srovnani sob&ma kontrolnimi skupinami
(s aplikovanym fyziologickym roztokem, resp. roztokem CDX), coz prokazuje anxiolytické uginky
uvedenych diavek androstan glutamétu. Nejvy$Sich hodnot obou sledovanych parametri ze viech
testovanych skupin bylo dosaZeno po podéani androstan glutamatu v davce 1 mg/kg,

Aplikace androstan glutamatu vdavce 10 mg/kg vyvolala signifikantni prodlouZeni celkové doby
stravené v otevienych ramenech EPM oproti zvifatim obou kontrolnich skupin, poget vstupd do

otevienych ramen se v3ak od kontrolnich skupin (fyziologicky roztok, CDX) signifikantné neligil.
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Mezi obéma kontrolnimi skupinami nebyl ani u jednoho ze sledovanych parametrt signifikantni rozdil.

Podobng byl studovan antidepresivni tginek v testu nuceného plavani, Uginnost byla hodnocena jako
snizeni flotace u mysi po podani studovanych latek, jako referenéni latka byl pouzit ketamin, ktery
v souladu s literaturou prokazal antidepresivni i¢inek. Podobn¢ jako v pfedchozim testu byl prokazan

signifikantni pokles flotace a del3i latence k prvni flotaci po podani androstan glutamatu v davce 1 mg/kg.

Vliv studovanych latek na spontanni lokomoc¢ni aktivitu zvitat byl hodnocen podle celkové drahy uslé v
testu otevieného pole za dobu 50 minut. Mezi celkovou drahou mysi obou kontrolnich skupin (intaktni
zvitata a CDX) nebyl signifikantni rozdil.

Podani dizocilpinu (0,3 mg/kg) mélo za nasledek signifikantni prodiouzeni celkové drahy viidi kontrolni
skupin€ s aplikovanym roztokem CDX. Vi¢i intaktnim zvifatim byla patrna tendence ke zvySeni (p =
0,0653).

Aplikace latek 67, 68, 69, 81, 84, 106, 124 a 130 v davce 10 a 100 mg/kg vedlo k signifikantnimu sniZeni
drahy ve srovnani s intaktnimi my3$mi. U niz8ich davek nebyla (na rozdil od skupiny s dizocilpinem)
pozorovana hyperlokomoce. Tyto vysledky nasvédéuji nizkému nebezpedi indukce nezadoucich udinkd
typickych pro NMDA antagonisty po podani vy$e uvedenych sledovanych latek. Hodnoty drahy uslé
v jednotlivych desetiminutovych dsecich experimentu jsou v pfimé spojitosti se zménami lokomo&ni
aktivity v Case. Pro statistické porovnani téchto zmén jsme pouZili vypodet plochy pod kfivkou, ktery je
pfimym vyjadfenim Casového priibéhu zmén v uslé draze. Vypodet plochy pod kiivkou byl proveden
vidy pro kazdé pozorovani, nasledné takto ziskana data byla statisticky porovnana mezi jednotlivymi
skupinami.

Vysledky ukazuji, Ze lokomoce intaktnich zvifat se postupné sniZovala. Tento trend byl obdobny i u
skupiny my3i po podani CDX. V lokomogni aktivit¢ intaktnich zvifat a zvifat s aplikovanym CDX nebyl
signifikantni rozdil. V pfipad€ dizocilpinu (0,3 mg/kg) naproti tomu doslo k postupnému zvy$ovani
lokomo¢ni aktivity. Na nejvy$§i a pomémé& nemé&nné uUrovni se lokomoce udrZovala mezi 20. a
50. minutou po jeho podani. Celkova lokomoé&ni aktivita po podani dizocilpinu byla signifikantn& vy$3i
také oproti obéma kontrolnim skupinam.

Aplikace latek 67, 68, 69, 81, 84, 106, 124 a 130 ve vy$8i davce 10 resp. 100 mg/kg vyvolala znaény
pokles lokomoc¢ni aktivity. Mirny pokles lokomoce byl patrny jiz po 10. minuté po aplikaci. Mezi 20. a
40. minutou byla lokomo¢ni aktivita minimalni, zvifata projevovala znamky vyrazné ospalosti a celkové,

sedace, u¢inek byl nejvyraznéjsi u androstan glutamatu.

Mirné naruseni paméti v testu pasivniho vyvarovéni se bylo pozorovéano pouze u latky 84 v pouzité davce
1 mg/kg. U ostatnich latek neby! pozorovan nezadouci vliv na formovani pamét'ové stopy, ktery je

z literatury popsan u fady NMDA antagonist.
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Experimentilni ¢ast 2

Z duvodi etického imperativu na redukci poctu laboratornich zvifat pouZitych v experimentech byly do
dal8i faze vybrany pouze latky s nejvyraznéj$imi vysledky.

Aktivni alotetické vyhybani se mistu:

NMDA léze dorzalniho hipokampu u potkand indukovaly kognitivni deficit, projevujici se jako
signifikantni zvySeni poltu vstupi do zakdzaného sektoru a signifikantni snizeni maximalni doby
vyhybani se sektoru pii Etvrtém sezeni v AAPA ve srovnani s kontrolni skupinou.

U potkand, kterym byly po operaci aplikovany latky 67 a 130 v davee 1 mg/kg, doslo k signifikantnimu
snizeni poCtu vstupi do zakdzaného sektoru pfi Ctvrtém sezeni v AAPA oproti skupiné NMDA. Obé latky
zaroveit signifikantné zvy$ily maximalni ¢as vyhybani se sektoru pf¥i étvrtém sezeni vzhledem k NMDA.
Tyto poznatky ukazuji na zmirnéni kognitivniho deficitu a tedy neuroprotektivni uinnost latek 67 a 130.
Dale jsme zaznamenali tendenci ke zvySeni maximalni doby vyhybani a sniZeny po¢tu vstupG do
zakazan€ho sektoru u potkanii s aplikaci latek 68, 81 a 84 a klinicky pouZivaného memantinu. Kognitivni
deficit byl nejvyrazng&j$i ve skupiné NMDA. Naopak nejlepsi vysledky testu kognitivnich funkci

vykazovala kontrolné operovana zvifata.

Tabulka 3: Schématicky prehled vysledki:

Test
Test s
éh
) Behavioralni | Testotevieného | pasivniho nucencio
Latka Sedatni vliv NMDA léze | plavéni
testovani pole vyvarovani
se
ZlepSeni
Rychly nastup y .
Absence Zadné kognice v
sedace Absence SniZeni
znamek narudeni testu AAPA
v dévce 100 . hyperlokomoce ) flotace
toxicity pameti po NMDA
mg/kg
1ézi
67 + + + -
68 + + + + +++
69 + + + -1+
81 + + + + ++ -
84 + + + -1+ ++
106 - + + + . -
124 - + + I+ - -
130 + + + + -+ +

- pozadovany vliv nepozorovan,
-/+ pozadovany vliv nedostate¢ny,

+ pozadovany vliv pozorovan



Primyslova vyuzitelnost

Slougeniny podle predloZzeného vyndlezu jsou primyslové vyrobitelné a pouZitelné pro 1é€eni mnoha
onemocnéni centrélni nervové soustavy, jako jsou napiiklad nasledujici: hypoxické a ischemické
poskozeni CNS, mrtvice a dal3i patologické zmény zplisobené hyperexcitaci; neurodegenerativni zmény
a poruchy; afektivni poruchy, deprese, post-traumaticka stresova porucha a nemoci souvisejici se
stresem; schizofrenie a dalsi psychotické poruchy; bolest, hyperalgezie, poruchy ve vnimani bolesti,
zavislosti; roztrouSena sklerdza a dalsi autoimunitni onemocnéni; epilepsie a jiné poruchy projevujici se
kieCemi a hyperplazické zmény na centralni nervové soustavé, tumory v centralni nervové soustavy

veetné gliomd.
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PATENTOVE NAROKY

|. Amfifilni slouceniny s tetradekahydrofenantrenovym skeletem obecného vzorce I,.

kde
R' je zvolen ze skupiny, zahrujici (-OSO;H), HOOC-R®-C(R")-R*-, nebo R>-R'°-C(R'!)-R'%-, kde

R® je C; az Cs alkylen nebo C, az Cy alkenylen s pfimym nebo vétvenym fetézcem, popfipade
substituovany jednim nebo vice atomy halogenu & aminovou skupinou,

R’ je tvoten atomem kysliku, dusiku nebo siry vdzaného dvojnou vazbou, nebo dvéma atomy
vodiku,

R® je jakykoliv minimaIng dvojvazny atom, s vyhodou atom dusiku, kysliku nebo uhliku,

R’ znamena kationickou skupinu zvolenou z guanidylové skupiny obecného vzorce =/

R15 16

\ﬁ/

13
R /C\ é

nebo kvarterni amoniové skupiny obecného vzorce ¢

19 18
R\+/R

\éf (b),

kde R" az R jsou vodikové atomy nebo C, az Cq alkylové &i C, az Cg
alkenylové skupiny s pfimym nebo vétvenym fetézcem,

R je C, az Cs alkylen nebo C, az Cg alkenylen s pfimym nebo vétvenym fetézcem, ktery
miiZe byt déle substituovéan jednim az 10 atomy halogenu, nebo aminoskupinou primarni
¢i substituovanou C, az C4 alkylem s pfimym nebo vétvenym fetézcem;

R'" je tvofen atomem kysliku, dusiku nebo siry vazaného dvojnou vazbou, nebo dvéma atomy
vodiku, a

R" je zvoleny z atomu kysliku, dusiku nebo uhliku a v pfipadé, ze R'? je uhlik &i dusik, jsou
jeho dal3i valence obsazeny vodikem, pfipadné vodiky, pfi¢emz kterykoliv z vodikovych
atom( miZe byt nahrazen C, az C, alkylem, nebo C, az C, alkenylem;

R*je vodikovy atom nebo methyl;

R’ je a) vodikovy atom, a potom
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i) R* aR’jsou kazdy nezavisle vodikovy atom, nebo

i) jeden z R* a R’ je vodikovy atom a druhy z nich je C, az Cq alkyl &i C, az C
alkenyl s prlmym nebo vétvenym fetézcem, ktery muze byt dale substituovan v
ptipadé alkylu 1 « 13 a v piipadé alkenylu 1 « 9 atomy halogenu, pfipadné
dvojn& vazanym atomem kysliku nebo siry, pfi¢emz v fetézci miiZze byt jedna
z methylenovych skupin nahrazena atomem kysliku nebo siry,

b) C; aZ C; alkyl ¢i C; az C alkenyl s pfimym nebo vétvenym retezcem ktery muze byt dale
substituovan v piipadé alkylu 1 » 13 a v pfipadé alkenylu 1 ~ 9 atomy halogenu, pfipadné dvojné
vazanym atomem kysliku nebo siry, pfiemz v fetézci miize byt jedna z methylenovych skupin
nahrazena atomem kysliku nebo siry, a potom

R* a R’ jsou nezavisle na sob& vodikovym atomem, nebo

¢) Cs &i Ce alicyklicky ¢ 01 aromaticky substituent, pficemz uhlikové atomy mohou byt
funkcionalizovany 14 8 atomy halogenu v pfipadé péti¢lenného cyklu, nebo 1 » 10
halogenovymi atomy v pfipadé Sesti¢lenného cyklu; a potom

i) R*je vodikovy atom a R’ je zvolen z vodikového atomu, nebo C;
az Cq alkylu &i C, az C¢ alkenylu s ptimym nebo  vétvenym fetézcem, ktery
miiZe byt dale substituovan v ptipad€ alkylu 1 « 13 a v ptipad¢ alkenylu 1 <9
atomy halogenu, pfipadn& dvojné vazanym atomem kysliku nebo siry, pfi¢emZ
v fetézci mliZe byt jedna z methylenovych skupin nahrazena atomem kysliku
nebo siry, nebo

ii) R4 a R’ znamepajl alkylenovy &i alkenylenovy substituent {(CHp),-, kde n #7¢
34 4 m ;ll by 2, vytvafejici s pivodnimi uhlikovymi atomy skeletu v poloze 7
a 8 nasyceny nebo nenasyceny 5 nebo 6 &lenny cyklus, kde vodikové atomy
pouzitého alkenylenového substituentu mohou byt substituovany nejmené
jednim atomem halogenu, nebo C; az C, alkylem, ¢i C; az C4alkenylem s
pfimym nebo v&tvenym fetézcem,
poptipadé jedna methylenova skupina v alkylenovém substituentu tvoficim
cyklus miize byt nahrazena karbonylovou skupinou a uhlikovy atom ve
vedlejsi poloze cyklu substituovan dal$i methylenovou skupinou, anebo
nahrazena atomem kysliku nebo siry, pfi¢emz pokud se jedna o atom siry,
tento mize byt dile funkcionalizovan atomem kysliku;
nebo mohou byt vodikové atomy jedné methylenové skupiny v
alkylenovém substituentu tvoFicim cyklus nahrazeny skupinou —O-CH,-,
takZe vytvofi oxiranovy kruh,

d) skupina —CH,-O-CH(CH3)-, potom spole¢né s prvnim uhlikem alkylenove skuplny tvofené
R'aR’, kde R*a R® znamenaji alkylenovy substituent (CHp)y—, kde n = L3, mir2, vytvai

péti¢lenny nasyceny, methylovany heterocyklus;
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a enantiomery slou¢enin podle obecného vzorce I,

s vyhradou, Ze z obecného vzorce I jsou vylou€eny slouceniny, kde R' je HO,C-R’CR’-R%-, R®je
~CH,)»~, R’ je atom kysliku, R?je atom kysliku a zaroveii R® je methyl, R* a R® jsou spoletné skupina
—(CH,)s—, vytvafejici s pivodnimi uhlikovymi atomy tetradekahydrofenantrenového skeletu v poloze 7 a
8 nasyceny péti¢lenny cyklus; majici absolutni konfiguraci 3R,5S,8S,95,10S,13S,14S.

2. Amfifilni sloudeniny s tetradekahydrofenantrenovym skeletem obecného vzorce I podle naroku 1, jimiZz

jsou:

pyridinium (2R,4aS,4bS,8aR,10aR)-4a-methyltetradekahydrofenantren-2-yl-sulfat (8),

pyridinium (2R,4aS,4bS,7S,8S,8aS,10aR)-7-(methoxymethyl)-4a,7,8-trimethyltetradeka-hydrofenantren-

2-yl-sulfat (18),

4-(((2R4aS,4bS,78,8aS,10aR)-7-(methoxymethyl)-4a,7, 8-trimethyltetradekz}{:ilydrofenantren-z -yloxy)-4-

oxobutanova kyselina (19),

pyridinium (2R,4aS,75,8S,1 0aR)-7-(methoxykarbonyl)—4a,7,8-trimethyltetradekahydro;fenanUen—Z -yl-

sulfat (22),

4-(((2R,4aS,4bS,7R,8aS,10aR)-4a,7-dimethyltetradekahydrofenantren-2-yl)oxy)-4-oxobutanova kyselina

(34),

pyridinium (2R,4aS,4bS,7R,8aS, 10aR)-4a,7-dimethyltetradekahydrofenantren-2-yl-sulfat (35),

methyl (25,4aS,4bS,7R,8aR,10aS)-2,4b-dimethyl-7-(sulfooxy)tetradekahydrofenantren-2-karboxylat (40),

pyridinium (3R,5R,8S,9S,108,135,145)-10,13-dimethylhexadecahydro- 1 H-cyklopenta-[a]fenantren-3-yl-

sulfat (49),

2-(((3R,5R,85,98,108,135,14S)-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-2-
-oxoethanova kyselina (50),

2-(((3R,5R,85,95,108,135,145)-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3 -yl)oxy)-2-
-.oxopropanova kyselina (51),

2-(((3R,5R,108,135,14S)-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-cyklopentafa]fenantren-3 -yl)amino)-2-
.- oxooctova kyselina (59),

((3R,5R,8S,95,108,13S,145)-10,13-dimethylhexadecahydro-1 H-cyklopenta[a]fenanthren-3-yl)amino)-3-

oxopropanova kyselina (61),

4-(((3R,5R.85,95,108,135,14S)-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3 -yloxy)-

- N, N, N-trimethyl-4-oxobutan-1-amonium chlorid (62),

4-(((3R,5R,8R,9S,10S,13R,145)-10,13-dimethyl-2,3,4,5,6,7,8,9,10,1 1,12,13,14,15-tetradekahydro-1H-
-cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-4-oxobutanova kyselina (64),

3-(((3R,5R,8R,9S,10S,13R,145)-10,13-dimethyl-2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,1 3,14,15-tetradekahydro-1H-

cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-3-oxopropanové kyselina (65),
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3-(((3R,5R,8R,108,135,145)-10,13-dimethyl-17-methylenehexadekahydro- I H-cyklopenta[a]fenantren-3-
yhoxy)-3-oxopropanova kyselina (67),
4-(((3R,5R,8R 95,105,135,145)-10,13-dimethyl-17-methylenhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-
-3-yl)oxy)-4-oxobutanova kyselina (68),
4-(((3R,5R,8R,95,108,135,14S5)-10,13-dimethyl-17-methylenhexadekahydro-1H-cyklopentafa]fenantren-
3-yl)oxy)-4-oxopentanova kyselina (69),
2-((3R,5R,8R,95,108,13S5,145)-10,13-dimethyl- 1 7-oxohexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-
yhoctova kyselina (74),
2-(((3R,5R,8R,9S,108,135,14S5)-10,13-dimethyl-17-methylenhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-
3-yDoxy)-N,N,N-trimethyl-2-oxoethan-1-ammonium chlorid (76),
3-(((3R,5R,8R,95,108,13S,148,Z)-17-ethyliden-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-

- cyklopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-3-oxopropanova kyselina (83),
5-(((3R,5R,8R.98,108,135,14S,7)-17-ethyliden-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyclopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-5-oxopentanova kyselina (85),
3-(((3R,5R,8R,95,108,135,14S,17R)-10,13-dimethyl-17-(prop-1-en-2-y)hexadekahydro-1H-
cyclopenta[a]fenantren-3-yl)oxy)-3-oxopropanova kyselina (88),
pyridinium (3R,5R,8R,95,105,13S, 1.4S, 178)-17-jodo-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
.cyklopenta[a]fenanthren-3-yl-sulfat (93),
pyridinium (3R,5R,8R,985,108,135,145)-17,17-difluoro-10,1 3-dimethylhexadekahydro-1H-
-cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfét (95),
pyridinium (3R,5R, 8R,9S,108,138,14S,175)-10,13-dimethylhexadekahydrospiro[cyklopenta-
[a]fenantren-17,2"-oxiran]-3-yl-sulféat (97), 5
pyridinium (2R,4aS,4bS,6aS,10bS,6aS,12aR)-4a, 6a-d1methyIoctadeeahydrochrysen-Z -yl-sulfat (101),
(4S5)-4-amino-5-(((2R,4aS,4bS,6aS,10bS,12aR)-4a,6a-dimethyloktadekahydrochrysen-2-yl)oxy)-5-

. oxopentanova kyselina (106),
pyridinium (3R,5R,85,95,105,13R,145)-10,1 3-dimethyl-16-methylenhexadekahydro-1H-

- cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat (114),
pyridinium (3R,5R,8R,98,108,135,145)-10,1 3-dimethyl-17-methylenehexadekahydro-1H-

_cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfét (116),
pyridinium (3R,5R,85,95,10S,13R,148,1 75)-10,13,17-trimethylhexadecahydro-1H-

-cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat (117),
pyridinium (3R,5R,85,95,108,13S,14R,17R)-10,1 7-dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-
yl-sulfat (118),
pyridinium (3R,5R,85,95,108,13R,14R,175)-10,1 7-dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-3-
yl-sulfét (119),
pyridinium (3R,5R,85,95,108,13R,145,17S)-17-ethyl-10,1 3-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat (120),
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pyridinium (3R,5R,8R,9S,108,1385,14S,17R)-10,13-dimethyl-17-(prop-1-en-2-yl)hexadekahydro-1H-

-cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat (121),

pyridinium (3R,5R,8R,9S5,108,13R,14S,17R)-17-isopropyl-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat (122),

pyridinium (3R,5R,8R,95,108,13R,14S,17R)-17-((R)-sec-butyl)-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-
cyklopenta[a]fenantren-3-yl-sulfat (123),

pyridinium (35,3aS,5bR,7aR,9R,11aS§,11bS,13aR)-3,11a-dimethylhexadekahydro-1H,3H-
naftho[2',1"4,5]indeno[ 1,7a-c}furan-9-yl-sulfat (124),

pyridinium (3R,5R,8R,9R,10S,13S5,145)-13-methylhexadecahydro- 1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-yl-

sulfat (126),

pyridinium (3R,5S,8R,9R,108,13S,145)-10,13-dimethylhexadecahydro-1H- cyclopenta[a]phenanthren-3-

-yl-sulfét (127),

pyridinium (25,4aR,4bR,8aS,10aS)-4a-methyltetradecahydrophenanthren-2-yl-sulfat (128),
(4S)-4-amino-5-(((3R,5R,85,9S,108,135,145)-10,13-dimethylhexadekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-

3-yl)oxy)-5-oxopentanova kyselina (130).

3. Amfifilni slougeniny s tetradekahydrofenantrenovym skeletem obecného vzorce I podle naroku 1 nebo

podle naroku 2, pro pouziti jako 1é¢ivo.

4. Amfifilni slougeniny s tetradekahydrofenantrenovym skeletem obecného vzorce I podle naroku 1 nebo
podle naroku 2, pro pouZiti pro lé&eni neuropsychiatrickych poruch souvisejicich s nerovnovahami
glutamatergniho neuropfenaeového systému, jako jsou ischemické poSkozeni centrilni nervové
soustavy, neurodegenerativni zm&ny a poruchy centralni nervové soustavy, afektivni poruchy, deprese,
post-traumatickd stresova porucha a nemoci souvisejici se stresem, anxieta, schizofrenie a psychotické

poruchy, bolest, zavislosti, roztrousen4 skleréza, epilepsie, gliomy.

5. Farmaceuticky prostfedek pro humanni i veterinarni pouZiti, vy zna&ujici se tim, Ze obsahuje
jako aktivni slozku amfifilni sloudeninu s tetradekahydrofenantrenovym skeletem obecného vzorce I

podle néroku 1, nebo slou¢eninu podle néroku 2.

6. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 5, pro poutiti k lé¢eni neuropsychiatrickych poruch
souvisejicich s nerovnovdhami glutamétergniho neuropfenaseCového systému, jako jsou
ischemické poskozeni centralni nervové soustavy, neurodegenerativni zmény a poruchy centralni
nervové soustavy, afektivni poruchy, deprese, post-traumatickd stresova porucha a nemoci
souvisejici se stresem, anxieta, schizofrenie a psychotické poruchy, bolest, zavislosti, roztrou$ena

skleroza, epilepsie, gliomy.
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7. Pouziti amfifilnich slougenin s tetradekahydrofenantrenovym skeletem obecného vzorce I podle
naroku 1 nebo podle néroku 2, pro vyrobu veterinirniho a humaniho farmaceutického pripravku
pro léCeni neuropsychiatrickych poruch souvisejicich s dysbalancemi glutamatergniho
neuropfenaSefového systému,  jako jsou ischemické poskozeni centralni nervové soustavy,
neurodegenerativni zmény a poruchy centralni nervové soustavy, afektivni poruchy, deprese, post-
traumaticka stresova porucha a nemoci souvisejici se stresem, anxieta, schizofrenie a psychotické

poruchy, bolest, zavislosti, roztrouSena skleréza, epilepsie, gliomy.

8. Pouziti amfifilnich slou¢enin s tetradekahydrofenantrenovym skeletem majicich obecny vzorec I
podle néroku 1 nebo podle néroku 2, pro vyrobu standardii neuroprotektiv, antidepresiv, anxiolytik,
stabilizatord néalad, hypnotiv, sedativ, analgetik, anestetik, antipsychotik, prokognitiv a neuroleptik,
pfipadné analytickych standardii pouZivanych v experimentdlnim vyzkumu a analytické chemii &i jako
slou¢enin obsazenych v potravinovych dopliicich ¢i kosmetickych piipraveich uréenych pro zlepsovani
reakci jednotlivych ¢asti organismu na zvySeny stres zejména oxidativni, nutri¢ni a zpisobeny volnymi

radikaly, pfipadné na starnuti.
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