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Prehled o sou€asném stavu problematiky

Pfehled o stavu problematiky, ktera je pfedmétem disertace a vlastni odborné
literatury zabyvajici se zkoumanymi otazkami je uveden u kazdého z dil€ich témat
zvlast, pro snadnéjsi orientaci.

Cil disertacni prace

V nasich studiich jsme se v oblasti steroidnich heterocykll soustfedili na
konstrukci supramolekul s pfedem navrzenymi vlastnostmi a jejich studium a
zkoumani mozného vyuziti. Jako podplrna prace nam slouzilo nékolik typickych
okruhd, které souvisely jeden s druhym a které |ze rozdélit spiSe jen metodicky, na:
a) steroidni heterocykly jako soucast a pripadné cil reakci vedoucich k vystavbé
bo¢niho Ffetézce steroidd, b) syntéza steroidnich heterocykll jako latek s potencialni
biologickou uc€innosti, c) syntéza malych konjugati steroidnich heterocyklu, d)
studium vlivu zplsobu spojeni heterocyklu a steroidu na vilastnosti vzniklé
slou€eniny, e€) izolace steroidnich heterocyklld a jejich konjugatd z pfirodniho
materialu, f) studium fyzikalné chemickych a biologickych vlastnosti pfipravenych a
izolovanych latek, g) molekularni modelovani.

Zvolené metody zpracovani

Pokud se tyCe metod, které jsou k dispozici pro zpracovani danych témat je nasnadé
cela Skala method organické a bio-organické chemie, metody spektrometricke,
chiroptické, chemicka analyza, testy biologické ucinnosti a zkoumani nékterych
produktd z hlediska materidlové védy. Pokud se dotykdme molekularniho
modelovani, je, vzhledem k rozmé&ram nékterych molekul, k dispozici relativné prosté
modelovani pomoci metod jako MM2'? & CHARMM?® a metod pfibuznych. Dluzno
v8ak fici, Zze modely i ziskané hodnoty nékterych pozorovatelnych vlastnosti
odpovidaji jak zméfenym fyzikalné-chemickym veli¢inam tak hodnotam ziskanym
parcialnimi vypocty kvalitn€jSimi metodami, které ovSem nepovazujeme za predmét
této prace pro jejich specialni charakter. Byla provedena fada vypoctd na urovnich
vy$sich, at jiz programy Gaussian 98W*, MOPAC?, vétsinou prostfednictvim rozhrani
Cambridge Software ChemOffice Ultra®.

Vlastni metodicky pfistup ke zpracovani zvoleného tématu zahrnoval
prostudovani vlastnosti fady heterocyklickych systému obsahujicich steroidy a
nasledné inkorporace steroidi jako stavebnich kamenu supramolekul a studium
jejich vlastnosti.
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V ramci této studie byla syntetizovana cela fada novych typua steroidnich heterocykl,
které se, az na vyjimky, daji charakterizovat jednim kratkym mustkem (tj. zpravidla 1-
5 uhlikl) spojujicim sekundarni uhlikovy atom kruhu steroidniho skeletu s kruhem
vice & méné nenasyceného heterocyklu. V nasledujici diskusi je uvedeno nékolik



typickych pfikladd takovych steroidnich heterocykll s tim, ze se kratce zamyslime
nad jejich vybranymi vlastnostmi. Obecné byly v této praci syntetizované steroidy
testovany na svoji aktivitu va&i Escherichia coli (JOCHB AV CR), na buné&&né linii
screningového systému NCI odvozené z mySi lymfocytické leukemie P388 (CRI
ASU, Tempe), na inhibici inkorporace rubidia do erythrocytd (IBCH Moskva, FarmU
FVL UK a SUKL Praha) a na na NCS anti-HIV screeningové in vitro testovaci linii T4
lymphocytt z bunééné linie CEM (NCI Bethesda). U vybranych latek byla provadéna
zkouSka pozitivné inotropni aktivity pfimo na Langendorfové preparatu ze srdecniho
svalu (UEBF Hradec Kralové). Pokud byly Usp&$né& provadény testy dal$i, jsou
uvedeny u pfislusnych aktivnich latek.

V oblasti steroidnich molekul a heterocykld supramolekularniho typu byly
zuzitkovany zkuSenosti z pfedchozich praci stim, ze bylo syntetizovano nékolik
druht supramolekul, majicich nové vlastnosti, které do nich byly zakomponovany
jako vlastnosti vnasené cCasteCnymi strukturami a které v symbioze poskytly
vlastnosti nové, ne vzdy oCekavané, ale o zajimavéjSi. Byla tak prostudovana
komplexace steroidnich kalix[4]pyrroli s D- a L-vinnou a mandlovou kyselinou a byly
zjistény vyznamné rozdily v antipodalni selektivité téchto komplexaci. Byly pfipraveny
analogické, meso-substituované porfyriny a byla studovana jejich komplexace se
sacharidy. Zde byly zjist€ény vyznamné asociace mezi rliznymi sacharidy od mono az
po pentasacharid; bylo zjisténo i skladani molekul v rdznych roztocich. Steroid
s navazanym fenanthrolinovym zbytkem ukazal na moznost ovladani samoskladnych
mechanizmd pomoci koordinace s kationtem kovu. Pfestoze bylo dosazeno velmi
zajimavych vysledkd, mnoho prace v této oblasti nas teprve Ceka.

Pro prehlednost je na zaCatku kazdé podkapitoly uveden seznam vlastnich
praci, které v plném textu o problematice pojednavaiji. Citace na literaturu obecného
charakteru jsou uvedeny odkazem, pomoci klasického zplUsobu, se seznamem na
konci prace. V fazeni kapitol neni skryt zadny vyznam.

Pokud je uveden steroidni skelet v obecném tvaru

RO
jde o slouc€eninu, ktera se vyskytuje ve vice variantach, at' jiz stran substituce na
skeletu, tak stran nenasycenosti, ¢i anelace kruht a druh pfislusné varianty neni
podstatny.



Steroidni maleinimidy

Drasar P., Havel M.: Syntheses of 17p3-(2-maleimido)androstanes. On Steroids CCXLIX. Collect.
Czech. Chem. Commun. 46, 1976 (1981).

Pouzar V., DraSar P., KoCovsky P., Havel M.: Synthesis of some Isocardenolide Analogs and 17(3-
Maleimidoandrostane of Westphalen Structural Type. On Steroids CCLVI. Collect. Czech. Chem.
Commun. 47, 96 (1982).

Drasar P., Pouzar V., Cerny |., Havel M.: Alternative Synthesis of Steroidal Maleimides. On Steroids
CCLXXXI. Collect. Czech. Chem. Commun. 48, 1224 (1983).

Série steroidnich kyselin byla prevedena reakci, pfibuznou syntéze showdomycinu’,
na kyanoakrylaty, které vznikaji reakci in situ vznikléeho acylkyanidu
s methoxykarbonylmethylentrifenylfosforanem, za pfitomnosti kyanovodiku.
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Ze vznikajicich E a Z izomeru je izolovan Z izomer 2 a je dale cyklizovan na novy typ
steroidniho heterocyklu, cyklicky imid 3 (maleinimidoderivat steroidu). Vzhledem
k tomu, Ze cyklizace probiha za tepla v koncentrované kyseliné sirové a ze pfi téchto
podminkach dochazi u nékterych steroidnich typl kvyznamnym degradacim je
v nékterych pfipadech citlivéjSich skeletl podstatné snizen vytézek. Tuto nesnaz se
podafilo obejit uplatnénim alternativni syntézy maleinimido steroidu. Esternitril 4 byl
postupné hydrolyzovan az na dikyselinu jejiz dehydrataci byl pfipraven cyklicky
anhydrid 7. Tento cyklicky anhydrid byl amonolyzovan na amidosul 8. Amidosul pak

oxidem fosfore€nym v dimethylformamidu poskytla cyklicky imid 9.
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Poprvé popsanym zpusobem ,pfimé cyklizace* maleinimidu typu 3 byl

pripraven i derivat, ktery pfi cyklizaci zaroven s tvorbou maleinimidu podlehl

skeletalnimu pfesmyku na steroidu za vzniku slouCeniny Westphalenova typu.

Uskute¢néni této reakce za danych podminek si vysvétlujeme fakt, ze pfima

cyklizace za takovych podminek nedosahuje oCekavaného vysledku proto, Ze u

nékterych steroidd dochazi m.j. i k degradaci (nedefinovanym zménam) steroidniho
skeletu, podobné, jako u prozkoumaného Westphalenova prfesmyku.
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Steroidni maleinmidy byly syntetizovany i dalSim zplasobem, z ketoestertu 74,
kondenzaci s karbamoylmethylentrifenylfosforanem, a naslednou cyklizaci
esteramidu 15. Takto se podafilo pfipravit cyklické imidy i u pfipadl, kdy jednoducha
cyklizace, pravdépodobné vlivem mensSi stability steroidniho skeletu neposkytla
dostatecny ¢i zadny vytéZzek heterocyklického derivatu.
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Podobné byl pfipraven homologicky derivat 17, s prodlouzenym mustkem
spojujicim heterocyklus a steroidni jadro.

NH

AcO
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Protoze steroidni maleinmidy nepfispély pfi hledani vhodného meziproduktu
pro snadné prodluzovani steroidniho fetézce, nebyl mezi nimi nalezen zadny typ
slouc€eniny se slibnou biologickou aktivitou bylo od dal$iho studia této skupiny latek
upusténo.

Steroidni thiazoly s vazbou 17-4"

Pouzar V., Drasar P., KoCovsky P., Havel M.: Synthesis of some Isocardenolide Analogs and 17-
Maleimidoandrostane of Westphalen Structural Type. On Steroids CCLVI. Collect. Czech. Chem.
Commun. 47, 96 (1982).

Ko&ovsky P., DraSar P., Pouzar V., Havel M.: Synthesis of some Westphalen-type Cardenolide
Analogs. On Steroids CCLVII. Collect. Czech. Chem. Commun. 47, 108 (1982).

Drasar P., Pouzar V., Cerny |., Smolikova J., Havel M.: Synthesis of 17beta-[4-(1,3-
Thiazolyl)Jandrostane 3B-Hemisuccinate and Glycoside. On Steroids CCCVII. Collect. Czech. Chem.
Commun. 49, 1039 (1984).

Drasar P., Pouzar V., Cerny ., Pettit G.R., Havel M.: Synthesis and in vitro Antimetabolic Evaluation
of some Steroidal Thiazoles. On Steroids CCCXLVII. Collect. Czech. Chem. Commun. 54, 3339
(1989).

Drasar P., Pouzar V., Cerny |., Havel M.: RP HPLC Separation of Some Steroidal Thiazoles.
J.Chromatogr. 283, 396 (1984).

Zajimavym problémem se ukazala syntéza thiazol(:® v poloze 17 steroidniho skeletu
a dikaz jejich struktury. Zatimco Hantzschova reakce na pfipravu thiazolu je znama
jiz od pfedminulého stoleti, jeji aplikace na steroidni systémy nebyla vSestranné
propracovana. K jejimu prostudovani byl tak z mesylketonu pfipraven bromketon,
ktery byl pouzit jako sloZzka pro kondenzaci s thiomoCovinou a jejimi derivaty za
klasickych Hantzschovych podminek®”.
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Pavodni cil prace, provéfit syntézu izomerniho heterocyklu 21, uvedeného
v literatufe, vSak nebyl splnén. Byl prokazan pouze vznik thiazolu 20 podle horniho
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Thiazol 21 se sirou v poloze blize steroidnimu heterocyklu (tj. derivat s vazbou 17-

schématu.

57), se v8ak prokazat nepodafrilo. Naopak, redukci ziskaného steroidniho heterocyklu
na Ranneyové niklu bylo prokazano, Ze vznikly steroidni thiazol je typu 17-4°,
podobny zavér byl u¢inén i z *C NMR spekter.

Cela fada derivatu byla pfipravena na steroidnim skeletu Westphalenova
strukturniho typu, podobné jako je zminéno u syntéz maleinimidu.
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Na schématu vy$e znazorné&ny Westphalentiv presmyk® byl vyuzit v reakénich
schématech u syntéz laktonu i thiazolu 26.

AcO

Pro moznost studia inhibice Na*,K*-ATPasy (3.6.3.9, dfive oznatované jako
3.6.1.37), sjejimiz preparaty se pracuje ve vodném prostfedi, byla vypracovana
syntéza konjugatl steroidnich thiazolll, vhodnych pro studia vtomto polarnim
prostiedi. Metodikou popsanou nize' byl pfipraven hemisukcinat 27 a metodou
pouzivajici silikat stfibrny byl pfipraven i glukosid 28.
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V ramci studia steroidnich thiazolu byla studovana skupina latek s vazbou typu
17-4° (typy 29 a 30). Zamérné byl ménén jak steroidni skelet tak substituce v poloze
2.
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V této skupiné latek byla téz studovana inhibice inkorporace prekursoru
nukleovych kyselin a proteind do Ehrlichovych rakovinnych bunék a inhibice rustu
bunétné linie leukémie P388 US National Cancer Institute. Sloucenina
s aminothiazolem, odvozena od steroidniho diketonu (typ 29) vykazala IDsg 2,9 pg/mi
(7,5x10° mol.I") a sloudenina aminothiazolu s acetylovanym androstenovym
skeletem (typ 30) IDsy 7,0 pg/ml (16,9x10° mol.I"). Prva ze dvou uvedenych
vykazovala také 35 % inhibici inkorporace "C-adeninu a '*C-valinu do Ehrlichovych
bunék. Ostatni latky se ukazaly jako ,neucinné“. Farmakofor, ktery by
pravdépodobné mohl pfinést dalSi vysledky ukazuje na slou€eninu s amino-
thiazolovym heterocyklem a lipofilnim steroidnim zbytkem. Obtiznym faktorem studia
téchto latek, zejména téch s lipofilnim steroidnim zbytkem, byla vSak jejich mala
afinita k polarnim médiim. Vzhledem k tomu, Ze nékteré slou€eniny se chovaly jako
detergenty (majice ve skutecnosti podobnou strukturu) bylo jejich udrzeni v roztoku
pfi jeho (napf z dimethylsulfoxidu &i ethanolu) fedéni vodnou fazi velmi kratkodobé.
Slou€eniny mély spiSe tendenci tvofit lehce zakalené nepravé roztoky. | ty vsak,
povétsing, stacCily k provedeni testu biologické uc€innosti. Testy na inhibici ristu
kolonii E. coli byly v této skupiné latek zcela negativni.

Steroidni thiazoly s vazbou 17-4" byly studovany pomoci HPLC na reverzni
fazi. Byla navrzena jednoducha a ucinna metoda jejich déleni. Byla studovana
zavislost polarity mobilni faze na déleni jednotlivych latek a chromatograficka
detekce spontanni hydrolyzy estert v protickém prostfedi, analogickém tomu, ve
kterém byly provadény biologické zkousky.

Steroidni thiazoly s vazbou 20-4"

Drasar P., Pouzar V., Cerny |., Havel M.: Synthesis of 4-(21-Nor-5-pregnen-20-yl)-1,3-thiazole
Derivatives. On Steroids CCCVIII. Collect. Czech. Chem. Commun. 49, 1051 (1984).

Byla vypracovana syntéza novych typl homologickych steroidnich thiazolu typu 35
s prodlouzenym mustkem spojujicim steroidni uhlik C-17 s uhlikem C-4" thiazolu
methylenovym mustkem.
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35
K prodlouzeni bo¢niho fetézce o jeden uhlik bylo pouzito redukce ketosulfoxidu typu
32 na amalgamovaném hliniku. Hantzschova reakce'' byla provedena analogicky
jako u derivatl vySe popsanych. Derivaty byly studovany pfi HPLC na reverzni fazi,
byly zméfeny kapacitni faktory a navrZzena snadna moznost jejich identifikace.
Zaznamenani hodna biologicka aktivita u nich nebyla nalezena.

Steroidni thiazoly s vazbou 17-2"

Urbansky M., Drasar P.: Simple Syntheses of Steroidal 173-(2'-Thiazolyl) Derivatives. Synth.
Commun. 23, 829 (1993).

DraSar P., Urbansky M.: Reversed-Phase HPLC Separation and Chromatographic-Spectral
Characterization of 17B-(2'-Thiazolyl)androst-5-en-33-ols and their Acetates. Biomed.Chromatogr. 8,
95 (1994).

Byla syntetizovana téz skupina novych alternativnich 17-2" thiazolovych derivati typu
40. Cesta k nim vedla pfes thioamid 39 pficemz poslednim stupném byla opét
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Hantzschova reakce, pouzita ovSem, vzhledem ke steroidu v opacném smyslu nez
vySe, tj. se synthonem typu BrCH,CO-R.

Pfiprava thiazolu typu 40, substituovaného na uhliku C-5" dvojné vazby (blize
siry) byla vedena odlisSnym zplsobem. K uzavieni kruhu dochazelo jiz pfi vlastni

thiaCni reakci pomoci P»Ss v dioxanu.
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U thiazolu typu 17-2° byla provedena obSirngjsi studie jejich identifikace a
Cisténi pomoci HPLC na reverzni fazi. Bylo prostudovano jejich déleni a mozZnost
charakterizace touto cestou.

Bicyklické heterocykly odvozené od cholovych kyselin

Nguyen T.T.H., Urban J., Klinotova E., Sejbal J., Protiva J., Drasar P., Protiva M.: Synthesis of
Several Hydroxylated 23-(Benzimidazol-2-yl-,Benzoxazol-2-yl and Benzothiazol-2-yl)norcholanes and
Some Related Compounds. Collect. Czech. Chem. Commun. 60, 257 (1995).

Nova skupina heterocyklu byla syntetizovana z latek, které se vyznacuji celou fadou
biologickych funkci a fyzikalnich vlastnosti Zlugovych (cholovych) kyselin. Rada
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ZluGovych kyselin (lithocholova, chenodeoxycholova, cholova a deoxycholova) byla
jak z vlastnich kyselin tak z jejich chloridd pfevedena na benzimidazoly, benzthiazoly
a benzoxazoly (typ 46) kondenzaci s 1,2-diaminobenzenem, 2-aminofenolem a 2-
aminothiofenolem. Bylo experimentovano jak s funkcionalizaci heterocyklického jadra
tak s funkcionalizaci pozice 3 steroidniho skeletu. Zajimavy derivat 47 byl pfipraven
esterifikaci benzimidazolového steroidniho derivatu dalSi molekulou cholové kyseliny.

X=NH

X =NAc

X= NCH2CH2N(CH3)2
X=0

Steroidni derivaty obsahujici bicyklické heterocykly byly testovany na
biologickou aktivitu ve smyslu vySe citovaného ANTI-HIV screeningu NCI.
NejzajimavéjSi byla nalezena u benzimidazolu odvozeného od chenodeoxycholové
kyseliny, acetylované vpoloze 3 a 7. /ZjiSténou aktivitu je mozno vyjadfit
v koncentraci 1,58x10° mol.I" jako 10,72 % ochrany T4 lymfocyttl vin vitro.
Benzoxazolova slouCenina odvozena od peracetylované kyseliny cholové méla
v koncentraci 5x10° mol.I" analogickou hodnotu 31,45 %. Nicméné byly tyto
namérené hodnoty hodnoceny NCI jako ,velmi nizka“ aktivita.

Steroidni laktony

Drasar P., Cerny |., Pouzar V., Havel M.: New Preparation of Steroidal 3-Hemisuccinates. On Steroids
CCCIIl. Collect. Czech. Chem. Commun. 49, 306 (1984).

Pouzar V., Drasar P., Cerny |., Havel M.: A Novel Indirect Preparaton of Hemisuccinates. Synth.
Commun. 14, 501 (1984).

Schmiedova D., Veres K., DraSar P.: Synthesis of Components for Radioimmunoassay of Digoxin.
Radioisotopy 25, 658 (1984).
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Drasar P., Pouzar V., Cerny |., Havel M., Tureéek F. et al. Preparation of 3-Carboxypropanoates of
Digitoxin Digoxin and their Conjugates with L-Tyrosine. On Steroids CCCXVII. Collect. Czech. Chem.
Commun. 50, 2760 (1985).

Pouzar V., Cerny |., Drasar P., Havel M.: New Method of Preparation of Cardioglycoside
Hemisuccinates. On Steroids CCCXXV. Collect. Czech. Chem. Commun. 51, 2019. (1986).

Pouzar V., Cerny |., Dradar P., Havel M.: New Approach to Steroidal Hemisuccinates and Glycosides.
On Steroids CCCXXIX. Collect. Czech. Chem. Commun. 52, 775 (1987).

Kamano Y., Drasar P., Pettit G.R., Tozawa M.: Synthesis of 5alfa-Cinobufagin. Collect. Czech. Chem.
Commun. 52, 1325 (1987).

Pettit G.R., Kamano Y., Drasar P., Inoue M., Knight J.C.: Synthesis of Bufalitoxin and Bufotoxin.
J.Org.Chem. 52, 3573 (1987).

Mraz M., Opletal L., Sovova M., Dragar P., Havel M.: Inhibition of Na* K" -ATPase by the Glycosides
from Coronilla varia. Planta Medica 58, 467 (1992).

Kamano Y., Kotake A., Nogawa T., Hashima H., Tozawa M., Morita H., Takeya K., ltokawa H., Matsuo
l., Ichihara Y., DraSar P., Pettit G.R.. Conformational preference of two toad poison
Bufadienolides,Cinobufagin and Bufotalin. Collect. Czech. Chem. Commun. 63, 1663 (1998).

Kamano Y., Nogawa T., Yamashita A., Hayashi M., Inoue M., Drasar P., Pettit G. R.: Isolation and
Structure of a 20,21-Epoxybufenolide Series from "Ch'an Su". J. Nat. Prod.; 65, 1001 (2002).

Série praci byla vénovana studiu ,heterocykl(“ z oblasti pfirodnich a semisynte-
tickych kardenolidd a bufadienolidd.

Tak byla obmé&nami'? stereochemie kruhti A a B z pfirodniho cinobufaginu 48
pripravena dvojice nepfirodnich derivata cinobufaginu (3a,5a) se stereochemii 3a,5p
(5a-cinobufagin) a 3B3,5a (3-epicinobufagin).

e} 0 o O
» |
o OAc 0 OAc
O
HO H H
48 49
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Obména stereochemie byla provedena pFes pfipravu derivati 3-ketonu typu 49

riznych podminek.

nenasycenych v A-kruhu (napf. A-2,3 a A-4,5, tj. slouenin 50 az 52) redukci za
0._0O o 0._.0
| % | %
o OAc o OAc
O o @)
50 52

PFi redukci vznikaly podle podminek 33,53 (48), 30,58 (54) a 3B,5a (53) derivaty
v preparativnim méfitku. Derivat 3a,5a nebyl izolovan ani jako minoritni produkt redukce.

o.__0 O. _0O
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Syntéza byla doplnéna pfipravou nenasyceného ketonu 56 z jiného pfirodniho
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5a-Cinobufagin (55) pfipraveny z pfirodniho cinobufaginu vykazal na testech

bufadienolidu, z cinobufotalinu 55.

s vySe popsanou P388 bunécnou linii marginalni inhibiéni efekt, zatimco pFirodni
3B,5B derivat 48 byl naprosto inaktivni.

Aplikaci vySe popsanych reakci s poloestery dikarboxylovych organickych
kyselin, napf. sjantarovou C¢€i suberovou Kkyselinou a nasledné kondenzaci
s argininem byla vyvinuta reakce, ktera dokoncila formalni totalni syntézu bufotoxinu
57.
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Podobné byl syntetizovan i bufalitoxin 58. Vychozi steroidni prekursory byly
izolovany z &inské drogy Ch’an-su (Senso)™ pomoci extrakce a mnohonasobné
chromatografie. Tato droga, ziskana z kiize orientalnich zab Bufo bufo je tradi¢ni
vychodni lidovou medicinou, pouzivanou jiz pfes 2000 let. Dodnes se prodava na

vesnickych trzich.
o.__0O

H =

i X
HO)WN NH,
HN H Q OH
0

O
58

Ropusi toxiny, latky s toxicitou LDsy 0,29 mg/kg (kocCka), jsou latky odpovédné za
vyznamnou biologickou aktivitu Ch'an-su. Do roku 1972 v8ak nebyla s dostatec¢nou
presnosti znama jejich struktura.

Do doby potvrzeni struktury se m.j. nespravné soudilo™, Ze steroid je
konjugovan v poloze 14, jak je znazornéno na struktuie 59.

U kardioglykosidtl izolovanych z Coronilla varia L. byla sledovana
kardiotonicka aktivita. Bylo shledano, Ze biologicka aktivita neni zcela zavisla na
pfitomnosti obou monosacharidovych jednotek a Ze inhibice Na',K'-ATPasy je u
hyrkanosidu 60 a deglukohyrkanosidu 671 srovnatelna s inhibicnimi konstantami
nameéfenymi u klasickych kardiotonickych (pozitivné inotropickych) standardd,
digitoxinu a ouabainu v rozmezi koncentraci 10°-10° mol.I".
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Byla studovana konformacni preference u dvou bufadienolidd z ropuSich jed
(Bufo bufo gargarizans) izolovanych téz z €inské drogy Ch’an-su, cinobufaginu a

bufotalinu.
O (0] o (@)
| Pz | =
OAc
o) on ke
HO . HO .

62 63

Bylo shledano, ze laktonovy kruh téchto bufadienolidl je energeticky nejvyhodnéji
umistén nad rovinu kruhu, pfiemz rovina jim prolozena je téméf shodna s rovinou
symetrie péti¢lenného kruhu s epoxidem (parcialni struktura 64, je znazornén kruh D
steroidu a pfipojeny laktonovy kruh).

Struktura byla navrzena pomoci metody MM2 v kombinaci s PM3 a HF/STP-
3G. Vypocty byly podpofeny NOE experimenty v NMR studii za nizkych teplot (230 a
330 K).
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V této sérii praci byla mj. vyvinuta metoda na syntézu stavebnich blokl pro
sestaveni RIA souprav pro nékteré kardiotonické steroidy. Na rozdil od ,klasické*
metody uplatnila vyvinuta metoda pouziti derivatl, které byly chemickymi individui a
které byly plné chemicky charakterizovany. Metoda byla podle postupu, na
vypracovani jehoz neradioaktivni Casti jsme se podileli, pouzita v nasi republice i
komercné.

Zakladem pro syntézu komponenty RIA soupravy byla pfiprava steroidni
slougeniny relativné pevné vazané na ,mustek* vhodné délky'®. Pro jednoduchost byl
zvolen ,mustek” ve formé poloesteru kyseliny jantarové, respektive i poloester
kyseliny suberovée (typ 65). Oba derivaty nebyly zvoleny nahodné, takové poloestery
se vyskytuji jako pFirodni latky a vykazuji aktivitu (kardiotonickou, Ci positivhé inotrop-

0.__0O

=

O

HO
WA(Hzc)n)J\o
(@]

H
65
ni) podobnou jako glykosidy. Rada steroidnich poloesteri byla syntetizovana
z davodu srovnavani kardiotonické aktivity, nicméné, propracovani této syntézy vedlo

i k pFipravé Cistych komponent pro sestaveni RIA souprav.
0.__0

66

Jako kliCova slouCenina byl pfipraven monosubstituovany 2,2,2-
trichlorethylester jantarové kyseliny, kterym byl dale esterifikovan steroidni
hydroxyderivat. Trichlorethylova ,chranici“ skupina byla odstranéna pusobenim
zinkového prachu v rozpoustédle s prfidavkem kyseliny octové, za podminek, kdy
jesSté nedochazelo k hydrolyze esterové vazby mezi steroidem a jantarovou
kyselinou.

Pfi esterifikaci digoxinu monosubstituovanym 2,2 2-trichlorethylesterem
jantarové kyseliny doslo, vzhledem ke sterické pfistupnosti a reaktivité cukernych
hydroxylt k pfednostni substituci na hydroxylu v poloze 4°°* za vzniku chranéného
digoxin 4" ""-hemisukcinatu 67. Po odblokovani zinkem byl pfipraven z hemisukcinatu
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reakci s hovézim sérovym albuminem (BSA) byl pfipraven konjugat pro imunizaci a
reakci s methylesterem L-tyrosinu substrat pro radiojodaci, ktera byla provedena
s 50 % vytézkem '?°|-radioligandu.

OH
4 4 '
0 4
Oy O 0 0 o) OH
0 o o)
o P H
HO OH OH

67

V Fadé pfipadl byla pouzita i alternativni metoda, kdy misto trichlorethylové
chranici skupiny byla pouzita skupina 2-(trimethylsilyl)ethylova. Jeji odstépeni bylo
provadéno plsobenim tetrabutylamonium fluoridu.

Metodika byla uplatnéna i u hyrkanosidu. Byl pfipraven 2-(trimethylsilyl)-
ethylderivat 6" '-sukcinatu hyrkanosidu 68, ktery byl deblokovan a pfreveden na

konjugat s L-tyrosinem pomoci reakce s EEDQ.
0

O | 0
O e N
@) (@) |
@)
oH HO o
68

HO OH
HO

Fakt, ze v pfirodnim materialu, preparatu z kiizi japonskych ropuch Bufo bufo
,Ch' an-su“ byl nalezen neobvykly typ steroidnich laktond obsahujicich na
Sesticlenném laktonovém kruhu epoxid v poloze 20-21, podnitil jak syntézu takového
derivatu, tak studium jeho stereochemie a urceni chirality.

0._0O 0._0O
® |
O
O O
HO H HO H
69 70

Oxidaci  resibufogeninu 69 podle Kimury''® pomoci komplexu
tris(acetylacetonatu)zelezitého a peroxidu vodiku byly ziskany oba stereoisomery
20,21-epoxidu 70, jejichz stereochemické pfifazeni bylo provedeno pomoci fady
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NMR experimentd, nebot vSechny pokusy o ziskani krystall vhodnych
pro rentgenostrukturni analyzu selhaly.

PFi zkoumani biologické aktivity téchto epoxidi bylo zjisténo, ze na testovaci
linii leukemie MH-60 oba 20,21-epoxidy byly vice jak 5x u€innéjSi nez resibufogenin,
od kterého jsou odvozeny, tj. vykazaly ICsy 1,8 pg/ml. Pro lidské rakovinné bunky KB
byl obrazek presné opacény (resibufogenin 1,34; epoxidy 8-10 pg/ml). Soucasné
s aglykony byly z pfirozeného materialu izolovany i 3-formiaty, jejichz protirakovinna
ucinnost jak na MH-60, tak na lidskych rakovinnych burikach KB nebyla vibec
zaznamenana. Z pokusUl plyne, Ze je nutno tato zajimava zjiténi prohloubit dalSim
studiem.

Linearni supramolekuly se steroidy

Nguyen TTH, Urban J, Klinotova E, Sejbal J, Protiva J, DraSar P, Protiva M. Synthesis of Several
Hydroxylated 23-(Benzimidazol-2-yl-, Benzoxazol-2-yl and Benzothiazol-2-yl)norcholanes and Some
Related Compounds. Collect. Czech. Chem. Commun. 60, 257 (1995).

Reschel M, Budesinsky M, Cerny |, Pouzar V, Drasar P. Synthesis of Linear Steroid Oligoesters
Based on Etienic Acid. Collect. Czech. Chem. Commun. 67, 1709 (2002).

Reschel M, Pouzar V, Cerny |, Drasar P. 2+2 Synthone Approach to Synthesis of Etienyl Etienates
(2+2 Synthonovy pfistup k syntéze etienyletienatt). Chemicke Listy, 96, 955 (2002).

Retézeni steroidnich molekul byla v&novana znacna pozornost z ddvodu, Ze
se od takovych fetézci ocCekava, zZze mohou vytvofit organizovanou poruchu
v membrané a umoznit cileny transport substratu jenz porucha rozpozna a
propusti’®. Za timto Udelem jsme se zabyvali steroidy Fetézenymi amidickou
vazbou?, &i Fetézenymi pomoci heterocyklickych mustkd?'. V literatufe se vyskytuje i
typ Fetézeny pomoci heterooligoesterové vazby®?. Takové derivaty steroidd se

nachazeji v prirodé?® & jsou syntetizovany, napf. zr(znych steroidu®®, &i z

26,27 2829 Dokonce se Ugastni konstrukce

z cholovych Kkyselin a jejich derivatu
polymernich materialtd®. Jako elementy vy$8ich synthetickych celki byly studovany i
pomoci relativné kvalitnich vypocta korelujicich strukturu a vlastnosti mérené pomoci
NMR31’32.

Heterocyklicky aspekt téchto fetézcu je mozno vidét v tom, Ze jsou K jejich

oo 21 , - o o
spojovani heterocykly pouzity”', anebo, Ze napfiklad linearni fetézce esteru jsou
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zfetézeny do velkého cyklického makrolaktonu, ktery pfipomina cyklodextrin, ale liSi
se od né&j polaritou®=*. Zajimava je i vystavba dendritickych stuktur*>=°.

Zminim se zde o detailnéjSim studiu nékterych moznosti spojeni steroidnich
kyselin pomoci esterové vazby. Jakkoli se zda takovy problém relativné snadno
fesSitelny, narazi na néktera podstatné experimentalni uskali.

Linearni ester dvou ZluCovych Kkyselin 71 byl pfipraven esterifikaci
benzimidazolového steroidniho derivatu dalSi molekulou cholové kyseliny. V tomto
pripadé probéhla esterifikace relativné snadno a takové reakce jsou i popsany, i kdyz

_— . 10026 .y v oz . .y . .
u jinych derivatt~*>"*®. U tohoto derivatu nebyly nalezeny Zadné zajimavé vlastnosti.

HO™ “(OH)

71
Systematickému studiu byla podrobena moznost esterového spojeni
steroidnich hydroxykyselin vytvarejicich molekularni stuzky. Poté, co byla zevrubné
prostudovana moznost tvorby steroidnich oligomert spojenych amidickou vazbou?®,
byl vysloven pfedpoklad, Zze syntéza podobnych esterovych oligomeru bude snadna.
Cilovou molekulou byl oligoester kyseliny etienové 72, ktery by mél zaujimat pfiblizné
takovou délku molekuly, jakou ma silu lipidicka dvojvrstva, tj. 4 nm (40 A).

0 0 0 o)
HOWOWOWOWOH
72

Jednou ze =zajimavych vilastnosti, kterda byla studovana je i gelacni
schopnost®, ktera svéd&i m.j. o vyznamné usporadanosti gelu, kde zejména
steroidni jadra (u nizkomolekularnich gelatord) hraji podstatnou roli svymi

hydrofobnimi interakcemi a van der Waalsovymi silami*®*’.
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Heterocyklické supramolekuly se steroidy

Dukh M., Saman D., Kroulik J., Cerny l., Pouzar V., Kral V., Drasar P.: Metal Coordination as a Tool
for Controlling the Self-Assembling and Gelation Properties of Novel Type Cholic Amide—
Phenanthroline Gelating Agent, Tetrahedron 59, 4069 (2003),

Dukh M., Cerny I., Urbansky M., Pouzar V., Kral V., Dragar P.: Polycyklické makrocykly obsahuijici
pyrrol s pfimo vazanymi steroidnimi substituenty v mesopolohach, Czech Pat. Appl. 1999, PV3098-99
(31. 08. 1999), Czech 290491 (2002).

Dukh M., Drasar P., Cerny ., Pouzar V., Shriver J.A., Kral V., Sessler J.L.: Novel Deep Cavity
Calix[4]pyrroles Derived from Steroidal Ketones, Supramolecular Chemistry 14, 237 (2002).

Dukh M, Cerny |, Pouzar V, Kral VM, Drasar P. Porphyrin Receptors with Single Steroid Moiety.
Chemicke Listy 95, 749 (2001).

M. Dukh., I. Cerny, V. Pouzar, V. Krél, J. Barek P. Drasar, New Types Steroid Chiral Inducing Moiety
Containing Oligopyrrole Heterocycle Receptors for Electrochemical Utilisation. US-CZ Workshop on
Electrochemical Sensors Prague 2001, June 19-22, Prague, Book of Abstracts, p. 5, Czech Chemical
Society Prague.

Dukh M., Cerny I., Pouzar V., Drasar P., Kral V.M. Novel meso-Tetraphenyl-porphyrin conjugate with
Single Steroid Moiety as a Chiral Ligand. 2001, Zbornik prispevkov, I-PO27, p. 205. ISBN/ISSN 80-
89029-24-8. 53. Sjezd chemickych spolecnosti. B. Bystrica FPV Univ. MB.

Kral V.M., Dra8ar P.: Supramolekularni pfistup k nanotechnologiim. Chemicke Listy 95, 737 (2001).

Zelenka K., Trnka T., DraSar P., Dukh M.: Syntéza porfyrinU substituovanych v meso-polohach
steroidy s monosacharidovymi kotvami. Chemicke Listy 95, 777 (2001).

Dukh M., Pouzar V., Kral V.M., Cerny I., Drasar P.: Syntéza pyrrolovych makrocyklt s kombinovanymi
substituenty v meso-polohach steroidnich kalixfyrind. Chemicke Listy 94, 1045 (2000).

Dukh M., Saman D., Lang K., Pouzar V., Cerny |., Drasar P., Kral V.: Steroid—porphyrin conjugate for
saccharide sensing in protic media, Org. Biomol. Chem., 1, 3458 (2003).

vvvvvv

Uplatnéni velkych ¢&i slozitéjSich heterocyklickych kruht v pfirodé tak
v syntetickych operacich a stale €astéji i v technickych vystupech vede k navrhum
systémd, které maiji ve své strukture zakotveny predpoklady k pfedem oCekavanému
chovani, které jsou navrhovany i syntetizovany tak, aby se tyto designované
42,

vlastnosti daly prakticky vyuzi V naSem pfipadé byla ocekavanou
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1** a iontd* & komplexace i

rozpoznani vybranych organickych latek jako napf. cukri***%4’ neutralnich

(programovanou) vlastnosti rozpoznani moleku

substrata*®, aminokyselin®®, ptipadné i aniontd® o znaéné velikosti, viz. napf. 5
guanosinmonofosfatu®'. Takova vlastnost se pak predpoklada i u vyssich systémda,
které mohou vytvaret napt. iontovy kanal zabudovatelny do bunééné stény®?, tvofeny
makrocykly se substituci odvozenou z cholovych kyselin. Jako jedna z vlastnosti,
které byly studovany je schopnost vytvaret nadmolekularni organizované systémy> a
gely54’55
oCekavat zajimavé jevy v oblasti studia chirality, jako napfiklad enantioselektivni

, kde u takovych molekul majicich substituent s inherentni chiralitou lze

transport® & rozpoznani molekularni asymetrie® &  vytvareni chiralné
organizovanych struktur. Je m.j. znamo, Ze porfyrinové gelatory substituované
sacharidovymi jednotkami vytvareji jednodimenzionaini agregaty®® jeZ mohou

prispivat ke vzniku fibrilarnich struktur®®

. Cholové kyseliny jako modifikatory
vlastnosti komponent supramolekul nebyly zvoleny nahodné, jsou k tomuto ucelu
pouzivany jiZ v fadé (byt odli§nych) aplikaci®?®. Jsou pouzivany i jiné steroidy, i kdyz
velmi ojedinéle®. Jejich role véak mliZze byt spatfovana i v tom, Ze pomohou tomu, Ze
molekularni rozpoznani Ize provadét i v polarnim protickém prostfedi, coZ se zatim
dafilo jen velmi zfidka®. Pouziti steroidil je zndmo i v modulovani imunitni
odpovédi®. Molekularni fragment molekuly, odpovédny za uréitou funkcionalitu
muzeme nazvat funkcionofor.

Ovlivnéni tvorby supramolekularnich agregatl si lze predstavit m.j. i

65,66 &i

koordinaci jejich komponent s ionty €&i jinymi substraty i samoskladbou®’.

Za modelové komponenty supramolekul pro aplikaci steroidnich systému®®

jako nositelti pozadovanych vlastnosti®® byly zvoleny pyrrolové deivaty’®, porfinové

274,75

(kalixfyrinové’", porfyrinové’?, kalixpyrrolové™ aj.) a 1,10-fenanthrolinové’ " skelety.

porfyrin porfyrinogen kalix[4]fyrin kalix[4]pyrrol

Syntéza porfyrind substituovanych v meso- posicich ¢tyfmi identickymi
steroidnimi zbytky otevira novou skupinu makrocyclickych latek. Takova syntéza byla
rozpracovana jiz v 30, letech minulého stoleti, ale jeji dukladné vyuziti Cekalo az na
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posledni 1éta.”® Syntéza poskytla meso-tetrakis(3a,70a,120-tris(methoxymethoxy)-
5-cholan-24-yl)porfyrin a meso-tetrakis(3p-methoxymethoxy-pregn-5-en-21-yl)por-
fyrin. Synteticka cesta byla dokon¢ena klicovou kondenzaci karbonylové slouceniny
s pyrrolem v dichlormetanu s relativné malym vytéZkem (~5%) vyuzivaje katalyzu bor
trifluorid eteratem. Reakci komplikuji vedlejSi procesy jako fada druhl polymerace
pyrrolovych  slouéenin’’.  Odblokovany meso-tetrakis(3a,7a,12a-trihydroxy-5R-
cholan-24-yl)porfyrin ukazal zajimavou komplexaci s D-glukosou jako jeden z mala,
zatim popsanych, ve vodé rozpustnych, porfyrin078. Aplikaci ziskaného principu na
dalSi latky se otevira moznost cilené pripravy selektivnich sensori pro praktické
elektroanalytické” & komponent pro elektrooptické®® aplikace a fotodynamickou
terapii.®’

Jako vychozi karbonylova slou€enina byl pfipraven aldehyd typu 74, odvozeny
od ruznych typu steroidnich skeletd.

OH @)
H H
73 74

Vice substituované cholové kyseliny (75) byly pouzity jako prekursory s pfesné
definovanou stereochemii, jenz mize po odblokovani vést k systémim s nevelkou
energetickou bariérou pro konformaci, jenZz vSak mohou, vzhledem Kk nizkym
rotacnim bariéram kolem vazeb spojujicich steroid a porfyrin, vytvofit komplexujici
systémy u kterych jsou vSechny hydroxyly obraceny k jednomu substratu. Mohou pak
interagovat mechanizmem indukovaného pfizplsobeni (induced fit) s vhodnym
substratem. Takovy pfedpoklad byl experimentalné potvrzen pokusy s komplexaci
cukru ve vodé.
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Prostorova struktura téchto latek byla studovana, vzhledem ktomu, Ze nebyly
ziskany krystaly, pomoci molekulového modelovani programem Cambridge Software
Chem3D 2002 (ver 7.0) MM2. Ziskané modely ukazuji téméf planarni heterocyklus
se steroidnimi substituenty uspofadanymi do hvézdice. U podobnych systému bylo
nalezeno entropicky ovladané skladani do mnohakanalovych rozetovych
nanotrubic.??

Uspofadani o,B,a,B (rtct) meso- substituovaného porfyrinu se jevi jako nejvyhodnéjsi.
Pravé mala zjisténa rotaCni bariera kolem spojky mezi steroidem a makrocyklem na
urovni 1 kcal/mol potvrzuje predpoklad, ze ocCekavané samoskladné vlastnosti
nebudou mit velké energetické prekazky.

VySe zminéna komplexace ve vodé byla studovana na sérii sacharidu a byly
nalezeny konstanty komplexace znacici vyznamné mezimolekularni asociace ale i
urcitou selektivitu. Jev je dale studovan.
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UV-VIS titrace 5.6 uM roztoku profyrinu derivatizovaného Ctyfmi cholovymi

kyselinami roztokem maltopentaosy v 50 % 2-propanolu ukazal zajimavé zmény
spektralniho chovani zejména zménou absorbance pfi 416 nm.

Tabulka I, Vazebné konstanty profyrinu 79

sacharid Ky/M™
D-glukopyranosa (3.4 £ 0.5) x 10*
maltosa (8.8 +1.0) x 10*
maltotriosa (14+0.2) x 10°
maltotetraosa (4.3+0.5) x 10°
maltopentaosa (7.6 £1.2) x 10°

Experimenty byly provedeny ve vodném 2-propanolu, 1:1 (v/v). Vazebné
konstanty jsou zaloZeny na modelu 1:1 komplexu.

Byla nalezena také velmi zajimava zavislost zmén chemickych posunu
protont steroidni ¢asti molekuly profyrinu v zavislosti na poméru koncentraci
sacharidu a porfyrinu, svédCici o tom, Ze vlastni asociace se zucastni vSechny
steroidni jednotky na rozdil od profyrinu, u néhoz dochazi pouze k subtilnim zménam
(které jsme pozorovali v UV spektru). Mechanisticka pfedstava z toho plynouci muze
molekulu porfyrinu pfirovnat ke kvétu, jehoz okvétni listky se nakloni k asociujicimu
se sacharidu zméni svoji geometrii (do tvaru tulipanu) a pfiblizi se k molekule
sacharidu na vzdalenost moznych interakci, kdezto porfyrinové jadro systém pouze
geometricky stabilizuje. Moznost takového chovani byla potvrzena i pomoci

modelovani na urovni molekularni mechaniky.
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SPR latky 79 s glukosou

Také povrchova plazmonova rezonance (SPR) ukazuje vazbu mezi sacharidy
(D-glukosa na obr. vySe) a porfyrinem na povrchu zlata v méfici cele. Kfivky (a) a (b)
predstavuji stav, kdy je samotny porfyrin pfevrstven vodou a (b) 5 mM vodnym rozto-
kem D-glukosy. Kfivka (c) byla zaznamenana po omyti kompexu charakterizovaného
kfivkou (b) vodou poprvé a kfivka (d) po sedmém omyti. Ztéto analyzy plyne
potvrzeni kvalitni interakce porfyrintetrasteroidu se sacharidem.

Samoskladné vlastnosti porfyrinu se ¢tyfmi zbytky cholové kyseliny a povaha
mezimolekularnich sil ke skladani pouzitych plynou i z faktu, Zze se jednak méni
absolutni hodnota molarni elipticity s koncentraci v protickém polarnim prostfedi a ze
se tato hodnota zvysSi témér o fad pfi pfechodu zroztoku dipolarné aprotického
rozpoustédla k polarné protickému. Tento efekt slabne s rostouci teplotou.

Podobné, ze steroidnich ketond typu 83, syntetizovanych z cholovych kyselin

(typ 82) byla pfipravena, kondenzaci s pyrrolem série modelovych slou€enin typu
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kalix[4]pyrrold (meso-oktaalkylporfyrinogend) substituovanych opét, symetricky,
v meso- polohach steroidy. Latku typu 84 odvozenou od lithocholové kyseliny
oznacime 85.

Zajimavé usporadani této molekuly naznacuje trubici o délce téméf 2 nm (20
A) (kromé& aaaa), at jiZz u kterékoliv stereokonfigurace, znazornéna je ta s o,B,o,p
(rtct) konfiguraci steroidnich substituentu, tentokrat s jejich orientaci smérem témér
,kolmym®“ na rovinu proloZzenou heterocyklem. | zde byly informace o prostorové
struktufe ziskany molekularnim modelovanim metodou MM2.
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90, prostorova projekce molekuly
Zajimavy je i pomér izomeru ziskany z kvantitativni analyzy HPLC reakéni
smési. lzomer s nejvy$Sim zastoupenim zfejmé predstavuje latku, ktera, kromé
sterickych faktor( souvisejicich se vznikem molekuly mize byt favorizovana i napf.
supramolekularnimi vztahy.

Tabulka Il, Zastoupeni isomeru latek LXX a LXXI

Izomer

afof oo ooof OLOLOLOL
85 1 2.60 3.86 2.30
84 1 1.56 2.73 1.46

Zastoupeni bylo normalizovano na izomer nejméné zastoupeny.

U latky 84 jsme zjistili zajimavy rozdil ve vazbé D- (S,S) a L-kyseliny vinné

(R,R) zejména u aaaf a aBap izomeru, jak ukazuje graf:

T 3.
k7]
2 2,5 1
o
F BR,R-vinna k
) -
2451 , \/.lnn? ys.
£ H S,S-vinna kys.
o 1
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@ 0,5
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U latky 85, odvozené od lithocholové kyseliny byla prokazana téz zajimava
interakce s D- a L-kyselinou vinnou, i kdyz chiralni diskriminace nebyla zjiSténa velka
u zadného z izomer(. Podobné i zde je vysledek dokumentovan grafem:

0,25
0,2 -

0,15 1 O R,R-vinna kys.
0,1 Bl S,S-vinna kys.

0,05
O Al T T T
ool aoPp  ooof  acoo

pomér komplex/substrat

U obou téchto experimentd byl velky pfebytek ( > 100 x) aniontu smichan s
receptorem a smés analyzovana FAB-MS. Poméry pak znaci pomér intenzity signalu
vs. intenzita iontu. Pfestoze tyto vysledky ukazuji vyraznou asociaci a v nékterych
pfipadech i chiralni diskriminaci je tfeba je povazovat za orientacni, nebot ve své
podstaté neumoznuji odliSeni nékterych jevu (asociace vs. stabilita iontu aj.).

Podobné vysledky byly zjistény i pro D- (S) a L-mandlovou (R) kyselinu. Jejich
praktické zdlUraznéni pfinesl experiment s extrakci pomoci 84 (izomeru aaaf) dané
latky z vody do dichlormethanu:

o 2
c
'C 1,5
o
§ 1
%
o 0,51
£
0 \ !
R,R-vinna S,S-vinna R- S-
kys. kys. mandlova mandlova
kys. kys.

Pfedlozené vysledky ukazuji vyznamné interakce, které v dalSim rozvoji
chemie i vyuziti téchto latek mohou pfinést nejen chiralni rozpoznani, ale i moznost
ovlivnéni chemickych reakci.
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Jako tfeti modelovou komponentu supramolekul pro aplikaci steroidnich
systém, nositell pozadovanych vlastnosti byl zvolen 1,10-fenanthrolinovy skelet s
aminovou skupinou pfipojenou do polohy 5.

HoN N
/
T N
_N
85

Tato aminova skupina méla umoznit navazani cholové kyseliny amidickou
vazbou, ktera je dostateéné pevna vuci hydrolyze a o niz je dostatecné znamo, Ze se
zapojuje do supramolekulovych interakci. Amidickda vazba méla byt dostatecné
daleko od heterocyklickych dusikl, aby je minimalné ovliviiovala.

OH  (coa,

\

N

88
Synteticky postup ved| ke produktu 88, ktery jiz ve velmi malych koncentracich

(0,1 %) v roztocich (napf. methanol-voda 1/1) tvofil stabilni gely s kvalitni fibrilarni
strukturou, potvrzenou fradkovaci elektronovou mikroskopii (SEM). Zajimavé bylo
zjisténi, Ze cholylamidofenanthrolin tvofi po komplexaci se zinkem také gely,
nicméné ve vysSi koncentraci (od 1 %, MeOH/H,O 1/1). Takovy gel byl podle SEM
globularni a navic nebyl dostateCné stabilni a za normalni teploty pfechazel do
pravého roztoku.
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Prekvapivé bylo zjiSténi, ze pravy roztok po zahfati opét vytvoril gel, ktery se
po ochlazeni ¢asem opét pfeménil na roztok. Odparek roztoku (vpravo) a gel (vlevo)

mély strukturu skoro stejnou.

OH 21

90
Prostudovanim tohoto jevu se oteviraji moznosti ovladani struktury gelu

pomoci koordinace receptoru s riznymi ionty.
Vlastnosti vySe uvedenych supramolekul jsou dale studovany s ohledem na

jejich samoskladné vlastnosti, elektrochemické parametry i jejich nezaménitelnou
chiralni strukturu.
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Konkrétni zaveéry pro realizaci v praxi a dalSi rozvoj védy (Zavér)

VySe uvedeny komentar k souboru uvefejnénych praci, zpracovany ve smyslu
Smérnice Akademické rady AV CR ,Pravidla pro udé&lovani védeckého titulu ,doktor
nékteré zavéry praci jichz jsem spoluautorem. V pfipadé praci z nejnovéjsi doby na
tématu supramolekularnich struktur pfinasi i nejCerstvéjSi vysledky, jejichz
Casopisecké publikovani v piné podobé je soubézné pfipravovano. Z toho duvodu
jsou citovany napf. i nékteré prace z ¢asopisu Chemickeé listy a sdéleni konferencni,
které nebyly jinak publikovany.

Spole€nym rysem predlozeného souboru praci je:

a/ Syntetické zvladnuti stereo- i regioselektivné ovladaného prodlouzeni (zavedeni)
steroidniho bocniho fetézce tak, aby bylo mozno studovat serii analog a modeld
biologicky aktivnich steroidu;

b/ Praktické vypracovani syntéz steroidnich heterocykld vyuzivajici steroidni
zakladnu z pfirodnich zdroju tak, aby byly zachovany uréené ,pfirodni“
stereochemické atributy;

¢/ Studium pfipravenych latek jak fyzikalné chemickymi metodami, studium jejich
chromatografického, spektralniho chovani asocia¢nich jeva a pfipadné i jejich
biologicke aktivity;

d/ Moderngji, potom, syntéza a studium makrocyklickych suprasystému obsahujici
opét, jako pfirodni chiralni doménu, steroidni zbytek, jehoz polarita a
stereochemie mohou byt velmi snadno cilené obmérovany;

e/ Vypracovani syntézy ,malych® konjugatu, které vedly k praktické realizaci
v designu soupravy na RIA detekci digoxinu a u nichz pouzité chemické reakce
jsou pouzivany pro syntézu novych typl, zejména asymetrickych, komponent
makrocyklickych suprasystému.

f/ Syntetickych cilt prace bylo dosaZeno s tim, Ze posledni jmenovana oblast ad d/
se jevi jako velice perspektivni a je dale intenzivné rozvijena, napf. syntézou latek
ve kterych je silné omezena moznost rotace steroidnich substituentld v oblasti
jejich spojky s makrocyklem. Dale je rozpracovavano vyuziti syntetizovanych
latek pro konstrukci elektrod a sensoru, prakticky vyuzivajici pfipravené latky.

g/ Biologické testy ukazaly nékolik nadéjnych latek, nicméné zejména proto, ze se
nepodafrilo najit klinického partnera zajimajiciho se o kardiotonika s lepSim
terapeutickym indexem (niz8i toxicitou) byly syntetické prace v této oblasti
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prozatim ukoncCeny. U ostatnich aktivit nebyla nalezena latka s pfedpokladatelnou
praktickou vyuZzitelnosti.

h/ V syntéze vybranych komponent imunologickych diagnostickych souprav bylo
dosazeno prakticky vyuzitych vysledkl a tato linie je dale rozvijena ve spolupraci
s endokrinology, ovdem mimo oblast steroidnich heterocykld, mimo vlastni hlavni
smér, presentovany touto pfedloZzenou praci.

i/ 'V syntéze latek porfyrinového typu byla vypracovana (a patentovana) snadna
syntéza latek, z nichz nékolik prvych syntetizovanych typl receptorl jsme
podrobili studiu spektralnich a vazebnych vlastnosti. Nasim pfedpokladem je, ze
z latek tohoto typu bude mozno sestavit nové druhy velmi specifickych sensoru.
Prace v této oblasti probihaji.

j/ 'V oblasti syntéz kalix[n]pyrrolt byla vypracovana prakticka syntéza kalix[4]pyrrolQ
se steroidnimi substituenty v meso-polohach, m.j. jako ,semi-rigid scaffold“ pro
supramolekularni konstrukce. Takova konstrukce byla zkoumana na pfikladu
riznych stereochemickych uspofadani a serie sacharidd. V souCasné dobé
probihaji prace na vyuziti takovych receptorl zakotvenych na pevnou fazi
k chiralnimu déleni.

32



Literatura

1. Burkert U, Allinger NL, Molecular Mechanics, American Chemical Society:
Washington, DC, 1982.

2. Allinger N.L., J. Amer. Chem. Soc., 1977, 99, 8127.

3. Brooks B.R., Bruccoleri R.E., Olafson B.D., States D.J., Swaminathan S., Karplus
M., J. Comput. Chem. 1983, 4, 187.

4. Program Gaussian 98W, M. J. Frisch, G. W. Trucks, H. B. Schlegel, G. E.
Scuseria, M. A. Robb, J. R. Cheeseman, V. G. Zakrzewski, J. A. Montgomery,
Jr., R. E. Stratmann, J. C. Burant, S. Dapprich, J. M. Millam, A. D. Daniels, K. N.
Kudin, M. C. Strain, O. Farkas, J. Tomasi, V. Barone, M. Cossi, R. Cammi, B.
Mennucci, C. Pomelli, C. Adamo, S. Clifford, J. Ochterski, G. A. Petersson, P. Y.
Ayala, Q. Cui, K. Morokuma, D. K. Malick, A. D. Rabuck, K. Raghavachari, J. B.
Foresman, J. Cioslowski, J. V. Ortiz, A. G. Baboul, B. B. Stefanov, G. Liu, A.
Liashenko, P. Piskorz, |. Komaromi, R. Gomperts, R. L. Martin, D. J. Fox, T.
Keith, M. A. Al-Laham, C. Y. Peng, A. Nanayakkara, C. Gonzalez, M.
Challacombe, P. M. W. Gill, B. G. Johnson, W. Chen, M. W. Wong, J. L. Andres,
M. Head-Gordon, E. S. Replogle, J. A. Pople, Gaussian, Inc., Pittsburgh PA,
1998.

5. http://www.cachesoftware.com/mopac/Mopac2002manual/in= dex.html#refs [16/2

2003].

http://products.cambridgesoft.com/family.cfm?FID=1 [16/2 2003].

Kalvoda L., J. Carbohydr. Nucleosides Nucleotides 1976, 3, 47.

Catsoulacos P., Camoutis C., J. Heterocycl. Chem. 1981, 18, 1485.

. Kirk D.N., Shaw P.M., J. Chem. Soc., Perkin Trans 1, 1975, 2284.

0. Dra3ar P., Cerny |., Pouzar V., Havel M., Collect. Czech. Chem. Commun. 1984,

49, 306.

11. Hantzsch A, Justus Liebigs Ann. Chem. 1888, 249, 1.

12. Kamano Y., Pettit G.R., Inoue M., Tozawa M., Komeichi Y, J. Chem. Soc. 1977,
(S) 78, (M) 0843.

13. Kondo H., [kawa S., J. Pharm. Soc. Jpn. 1933, 53, 23.

14. Pettit G.R., Kamano Y., Chem. Commun. 1972, 45.

15. Komissarenko N.F., Zoz I.G., Plant Resour., 1969, 5, 178.

16. Blazey N.D., Clin. Chim. Acta, 1977, 80, 403.

17. Yamamoto M., Kimura M., J. Chem.Soc., Chem. Commun. 1977, 948.

18. Tohma M., Tomita T., Kimura M., Tetrahedron Lett., 1973, 1973.

19. Matile S., Nakanishi K., Angew. Chem., Int. Ed., 1996, 35, 757.

20. Cerny |, Budésinsky M, Pouzar V, Drasar P. Collect. Czech. Chem. Commun.
2001, 66, 933.

= © © N o

33



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.
28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.
35.

36.

37.
38.
39.

40.
41.
42.

43.
44.

Cerny |, Pouzar V, Budé&sinsky M, Drasar P. Collect. Czech. Chem. Commun.
2000, 65, 1597.

Gouin S., Zhu X.X., Lehnert S., Macromolcules, 2000, 33, 5379.

Pettit G.R., Inoue M., Kamano Y., Herald D.L., Arm C., Dufresne C., Christie
N.D., Schmidt J.M., Doubek D.L., Krupa T.S., J. Amer. Chem. Soc. 1988, 110,
2006.

Shawakfeh K.Q., Al-Ajlouni A.M., Ibdah A., Acta Chim. Slov. 2002, 49, 805.
Taubert H.-D., Kuhl H., US Patent 1973, 3,916,002; Chem. Abstr. 1976, 84,
59864.

Davis P.A., Bonar-Law R.P., Sanders J.K.M., Comp. Supramol. Chem. 1996,
264.

Gouin S., Zhu X.X., Lehnert S., Macromolecules, 2000, 33, 5379.

Janout V., Jing B., Staina I.V., Regen S.L., J. Amer. Chem. Soc. 2003, 125,
4436.

Davis A.P., Joos J.B., Coord. Chem. Rev., 2003, 240, 143.

Zhu X.X., Nichifor M., Acc. Chem. Res., 2002, 35, 539.

Virtanen E., Nissinen M., Suontamo R., Tamminen J., Kolehmainen E., J. Mol.
Struct. 2003, 649, 207.

Virtanen E., Valkonen A., Tamminen J., Kolehmainen E., J. Mol. Struct. 2003,
650, 201.

Dias J.R., Pascal R.A., Morril J., Holder A.J., Gao H., Barnes C., J. Amer. Chem.
Soc, 2002, 124; 4647.

Dias J.R., Gao H., Kolehmainen E., Spectrochim. Acta, A, 2000, 56, 53.
Ropponen J., Tamminen J., Kolehmainen E., Rissanen K., Synthesis, 2003,
2226.

Shen Y., Livant P., Book of Abstr. 217 ACS Natl Meeting, ORGN-085; 1999,
Chem. Abstr. 1999, 145518.

Li Y., Dias J.R., Org. Prep. Proced. Int., 1996, 28, 203; Synthesis , 1997 425.
Zhu X.-X., Nichfor M., Acc. Chem. Res., 2002, 35, 539.

Willemen H.M., Vermonden T., Marcelis A.T.M., Sudholter E.J.R., Eur. J. Org.
Chem. 2001, 2329.

Geiger C., Stanescu M., Chen L., Whitten D.G., Langmuir, 1999, 15, 2241.

Lu L., Cocker T.M., Bachman R.E., Weiss R.G., Langmuir, 2000, 16, 20.

Kral V., Rusin O., Shishkanova T., VolIf R., Matejka P., Volka K., Chem. Listy,
1999, 93, 546.

Kim Y.H., Hong J.I., Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 2947.

Takeguchi M., [keda M., Sugasaki A., Shinkai S., Acc. Chem. Res., 2001, 34,
865.

34



45.
46.
47.
48.
49.

50.
51.

52.
53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.
62.

63.
64.

65.
66.
67.

68.
69.

Rusin O., Lang K., Kral V., Chem. Eur. J., 2002, 8, 655.

Ladomenou K., Bonar-Law R.P., Chem. Commun. 2002, 4, 2108.

Kral V., Rusin O., Schmidtchen F.P., Org. Lett. 2001, 873.

Allen W.E., Gale P.A., Brown C.T., Lynch V.M., Sessler J.L., J. Amer. Chem.
Soc. 1996, 118, 12471.

Qiming M., Cuihua X., Shuhua C., Huaxue Yanijiu Yu Yingyong, 2001, 13, 473;
Chem. Abstr. 2001, 136, 355432.

Gale P.A., Sessler J.L., Kral V., Lynch V., J. Amer. Chem. Soc. 1996, 118, 5140.
Sessler J.L., Kral V., Shiskanova T.V., Gale P.A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
2002, 99, 4848.

Yoshino N., Satake A., Kobuke Y., Angew. Chem. Int. Ed., 2001, 40, 457.
Haycock R.A., Hunter C.A., James D.A., Michelsen U., Sutton L.R., Org. Lett.,
2000, 2, 2435.

Tamaru S., Takeuchi M., Sano M., Shinkai S., Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41,
853.

Gronwald O., Snip E., Shinkai S., Curr. Opinion Colloid Interface Sci., 2002, 7,
148.

Baragana B., Blackburn A.G., Breccia P., Davis A.P., Mendoza J., Padroén-
Carillo J.M., Prados P., Riedner J., de Vries J.G., Chem. Eur. J., 2002, 8, 2931.
Mizukami F., Akiyama Y., lzutsu H., Supramolecular Science, 1998, 5, 433.
Tamaru S., Nakamura M., Takeuchi M., Shinkai S., Org. Lett., 2001, 3, 3631.
van Gorp J.J., Vekemans J.A.J.M., Meijer EW., J. Amer. Chem. Soc. 2002, 124,
14759.

Tamaru S., Takeuchi M., Sano M., Shinkai S., Angew. Chem. Int. Ed., 2002, 41,
853.

Zhu X.X., Nichifor M., Acc. Chem. Res. 2002, 539.

Swamy N., James D.A., Mohr S.C., Hanson R.N., Ray R., Bioorg. Med. Chem.
2002, 10, 3237.

Brewster E.R., Shuker S.B., J. Amer. Chem. Soc. 2002, 124, 7902.

Konoplya N.A., Kuzmitsky B.B., Lakhvich F. A., Nasek V.M., Doklady Akad.
Nauk Belarus., 1996, 40, 70.

Phillips-McNaughton K., Groves J.T., Org. Lett. 2003; 5; 1829.

Mizukami F., Akiyama Y., lzutsu H., Supramol. Sci. 1998, 5, 433.

Balaban T.S., Bhise A.D., Fischer M., Sinke-Schaetzel M., Roussel C.,
Vanthuyne N., Angew. Chem. Int. Ed., 2003, 42, 2140.

Wallimann P., Marti T., Furer A., Diedrich F., Chem Rev. 1997, 1567.
Brandenburger F., Matthes B., Seifert K., Strohriegl P., Liquid Crystals, 2001,
1035.

35



70.
71.

72.

73.

74.

75.
76.

77.
78.
79.
80.
81.

82.

Sessler J.L., Camiolo S., Gale P.A., Coord. Chem. Rev., 2003, 240, 17.

Kral V., Sessler J.L., Zimmermenn R.S., Seidel D., Lynch V., Andrioletti B.,
Angew. Chem. Int. Ed., 2000, 1055.

Sessler J. L., Cyr M., Furuta H., Kral V., Mody T., Morishima T., Shionoya M.,
Weghorn S., Pure Appl. Chem., 1993, 65, 393.

Sessler J.L., Anzenbacher P., Jursikova K., Miyaji H., Genge J.W., Tvermoes
N.A., Allen W.E., Shriver J.A., Gale P.A., Kral V., Pure Appl. Chem., 1998, 70,
2401.

Gladiali S., Chelucci G., Mudadu M. S., Gastaut M.-A., Thummel R.P., J. Org.
Chem. 2001, 400.

Jung J.H., Nakashima K., Shinkai S., Nano Lett., 2001, 145.

Rothemund P., J. Amer. Chem. Soc, 1938, 57, 2010 a J. Amer. Chem. Soc.
1938, 57, 2010 a 1939, 58, 625.

Yuan C., Li P., Shan J., Zhang H., Supramol. Sci., 1998, 5, 751.

Arimori S., Takeuchi M., Shinkai S., Supramol. Sci., 1998, 5, 1.

Zhang X.B., Guo C.C., Li Z.Z., Shen G.L., Yu R.Q., Anal. Chem., 2002, 74; 821.
Chen Y., Cao C., Xie T., Wang X,, Lu R., Wang D., Bai Y., Li T., Supramol. Sci.,
1998, 5, 461.

James D.A., Swamy N., Paz N., Hanson R.N., Ray R., Bioorg. Med. Chem. Lett.
1999, 9, 2379.

Fenniri H., Deng B.L., Ribbe A.E., Hallenga K., Jacob J., Thiyagarajan P. J.
Amer. Chem. Soc.; 2001, 123; 3854; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2002, 99,
6487.

36



Summary

The presented part of a study of various steroid heterocycles was aimed
towards the construction of new types of supramolecules with tailored properties,
their study and the search of their possible utilization. As the supporting base were
exploited several typical crosslinked spheres of interest, whose we can separate just
methodically: a) steroidal heterocyles in the syntheses employed in the steroid side
chain construction; b) synthesis of steroid heterocycles as compounds with potential
biological activity; c) synthesis of small conjugates of steroidal heterocycles; d) study
of influence of heterocycle — steroid linkage on properties of compound synthesized;
e) isolation of some special steroid heterocycles and their conjugates from natural
sources; f) study of the physico-chemical and biological properties of compounds
prepared and isolated, g) molecular modeling.

Common feature of the collected works is:

a/ Synthetic control of stereo- and regio-selective prolongation (introduction) of the
steroid side chain with a possibility to study the range of compounds obtained as
analogues and models of biologically active steroids;

b/ Practical expansion of syntheses of steroidal heterocycles by using steroids from
natural sources with utilization of their selected ,natural® functional or
stereochemical attributes;

¢/ Study of the compounds prepared with different physico-chemical methods, study
of their chromatographic and spectral properties, as well as the study of their
association and assembly phenomena, and biological activities;

d/ Moreover, synthesis and study of the macrocyclic suprasystems containing, again
as natural chiral domain, a steroidal moiety, the polarity and stereochemistry of
which could be very easy custom controlled;

e/ Development of the synthesis of ,small“ conjugates that led to the practical
utilization in a design of a component for RIA detection kit for digoxin, which also
enabled us to utilize the introduce these reaction procedures in the syntheses of
new types of asymmetric components of macrocyclic suprasystems;

f/ Synthetic targets of the study were achieved in a way that mainly the area ad d/ is
very perspective and suitable to be further exploited, i.a. via synthesis of
compounds where rotation of steroidal moieties is restrained at the connection
bonding to the macrocycle. Further there is being investigated the utilization of
compounds synthesized for the construction of electrodes and sensors;

g/ Biological tests showed several interesting leading structures. However, mainly for
the reason there was no possibility to find a medical partner interested in the
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range of compounds prepared, some synthetic pathways were not further
exploited;

h/ In the synthesis of selected components of immunologic diagnostic sets were
gained interesting new results, however this line was explored with
endocrinologists aside from the steroid heterocycles line, presented by this
dissertation, and is reported elsewhere;

i/ Within the synthetic experiments of compounds of porphyrin type there was
developed and patented simple synthesis of compounds that were in first several
cases studied as for their binding and spectral properties. The results clearly
show that it could be a way towards new types of sensors with high sensitivity.
Work in this area is under further progress;

il In the area of calix[n]pyrroles there was introduced a simple practical synthesis of
the skeleton with steroid substituents in meso-positions, i.a. as a ,semi-rigid
scaffold” for supramolecular constructions. This phenomenon was studied on the
example of different chiral and achiral substrates and a series of saccharides.
Now, the experiments with the utilization of these receptors bonded to solid phase
for chiral separations are studied.

Within the range of steroidal molecules and heterocycles of the
supramolecular type presented, there were utilized synthetic pathways developed
and all expertise gained in preceding tasks. There were synthesized new types of
supramolecules and supramolecular synthons with quite new properties brought into
them by their components. The new values and properties found were sometimes not
expected, however, they are very interesting and important. l.a., there was studied
complexation of steroidal calix[4]pyrroles with D-, or L-tartaric, and mandelic acids
and found interesting differences in antipodal selectivity. There were prepared
analogous, meso-substituted porphyrins and studied their complexation with different
saccharides, from mono- to penta-saccharides, behaving differently in different
media. Steroids with phenanthroline moiety showed a possibility of self-assembly
mechanism control with metal coordination, etc. Despite the fact, we have in hands
many interesting and promising results, we are happy to have the most interesting
parts of our work ahead of us.
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