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1. UvoD

Steroidni hormoni su hemijski glasnici i imaju vaznu ulogu u ljudskom organizmu.
Androgeni, muski polni hormoni, uti¢u na razvoj muskih sekundarnih polnih karakteristika.
Pored toga, imaju snazan uticaj na sintezu proteina i razvoj muskulature, koja je kod
muskaraca razvijenija nego kod Zena. Vaini su za rast kostiju i imaju snazan uticaj na
metabolizam ugljenih hidrata i masti, kao i na balans holesterola (HDL/LDL), nivo triglicerida i
insulina. Takode mogu uticati na ljudsko ponasanje posSto su neki neuroni osetljivi na
steroidne hormone. Zenski polni hormoni, estrogeni, uti€u na razvoj Zenskih polnih
karakteristika. Estrogeni takode imaju bitnu ulogu i u smanjenju kostane resorpcije, hrane
kozu i daju joj elasti¢nost, povecavaju sintezu vezivnih proteina u jetri, utiCu na zadrzavanje

. . , . . v ov. 13
vode i soli, povecavaju nivo holesterola u Zuci.

Steroidni hormoni pored svog normalnog, fizioloSkog dejstva mogu da uti¢u na razvoj
hormon-zavisnih oboljenja poput karcinoma prostate, dojke, cerviksa, ovarijuma i dr.
Karcinom dojke u velikom broju zemalja ¢ini oko 25% svih malignih bolesti Zenske populacije
(u najrazvijenijim zemljama &ak 28%), dok u strukturi mortaliteta u¢estvuje sa oko 14-15%.* U
Srbiji, 26% svih obolelih i 17,5% svih umrlih Zena zbog malignih tumora imaju dijagnozu
karcinoma dojke. Svake godine se registruje oko 4000 novih slucajeva karcinoma dojke, a od
ove bolesti umire oko 1300 Zena.” Kod muskaraca, najéeéée se radi o malignim tumorima
pluca, debelog creva i prostate.e'7 Smanjenje nivoa hormona ili blokiranje njihovog dejstva u
tkivima tumora su primarni ciljevi u strategiji leCenja karcinoma dojke i prostate.

Dizajniranje i dobijanje novih antitumorskih agenasa ima za osnovni cilj pronalazenje
takvih jedinjenja koja pokazuju Sto veci stepen inhibicije rasta neoplasticnih ¢elija pri Sto nizim
koncentracijama, deluju specificno i selektivno samo na maligne celije, a da pri tome ne
oStecuju zdrave. Poslednjih godina se u svetu veliki znacaj pridaje sintezi lekova koji bi
delovali na nivou inhibicije enzima aromataze kao vaznog cilja u efikasnom i selektivhom
tretmanu kancera dojke kod pacijenata u postmenopauzi.s'9

Kao polazna jedinjenja za sintezu novih potencijalnih steroidnih bioloski aktivnih
jedinjenja koriste se prirodni steroidi, kod kojih se odgovarajuéim hemijskim
transformacijama izmeni njihova izvorna struktura. Na taj nacin se najcesc¢e postiZe i izmena
njihove bioloske aktivnosti. Eksemestan (6-metilenandrosta-1,4-dien-3,17-dion) je
najpotentniji oralni steroidni inhibitor enzima aromataze. Trajno se vezuje za enzim i sprecava
ga da konvertuje androgene u estrogene. Pokazao je impresivno farmakolosko i klini¢ko
dejstvo u le¢enju hormon-zavisnih karcinoma dojke kod Zena u postmenopauzi.lo'11 Takode,
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veliku efikasnost pokazuju i nesteroidni inhibitori aromataze, Anastrozol i Letrozol koji u

svojoj strukturi imaju dve nitrilne grupe.lz'13

Steroidna jedinjenja sa 4-en-3,6-dionskim sistemom su izolovani iz morskih

14,15
sundera.

Oni su se pokazali kao pogodni intermedijeri u daljoj transformaciji steroidnog
jezgrale, a pokazali su i znacajnu inhibitornu aktivnost na enzim aromatazu®’?°. Najpoznatije
jedinjenje iz ove klase je 4-androsten-3,6,17-trion (4-AT, 6-okso ili 4-etioaloholen-3,6,17-trion)
koji je jedan od prvih otkrivenih suicidnih supstrata enzima aromataze. On se ireverzibilno
vezuje za enzim u adipoznom i perifernom tkivu i povecava odnos testosterona u odnosu na
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estrogene, pa se koristi i kao dodatak ishrani za poveéanje misiéne mase.

Istrazivanja su pokazala da steroidni oksimi i njihovi derivati mogu imati razlicitu
biolosku aktivnost, i to pre svega antikancerogenu, anti-inflamatornu i anti-viralnu aktivnost,
kao i druge fizioloSke aktivnosti. Stoga je sinteza i ispitivanje bioloSke aktivnosti ovih
jedinjenja u cilju pronalazenja potencijalnih antitumornih agenasa bila predmet istraZivanja

432 Oksimino steroidi predstavljaju posebnu kategoriju antineoplasticnih

mnogih naucnika.
agenasa i razne varijacije polozaja oksimino grupe na steroidnom skeletu daju izuzetne

rezultate i velike promene u antineoplasti¢noj aktivnosti jedinjenja.33

Imajuci u vidu strukturne karakteristike steroidnih i nesteroidnih lekova koji se koriste
u tretmanu kancera, cilj istrazivanja u okviru ove disertacije je sinteza novih steroidnih
jedinjenja koja u svojoj strukturi imaju funkcionalne grupe prisutne u navedenim lekovima.
Istrazivanja su usmerena ka sintezi novih steroidnih 16,17-seko-16,17a-dinitrila polazeéi od
dehidroepi-androsterona, prirodnog androgena, i estrona, prirodnog estrogena. U
androstanskoj seriji rad je dalje usmeren ka dobijanju 16,17-seko-16,17a-dinitrila sa
modifikacijama u A i/ili B prstenu steroidnog jezgra, u kojima novosintetizovana jedinjenja
imaju 4-en-3-on, 1,4-dien-3-on ili 1,4,6-trien-3-on sistem, kao i supstituente u polozajima C-4,
odnosno C-6. U polozZaj C-4 kod 4-en-3-on sistema bi¢e uvedena hidroksilna grupa, dok ée se u
polozaj C-6 uvesti metilenska, keto, odnosno oksimino grupa.

Pored sinteze, dodatni zadatak ovog rada predstavlja i in vitro ispitivanje
antiproliferativne aktivnosti novosintetizovanih jedinjenja prema odabranim ¢elijskim linijama
humanih tumora, kao i pokusaj uspostavljanja korelacionih odnosa struktura-bioloska
aktivnost (SAR - structure-activity relationship).

S obzirom na ovako postavljeni cilj i zadatke, u ,Opstem delu” ovog rada dat je kratak
prikaz nacina le¢enja tumora, sinteza inhibitora aromataze Eksemestana, kao i 6-okso i 6-
oksimino steroida. U odeljku "Nasi radovi" detaljno su prikazani i diskutovani rezultati koji se
odnose na dobijanje novosintetizovanih jedinjenja i na ispitivanje njihove antiproliferativne
aktivnosti prema sedam neoplasticnih, kao i prema jednoj zdravoj celijskoj liniji. U
»Eksperimentalnom delu” dati su detaljni postupci dobijanja svih sintetizovanih jedinjenja,
dok su slike IR i NMR spektara novosintetizovanih jedinjenja date u ,Prilogu” rada.
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2. OPSTI DEO

2.1. NACINI LECENJA TUMORA

Sa leCenjem malignih tumora se obi¢no zapocinje nekoliko nedelja nakon dijagnoze.
Terapija moze biti lokalna ili sistemska. Hirurski zahvat i radioterapija su lokalne, dok su
hemoterapija, hormonska terapija i bioloska terapija sistemske.

Tumori se uglavnom uklanjaju hirurskim putem i do 19. veka je to bila specificna
metoda lecenja. Medutim, tim pristupkom ova bolest se moZe izlediti jedino ako je u ranoj fazi
razvoja i ako se sekundarni depoziti — metastaze — nisu razvili. Britanski hirurg, Stephen
Paget,34 otkrio je 1889. godine da iako se Celije raka raznose kroz telo posredstvom krvi i
limfe, metastaze imaju tendenciju da nastaju narocito u odredenim organima. Naknadnim
hirurskim odstranjivanjem limfnih ¢vorova u predelu oko obolelog organa mogu se u znatnoj
meri smanjiti recidivi u slucaju raka dojke, creva i Zeluca. Kod kancera dojke operacijom se
moze ukloniti cela dojka (mastektomija) ili samo deo dojke sa tumorom i njegovom okolinom,
kao i limfni ¢vorovi iz istostrane pazusne jame.

Radioterapija podrazumeva lec¢enje maligne bolesti pomocu jonizujuceg zracenja. Od
otkri¢a zracenja, radioterapija predstavlja alternativu hirurskom zahvatu, kojom se mozZe
saCuvati organ zahvacen rakom. Ovakav pristup je prvi primenio austrijski dermatolog
Leopold Freund 1897. godine. Kod kancera dojke ova terapija obuhvata izlaganje predela
operisane dojke i regionalnih limfnih ¢vorova X-zracima visoke energije. Obi¢no se koristi
nakon hirurske intervencije, da bi se smanjio rizik od pojave lokalnog recidiva.®

Hemoterapija je sistemsko lecenje i kontrola tumora hemijskim supstancama
prirodnog ili sintetickog porekla, koje se joS nazivaju antitumorski, antineoplasti¢ni,
citotoksicni lekovi ili citostatici. Prednost hemoterapije u odnosu na druge vrste leCenja je u
tome Sto citostatici dospevaju i do metastaza tumora, na mnogim lokacijama u telu gde drugi
lekovi ili postupci nemaju odgovarajuci pristup. Mehanizam dejstva citostatika najéesée se
ogleda u remedeniju sinteze i funkcije makromolekula (DNK, RNK, proteina) i funkcije ¢éelijskih
organela, koje omogucavaju normalnu deobu ¢elija (mitozu).*®

Citotoksicni lekovi ukljucuju Sirok raspon hemijskih jedinjenja. U savremenoj terapiji
zlo¢udnih tumora danas se upotrebljava vise od pedeset vrsta citotoksi¢nih lekova. Da bi se

pronasla adekvatna antitumorska terapija bila su neophodna saznanja o samoj biologiji
malignog procesa. Proces istrazivanja i otkrivanja lekova zahtevao je izu¢avanje, shvatanje i
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poznavanje organizacije i funkcionisanja malignih éelija jer se uocavanjem razlika izmedu
normalnih i malignih ¢elija mogu lokalizovati slabe tacke na njima, koje predstavljaju strateska
mesta na koja se moZe selektivno delovati. Najpre su se supstance sa potencijalnim
antiproliferativnim dejstvom ispitivale na Zivotinjama ili na humanim tumorima inokuliranim u
glodare, kao i u kulturama tumorskih ¢éelija in vitro. Medutim, ve¢ina humanih solidnih tumora
se bioloski znacajno razlikuje od tumora koji se razvijaju u Zivotinjama, a sa druge strane rast
tumora u in vitro i in vivo uslovima je razliCit. Ekstrapolacija podataka sa Zivotinja na coveka
moze biti prilicno nepouzdana. Ipak, ova saznanja su bila osnova za dalja ispitivanja i
otkrivanja supstanci sa antitumorskim dejstvom. Sredinom osamdesetih godina proslog veka
nastupio je znacajan napredak u ispitivanju i pronalazenju novih lekova sa antitumorskim
dejstvom. Od 1990. godine testiranje na Zivotinjama je zamenjeno skriningom na 60 razli¢itih
tumorskih ¢éeija (NCI-60 screen) koje poticu od devet vrsta malignih tumora (tumor dojke,
pluca, debelog creva, melanoma, bubrega, jajnika, prostate, mozga i leukemije). Ove celijske
linije se stalno menjaju i dopunjuju i karakteriSu se molekulskim markerima i drugim
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karakteristikama koje su relevantne za regulaciju rasta i diferencijaciju ¢elija.

Identifikacija citotoksi¢nih jedinjenja vodi otkricu novih antikancer terapeutika.
Schwartsmann i saradnici’® su 1988. godine objavili da je od preko 600.000 sintetizovanih
jedinjenja koja su ispitivana za klinicku upotrebu, samo 40 agenasa u upotrebi. Prihvatanje
nekog jedinjenja za klinicku upotrebu je sistematki postupak i obuhvata nekoliko faza:*®

e Dobijanje potencijalnih jedinjenja — obuhvata hemijsku sintezu novih jedinjenja i/ili
ekstrakciju jedinjenja iz prirodnih resursa, kao i identifikaciju i odredivanje Cistoce
pomocu analitickih metoda, odredivanje stabilnosti pri uslovima skladistenja i
odredivanje fizickih karakteristika novih jedinjenja.

e Skrining lekova i preklinicka farmakologija — podrazumeva poredenje strukture
jedinjenja sa strukturama jedinjenja u postojecoj bazi podataka da bi se identifikovala
potencijalna aktivnost, toksi¢nost, degradacija i metabolicki put. Preliminarni skrining
jedinjenja na celijskim kulturama se vrsi kako bi se identifikovao obim i specificnost
antitumorske aktivnosti.

e Klinicka ispitivanja — obuhvata tri faze ispitivanja. U | fazi klinickih ispitivanja se
jedinjenja testiraju na dobrovoljcima kako bi se odredila toksi¢nost i maksimalna
tolerantna doza (MTD). Nakon toga, u |l fazi se sprovode studije na pacijentima sa
odredenim tipom tumora kako bi se odredila efikasnost i potvrdila doza. U poslednjoj,
Il fazi klinickog ispitivanja vrsi se poredenje ispitivanog leka sa do tada najboljom
dostupnom terapijom.

Hormonska terapija leCenja kancera primenjuje se u le¢enju pojedinih vrsta kancera
Ciji rast podsti¢u hormoni (estrogen i progesteron kod Zena i testosteron kod muskaraca).

Bioloska terapija je terapija za stimulaciju ili uspostavljanje sposobnosti imunog
sistema da se bori protiv infekcija ili drugih bolesti. Koristi se i za smanjenje nezeljenih efekata
prilikom leCenja raka. Zove se jos i imunoterapija, bioterapija ili modifikator bioloske reakcije.
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Uprkos mnogobrojnim terapeutskim pristupima, i dalje je tesko leciti rak. Uzrok tome
je sto se vrste raka ne razlikuju samo prema organu u kojem prvobitno nastaju. Veoma je
vazno postaviti tacnu i detaljnu dijagnozu pre odluke o individualnoj terapiji.

2.1.1. HORMONSKA TERAPIJA

Hormonska terapija se danas koristi kao samostalna terapija ili u kombinaciji s drugim
oblicima lecenja (hirurska, hemoterapija, radioterapija) tumora dojke, prostate i endometrija,
kao i limfoma i leukoza (kortikosteroidna terapija). Povezanost hormona i tumora, tj. primena
hormona u lecenju tumora poznata je vise od stotinu godina. Klju¢ni korak ka boljem
razumevanju delovanja hormona na rast tumora napravljen je otkricem receptora za
steroidne hormone. Steroidni receptori su ligand-zavisni intracelularni transkripcioni faktori
koji uti¢u na rast i razvoj mnogih humanih kancera.**** Oni prenose signale od hormona do
cilinih gena interakcijom sa specifichom DNK sekvencom i koregulatorima koji se sastoje od
aktivatora i/ili represora.%'48 Poremecdaji u fizioloskoj funkciji steroidnih receptora dovode do
nekoliko vrsta maligniteta. U steroidne receptore ubrajaju se proteini koji vezu estrogene,
progestine, androgene, glukokortikoide, mineralokortikoide, tiroidne hormone. Receptori za
estrogene (ER), androgene (AR) i gestagene (PgR) nadeni su u brojnim tumorima, kao $to su
tumor dojke, prostate, endometrija, ovarijuma, bubrega, grkljana, kolona, melanoma i
sarkoma, dok su receptori za glukokortikoide prisutni u ¢elijama malignih limfoma i limfati¢ne
leukoze.”

Hormonska terapija moze biti:

1. Ablativna - tretman kojim se uklanja ili unistava funkcija jednog organa. Na primer,
uklanjanje jajnika ili upotreba odredenih citostatika koji prouzrokuju prestanak
njihovog rada.

2. Kompetitivna - kada mesto za estrogeni hormon na receptoru zauzme sintetski
hormon sli¢nih osobina. U slucaju raka dojke koriste se antiestrogeni.

3. Inhibitori aromataze - Kada se spreci produkcija hormona u perifernim tkivima (masna

.....

4. Aditivna - dodavanje hormona sa razlicitim efektima: na primer dodatak gestagena
smanjuje oslabadanje luteinizirajuceg i folikulostimuliraju¢eg hormona putem kocenja
hipofize

Danas je hormonska terapija nezaobilazni segment onkoloskog lecenja pojedinih vrsta
tumora. Glavne prednosti hormonskog lecenja su selektivnost, tj. ciljano delovanje na
odredene tumore, dobra delotvornost, mala toksi¢nost i niska cena, a nedostatak je
ograni¢enost primene na hormon zavisne tumore.
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2.1.2. HORMONSKA TERAPIJA U LECENJU KARCINOMA DOJKE

Karcinom dojke se na osnovu rastuéeg faktora moze podeliti na estrogen zavisan i

estrogen nezavisan. Oko 75% karcinoma dojke kod Zena u postmenopauzi i 50% u

premenopauzi su hormon zavisni.

Tri glavna prirodna estrogena kod
Zena su estron, estradiol, i estriol.
Estradiol je glavni oblik estrogena kod
Zena u reproduktivnom dobu, estron kod
Zena u postmenopauzi, a estriol se
formira prvenstveno tokom trudnoce.®
Dok je pre menopauze glavno mesto
(prvenstveno

sinteze estrogena

51,52

estradiola) jajnik, u periodu posle

menopauze glavni nacin sinteze
estrogena je aromatizacija adrenalnih i
ovarijalnih androgena (androstendion i
testosteron) u estrogene (estron i
estradiol) pomodéu enzima aromataze i to
u perifernim tkivima (misi¢i i masno
tkivo).>>>*

znaCaja za

Estrogeni su od sustinskog
funkcionisanje  Zenskog
reproduktivnog sistema i neophodni su za
proliferaciju i diferencijaciju zdravog
epitela dojke. Oni imaju vaznu ulogu i u
razvoju i progresiji karcinoma dojke. Ovi
hormoni uti¢i na deobu celije i izazivaju
proliferaciju epitela, koji su podlozni
genetskim greskama tokom replikacije
DNK. Ove genetske greske mogu dovesti

do malignog fenotipa.”

Estrogeni se vezuju za estrogene
receptore (ER), koji se ubrajaju u veliku
grupu receptorskih proteina. Otkriveni su
krajem 50-ih godina XX veka, sto je doprinelo
daljem razumevanju koncepta hormon

.. . . . . v . 56
zavisnih tumora i razvitku novih modaliteta lecenja.

Cell
E SUrogen —— % mmbrm

" o
J /Hocopi;r‘-’ .
o

Nucleus

h
wl tummpﬁm £
V N
o " Stabilization factor

Chromatin
umodﬁmg \
I - 7
mﬂ'\u’
; {l‘l of ERE. m.d TATA b~ e
7 forwhich SGGTCAMWTGACCY “yorre? Doed

is consensus sequence

Slika 2.1. Aktivacija estrogenih receptora59

Poznate su dve forme estrogenog

receptora, a i B, koji se razlikuju u aminokiselinskom sastavu i afinitetu za estrogene. Tip a

ima vedi afinitet za estradiol nego tip B, koji je aktivan pri ve¢im koncentracijama estradiola.

Receptori ERa su prisutni u ¢elijama karcinoma dojke, endometrijumu i stromi jajnika. Oni su
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odgovorni za rast i razvoj hormon zavisnog karcinoma dojke. Uloga ERB nije potpuno
razjasnjena. Dosadasnji podaci sugerisu da je nivo ERP receptora u karcinomu dojke nizak i da
oni smanjuju proliferaciju celija, pa se smatra da je odnos ERa i ERB pokretacka sila za
proliferaciju ¢elija tumora.”” Ovaj podtip ER se nalazi uglavnom u granulozocelularnim
¢elijama, a prisutan je i u tkivima bubrega, pluca, sluzokozi creva, kosStanoj srzi, kostima,
mozgu, endotelnim Celijama i prostati.58

ER je bez prisustva estrogena inaktivan i nema uticaj na DNK. Estrogeni slobodno
prolaze kroz ¢éelijsku membranu i vezuju se za ER formirajuéi hormon-receptor kompleks
koji dovodi do dimerizacije receptora, konformacionih promena i vezivanja hormon-receptor
komleksa za specifichnu DNK sekvencu, tzv. EREs - estrogen response elements (Slika 2.1.). Na
ovaj nacin dolazi do aktiviranja transkripcije gena, odnosno sinteze DNK i pripreme celije
za umnozavanje. Ova interakcija je regulisana proteinima unutar jezgra celije, ko-
aktivatorima i ko-represorima, Cija je uloga da aktiviraju transkripcijugena.sg’60

Razumevanje uloge estrogena u razvoju karcinoma dojke dovelo je do razvoja dve
glavne terapeutske strategije za leCenje ove bolesti:

e upotreba antiestrogena koji blokiraju funkciju estrogenih receptora

e upotreba inhibitora aromataze koji sprecavaju sintezu estrogena inhibirajuéi kljucni
enzim u sintezi estrogena iz androgena.

Shematski prikaz mehanizma delovanja antiestrogena i inhibitora aromataze dat je na
Slici 2.2.°*

Antiestrogens

l

e (
Estrogen - — E’X““}

Biosynthesis
Estrogen
Hecenlor)‘ Nucleus
Estrogen
Biosynthesis K> Er--% X ""';Y l
Inhibition
of Growth

Aromatase Inhibitors/
Ovarian Ablation B
Tumor
Cell

Slika 2.2. Mehanizam delovanja antiestrogena i inhibitora aromataze®
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2.1.2.1. ANTIESTROGENI

Selektivni estrogen receptor modulatori (SERM) se koriste kao terapija za lecenje
hormon zavisnih karcinoma dojke bez obzira na status menopauze. Oni kompetituju vezivanju
za estrogene receptore i na taj nacin sprecavaju endogeni estrogen da aktivira receptore i

dovede do proliferacije tumorskih ¢elija.®>®

Pocetkom 70-ih godina proslog veka pocela je upotreba Tamoksifena (ICl 46,474,
Nolvadex) kao antiestrogena u lecenju uznapredovalog karcinoma dojke kod Zena u
postmenopauzi.64 Tamoksifen ima mali afinitet za vezivanje za estrogene receptore. On se u
krvi metabolise dejstvom odgovarajuéeg enzima u aktivhe metabolite 4-hidroksitamoksifen i
N-desmetil-4-hidroksitamoksifen®® koji imaju 30-100 puta veéi afinitet prema ER nego
Tamoksifen. Ovi aktivni metaboliti kompetituju estrogenu za vezivanje za ER. U tkivu dojke, 4-
hidroksitamoksifen deluje kao ER antagonista i na taj nacin inhibira sintezu estrogena.66
Tamoksifen se koristi kao hormonska terapija za leCenje hormon zavisnih karcinoma dojke
kod Zena u premenopauzi, kao i u tretmanu obolelih Zena u postmenopauzi, mada se u ovom
slu¢aju Cedcée koriste inhibitori aromataze.®” Sem §to se upotrebljava u le¢enju uznapredovale
bolesti, tamoksifen se moZe koristiti kao prevencija kod Zena sa visokim rizikom za razvoj
karcinoma dojke.®® Uspe$nost u le¢enju kancera dojke smanjuje to $to nakon duZe upotrebe
dolazi do vracanja metastaznih tumora koji su joS uvek hormon-senzitivni.*> Tamoksifen se
pored antagonistickog dejstva, u nekim tkivima ponasa i kao agonista. Estrogeno dejstvo
ispoljava pri delovanju na serumske lipide, endometrijum i kosti. Proliferativni efekat u
endometrijumu usled dugorocne terapije Tamoksifenom moZe da dovede do povecanog
rizika od pojave raka endometrijuma. Takode moZe da izazove povecanje rizika od venske
tromoembolije i moZdanog udara, kao i povecanje koStane gustine i smanjenje holesterola

v . 70-74
kod Zena u postmenopauzi.

Lek druge generacije SERM je Raloksifen i prvobitno je bio namenjen lecenju
karcinoma dojke, a kasnije je poCeo da se upotrebljava i kao alternativna hormonska terapija
za lecenje osteoporoze. Raloksifen je derivat benzotiofena i ima potpuno razli¢itu strukturu
od Tamoksifena.” Njegova aktivnost je sli¢na Tamoksifenu u grudima i kostima, ali ne
pokazuje agonisticku aktivnost u endometrijumu.76 Smanjuje ucestalost karcinoma dojke za
62%, pri ¢emu svoje delovanje pokazuje samo prema ER pozitivnom karcinomu, a ne
povecava proliferaciju u endometrijumu.”’ Takode, izaziva povecenje kostane gustine i
smanjuje rizik od preloma.

Trenutna interesovanja za nove SERM su zasnovana na iskustvu sa Tamoksifenom, koji
ima jaku antitumorsku aktivnost i Raloksifenom, koji ima poboljsani bezbednosni profil i nudi
zastitu kostima. Sa ciljem dobijanja lekova koji imaju samo pozitivne efekte, u razvoju je treca
generacija SERM.

ZapaZanje da dokle god je prisutna ERa transkripcija odgovarajuceg gena i da rast
tumora moZe biti stumulisan i malim kolicinama estrogena dovela su do razvoja nove
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generacije Cistih antiestrogena, selektivnih estrogen receptor destabilizatora (SERD). Prvi

prototip Cistog antiestrogena, Fulvestrant (ICI 182.780) je uveden u upotrebu 1991

78,79

godine. S obzirom da ova grupa jedinjenja nema agonisticku aktivnost ve¢ destabilizuju

ERa protein, pri ¢emu dovode do poremecdaja u ERa posredovanju u stimulaciji rasta
karcinoma, SERD predstavljaju vaznu terapijsku opciju za lecCenje kancera dojke.

2.1.2.2. INHIBITORI AROMATAZE

Enzim aromataza pripada citohrom P450 familiji i proizvod je gena CYP19A1 koji se

80,81

nalazi u hromozomu 15 (Slika 2.3.). Ljudska aromataza sadrzi hem grupu, jedan

polipeptidni lanac sastavljen od 503 aminokiselinska ostatka i integralni je membranski

. .y . 82-85
protein endoplazmati¢nog retikuluma.

Slika 2.3. Enzim aromataza®*

Aromataza katalizuje kljuc¢ni korak u biosintezi estrogena — aromatizaciju prstena A
kod androgena. Ovo se odigrava preko tri oksidacione reakcije na C-19 atomu. Prva dva
koraka su zajednicka za sve P450 citohrome, a treci korak je jedinstven za enzim aromatazu.®
U prvom oksidacionom stupnju androgeni se oksiduju do C-19 hidroksi androgena, koji daljom
oksidacijom daju geminalni diol kao intermedijer, a eliminacijom vode nastaje aldehid. U
trecem, poslednjem stupnju dolazi do oksidativhog raskidanja veze izmedu C-10 i C-19
ugljenikovih atoma, pri ¢emu dolazi do aromatizacije A prstena, a C-19 ugljenik se izdvaja kao

mravlja kiselina (Slika2.4.).>*
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Slika 2.4. Aromatizacija prstena A kod androgena54

Kod Zena u premenopauzi aromataza je prisutna u posteljici i granuloznim ¢elijama

.....

folikula jajnika, a u manjoj kolic¢ini u adipoznom tkivu®’, kostima® , jetri, misi¢ima® mozgugg,

%097 posle menopauze estrogen se sintetise iskljucivo u

dojci i u tkivu karcinoma dojke
perifernim tkivima, narocito u adipoznom tkivu. U menopauzi androstendion sintetisan u
nadbubreznoj Zlezdi, i u manjoj meri testosteron sintetisan u jajnicima se prevode u
perifernim tkivima (jetra, celije dojke) u estron, odnosno estradiol dejstvom enzima
aromataze. U svim tkivima 17B-hidroksisteroid dehidrogenaza katalizuje konverziju

androstendiona u testosteron, odnosno estrona u estradiol (Slika 2.5.).98
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Do povecane aktivnosti aromataze dovode starenje, gojaznost, insulin, gonadotropini,
konzumiranje cigareta i alkohola, dok su za smanjenu aktivnost odgovorni prolaktin i Anti-
Milerov hormon. Primeceno je da je aktivnhost aromataze povecana u estrogen zavisnim
tkivima u organizmima u kojima postoji kancer dojke, kancer endometrijuma i neka druga
obolenja.99 Inhibicija ovog enzima dovodi do hipoestrogenizma (nizak nivo estrogena), te se
inhibitori aromataze mogu koristiti u terapiji stanja ili bolesti u kojima je povecana
koncentracija estrogena uzrok nastanka bolesti. Stoga se u svetu veliki znacaj pridaje sintezi
lekova koji bi delovali na nivou inhibicije enzima aromataze kao vaznog cilja u efikasnom i

selektivnom tretmanu kancera dojke kod pacijenata u postmenopauzi.loo'101

Inhibitori aromataze se mogu podeliti u dve grupe prema strukturi i mehanizmu
delovanja. Inhibitori aromataze koji imaju androgenu strukturu nazivaju se steroidni inhibitori
aromataze ili tip I. Oni se kovalentno vezuju za kataliticki centar enzima formirajuéi reaktivni
intermedijer i na taj nacin ireverzibilno uniStavaju enzimsku aktivnost. Zahvaljujudi
ireverzibilnoj prirodi inhibicije, enzim ostaje neaktivan i nakon prestanka unosenja inhibitora
u organizam. Prema mehanizmu delovanja ovi inhibitori spadaju u inaktivatore ili ireverzibilne
inhibitore.’®"® Predstavnici ove grupe jedinjenja su Testololakton (1), Formestan (2) i

Eksemestan (3) (Slika 2.6.).

OH CH,

Testololakton (1) Formestan (2) Eksemestan (3)

Slika 2.6. Strukture steroidnih inhibitora aromataze

Druga grupa inhibitora aromataze obuhvata nesteroidna jedinjenja (Tip Il), ve¢inom
azole, koja se nekovalento vezuju sa gvozdem iz hema preko svog heteroatoma, sprecavajuci
vezivanje androgena za aktivni centar enzima. Prva jedinjenja ove grupe inhibitora su imala
nizak stepen specificnosti prema enzimu aromatazi jer su se javljale i interakcije sa drugim

enzimima citohrom P450 familije.105

Medutim, aminokiselinska sekvenca aromataze se
razlikuje od drugih ¢lanova citohrom P450 familije106 i novija jedinjenja su visoko selektivna
prema ovom enzimu. Za razliku od steroidnih inhibitora, ova jedinjenja se reverzibilno vezuju
za enzim i rezultat blokiranja sinteze estrogena zavisi od konstantnog prisustva leka. Prema

81,107 . . . .
Predstavnici nesteroidnih

mehaniznu delovanja Tip Il spada u kompetitivne inhibitore.
inhibitora su Aminoglutetimid (4), Fadrozol (5), Rogletimid, Vorozol (6), Anastrozol (7) i

Letrozol (8) (Slika 2.7.).

11
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Slika 2.7. Strukture nesteroidnih inhibitora aromataze

Evolucijom inhibitora aromataze doslo je do razvoja jedinjenja obe klase kojima se
svakom generacijom postepeno povecavala specificnost i potencija (Tabela 2.1.).

Tabela 2.1. Podela inhibitora aromataze

Generacija Tip | Tip Il
(steroidni inhibitori) (nesteroidni inhibitori)
Prva generacija Testololakton Aminoglutetimid
Druga generacija Formestan Fadrozol
Rogletimid
Treéa generacija Eksemestan Anastrozol
Letrozol
Vorozol

Inaktivatori Reverzibilni inhibitori

(ireverzibilni inhibitori)

lako su Formestan, Fadrozol, Vorozol i Rogletimid pokazali klinicku aktivnost prema
karcinomu dojke™®'**'% oni vige nisu u klinitkoj upotrebi jer nisu efikasniji od najiire
primenjivanog antiestrogena Tamoksifena ili se u organizam unose intramuskularnom
injekcijom, imaju neZeljena dejstva ili dovode do smanjenja produkcije aldosterona i kortizola.
Ova jedinjenja su zamenjena treom generacijom inhibitora aromataze koji su visoko

selektivni za enzim i imaju manje nezeljenih efekata.'® Inhibitori aromataze koji su trenutno u

12
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klinickoj upotrebi i odobreni od strane US Food and Drug Administration (FDA) su Anastrozol,
Letrozol i Eksemestan. Oni su prihvaceni kao lekovi za klinicko lecenje hormon zavisnih
karcinoma dojke kod Zena u postmenopauzi.86 Anastrozol, Letrozol i Eksemestan su znatno
jaci inhibitori u odnosu na Aminoglutetimid u smislu inhibicije in vitro aktivnosti aromataze.
Dok je za delovanje leka potrebna koncentracija Aminoglutetimida izrazena u mikromolovima,
za inhibitore aromataze trece generacije to su nanomolovi. Bolji farmakokineticki profil tre¢e
generacije takode znaci da su oni jos efikasniji in vivo. Miligram dnevne doze leka efikasno
inhibira aromatizaciju u celom telu, a nivo slobodnog estrogena opada ispod nivoa

10 prya druga generacija inhibira aromatizaciju u telu <90%, dok se treca

111

detekcije.
generacija pokazala kao veoma efikasna i dovodi do inhibicije aromataze >98%.

Inhibitori aromataze su potisnuli Tamoksifen kao najrasprostranjeniji lek u lecenju
karcinoma dojke. Oni su veoma efikasni kao terapija kod Zena u postmenopauzi sa
uznapredovalom boleséu, kod Zena koje nisu imale uspeha u le¢enju samo sa Tamoksifenom,
kao i sa Tamoksifenom u kombinaciji sa drugim oblicima lecenja. Takode su efikasni u
adjuvantnoj i neoadjuvantnoj terapiji.112 Inhibitori aromataze tre¢e generacije se dobro
podnose, neZeljene posledice se retko javljaju i obi¢no su blagog intenziteta. Kao i Tamoksifen
Cesto izazivaju simptome karakteristicne za menopauzu (noéno znojenje i valunzi) ali je niza
stopa pojave vaginalnog krvarenja, krvnog ugruska i raka endometrijuma u odnosu na

.....

osteoporoza i sréani problemi.

2.2. SINTEZE EKSEMESTANA

Eksemestan (Aromasin, 6-metilenandrost-1,4-dien-3,17-dion) je uveden u upotrebu
2000-te godine, kao prvi inhibitor aromataze koji se moZe upotrebljavati oralno, a
istovremeno ima ireverzibilni efekat na enzim aromatazu. Koristi se za leCenje rano
otkrivenog ili uznapredovalog karcinoma dojke kod Zena u postmenopauzi. On smanjuje nivo
estrogena u plazmi u fazi u kojoj se androstendion i testosteron prevode u estron i estradiol

. .. . 10,113,114
vezujucl se na nJIhOVO mesto na enzimu.

Uvodenje metilenske grupe u poloZaj C-6 kod 4-en-3-on steroida opisali su Burn i

> jo§ 1964. godine. Ova metoda podrazumevala je najpre konverziju 4-en-3-on

saradnici'!
steroida 9 u njegov 3,5-dienoletar 10. U reakciji jedinjenje 10 sa Vilsmeier-ovim reagensom
(fosforil-hlorid — dimetilformamid) dobijena je imino so 11, ¢ijom je hidrolizom nastao 6-
formil derivat 12. Ovaj intermedijer je zatim redukovan do 3-alkoksi-6-hidroksimetil-3,5-diena

13, a njegovom dehidratacijom je dobijen 6-metilen-4-en-3-on derivat 14 (Shema 2.1.).

13
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T e T T

CH N(CH,),Cl
9 10

S e O

CHQOH CH,
14
Shema 2.1. Reagensi: a) 1. Etilortoformijat, p-TsOH, dioksan; 2. Py, voda; b) Vilsmeier-ov
reagens, etilen-dihlorid, Py; ¢) NaOAc; d) NaBH;, MeOH; e) AcOH

Medutim, ova metoda obuhvata veliki broj sintetskih faza $to je navelo naucnike da
teze otkrivanju novih i efikasnijih postupaka za uvodenje metilenske grupe.

ltalijanski nautnici su objavili nekoliko na&ina sinteze Eksemestana (3).>*'
Laboratorijska sinteza se odigrava u dve sintetske faze, polaze¢i od androstendiona (15). U
prvoj fazi je uvedena metilenska grupa u polozaj C-6 dejstvom formaldehid acetala, u
prisustvu POCls, po metodi koju su opisali Annen i saradnici,’*’ i dobijen je 6-metilenandrost-
4-en-3,17-dion (16). U drugoj fazi reakcijom dehidrogenacije sa 2,3-dihloro-5,6-dicijano-1,4-
benzohinonom je uvedena A’ nezasi¢ena veza i dobijen je Eksemestan (3) (Shema 2.2.).1

CH, CH,
15 16 3

Shema 2.2. Reagensi: a) CH,(OEt),, POCls;, NaOAc, CHCIs; b) DDQ, p-TsOH, dioksan

S obzirom na nedostatke ove metode kao Sto su mali prinos, visoka cena DDQ
reagensa, hromatografsko preciS¢avanje, tragano je za prakticnijim i pogodnijim postupcima
koji bi se mogli koristiti i u industrijskoj sintezi Eksemestana.

Farmitalia je razvila komercijalniji i pristupacniji postupak® sinteze Eksemestana koji
se zasnivao na upotrebi 17B-hidroksiandrost-1,4-dien-3-ona (dehidrotestosteron, 17), kao
polaznog jedinjenja. Paraformaldehid i dimetilamin u ji-amil-alkoholu su nakon zagrevanja na
temperaturi od 131°C i uklanjanja vode pomocéu Dean-Stark-ovog nastavka, dali Vilsmeier—
Haack-ov reagens (18). Nakon hladenja na 10-15°C, dobijenom reagensu je dodat 17f3-
hidroksiandrost-1,4-dien-3-on (17), i posle zagrevanja reakcione smese na tacki klju¢anja u

14
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toku 15 sati dobijen je 6-metilenski derivat 19. U ovoj sintezi je doslo do Mannich-ove reakcije
na konjugovani dienon, pri ¢emu je uvedena metilenska grupa u polozaj C-6 kod 3-okso-1,4-
dienskog sistema. Da bi se izbegla kompetitivha Mannich-ova reakcija u polozaju C-16, u
polaznom jedinjenju na C-17 atomu ne sme biti prisutna keto, ve¢ hidroksilna grupa.
Oksidacijom intermedijera 19 sa Jones-ovim reagensom dobijen je Eksemestan (3) (Shema
2.3).>*

Cl' cH,
H.o  -AmOH I
(CH,On  + N — Hee NS K
HsC CHs T
cl
18
OH OH 0
o o o
CH, CH,
17 19 3

Shema 2.3. Reagensi: a) Jones-ov reagens, Me,CO

Alternativni put dobijanja Eksemestana razvijen je takode od strane Farmitalia (Shema
2.4.).>* Kao polazno jedinjenje je upotrebljen relativno jeftin i lako dostupan androstendion
(15) koji je sa trietilortoformijatom u smesi tetrahidrofuran — etanol u prisustvu p-
toluensulfonske kiseline nagradio 3,5-dienoletar. Ovaj intermedijer je bez izolovanja
podvrgnut Mannich-ovoj reakciji sa N-metilanilinom i vodenim rastvorom formaldehida.
Nakon zakieljavanja dobijen je 6-metilenski intermedijer 16, kojem je zatim A'-dvostruka
veza uvedena reakcijama bromovanja-dehidrobromovanja. Bromovanje je izvrSeno u smesi
THF-AcOH i u prisustvu HBr, pri cemu je nastao tribromid 20. Delimi¢nim debromovanjem sa
Nal u acetonu dobijen je 2-brom derivat 21, koji je zatim dehidrobromovanjem sa LiBr i 1,4-
diazabiciklo[2.2.2]oktanom u N,N-dimetilformamidu dao Eksemestan (3).>*

15
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0O 0O 0
e G D
(@) (@) 0O
H.C Br

CH, e
15 16 Br 20
0 0
Brv,, _d
o) o)
CH, 1 CH, 3

Shema 2.4. Reagensi: a) 1. TEOF, THF-EtOH, p-TsOH; 2. MeNHPh, vodeni rastvor HCHO b) Br,-
HBr, AcOH-THF; c) Nal, Me,CO; d) DABCO, LiBr, DMF

Chen i saradnici*®® su za uvodenje dvostruke veze u poloZaju 1,2 kod jedinjenja 16
upotrebili DDQ, u prisustvu t-butildimetilhlorosilana u dioksanu (Shema 2.5.).

o) o)
_a
o o
CH, CH,
16 3

Shema 2.5. Reagensi: a) DDQ, TBDMSCI, dioksan

Uvodenje A'-dvostruke veze kod 4-en-3-on derivata 16 i dobijanje Eksemestana (3)
izvedeno je i sa  hloranilom, u prisustvu bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida i
trifluormetansulfonske kiseline kao katalizatora (Shema 2.6.).**°

o) o)
_a
o o
CH, CH,
16 3

Shema 2.6. Reagensi: a) Hloranil, BSTFA, TfOH, toluen
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Jedan od nacina dobijanja Eksemestana (3) iz jedinjenja 16 ukljucuje enzimatsku 1,2-
dehidrogenaciju.'®® 6-Metilenandrost-4-en-3,17-dion (16) je me$an sa kulturom bakterije
Arthrobacter simplex i inkubiran je nekoliko dana u toluenu i vodi u prisustvu menadiona
(agens za neutralizaciju slobodnih radikala) i fosfatnog pufera. Eksemestan (3) je sakupljan iz
toluenske faze nakon koncentrovanja i taloZenja sa oktanom (Shema 2.7.).

CH, CH,
16 3

Shema 2.7. Reagensi: a) A. simplex, H,O-toluen/fosfatni pufer, 4% menadion

U jednom od novijih radova opisan je postupak u kome se kao polazno jedinjenje u
sintezi koristi testosteron (22) i u pet sintetskih faza je dobijen Eksemestan (3) sa ukupnim
prinosom od 70% (Shema 2.8.).° U molekul testosterona u polozaj C-6 je uvedena
metilenska grupa prema postupku koji je opisao Lombardi,>* a u kojem je koriécen
trietilortoformijat, smesa etanol — tetrahidrofuran i p-TsOH. Dobijeni intermedijer etil A>>-
enoletar je tretiran sa N-metilanilinom i vodenim rastvorom formaldehida (Mannich-ova
reakcija) pri ¢emu je nakon zakiseljavanja sa HCl dobijen 6-metilentestosteron (23).
Acetilovanjem hidroksilne grupe jedinjenja 23 i dehidrogenacijom dobijenog proizvoda 24
hloranilom, u prisustvu bis(trimetilsilil)-trifluoracetamida i trifluormetansulfonske kiseline kao
katalizatora, dobijen je 6-metilenandrost-1,4-dien-3-on-17B-acetat (25). Saponifikacijom
acetata 25 dobijen je 17B-hidroksi derivat 19 koji je oksidacijom Jones-ovim reagensom dao
jedinjenje 3.

OH OR OR O
Ljigji& — — —
0] o ) 0]
CH CH CH
2 2 . 2 ) 2 4
b 23 R=H d 25 R=Ac
24 R=Ac E 19 R=H

Shema 2.8. Reagensi: a) 1. TEOF, p-TsOH, THF-EtOH; 2. MeNHPh, HCHO, HCI; b) Ac,0, Py,
CH,Cly; c) hloranil, BSTFA, TfOH, toluen; d) 1M NaOH, MeOH; e) Jones-ov reagens, aceton
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Eksemestan je dobijen iz androsta-1,4-dien-3,17-diona (26) u cetiri sintetske faze
(Shema 2.9.).** U prvoj fazi sinteze relativno lako dostupno jedinjenje 26 je zagrevanjem sa
pirolidinom, u prisustvu kataliticke koli¢ine siréetne kiseline, na tacki klju¢anja prevedeno u
1a,3-dipirolidinoandrost-3,5-dien-17-on (27).*> Ova faza je znatno pobolj$ana u odnosu na

istu koja je opisana ranije.123

Slede¢a faza je obuhvatala reakciju jedinjenja 27 sa
formaldehidom u metilen-hloridu, pri ¢emu je dobijen 6B-hidroksimetilenski derivat 28. | ova
faza je znatno poboljSana u odnosu na onu koja je ranije opisana u literaturi.”** Eksemestan
(3) je dobijen iz jedinjena 28 u dve faze: najpre je hidroksilna grupa prevedena u bolje
odlazeéu meziloksi grupu sa mezil-hlorid, pri ¢emu je nastao intermedijer 29, koji je

eliminacijom MsOH dao krajnji proizvod 3.

O O O

O
Q@ﬁ |
a ~ b c
—_— —_— —_—
26 27 28 OH
O O
d
—_—
O (@)
CH,
29 OMs 3

Shema 2.9. Reagensi: a) pirolidin, AcOH, EtOH, THF; b) formaldehid, CH,Cl,; ¢) MsCl, Et3N,
CH,Cl,; d) NaOH, KOH, MeOH

Za razvoj i potvrdu osetljivosti, specifinosti i pouzdanosti metode za merenje nivoa
Eksemestana u bioloskim tecnostima koris¢enjem tecne hromatografije - masene
spektroskopije (LC-MS), neophodna je priprema stabilnog, oznacenog Eksemestana kao

125-129

internog standarda. Iz datog razloga polazedi od testosterona (22) u osam faza sintetisan

je [*C;)eksemestan (37) (Shema 2.10.)."*°
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OH OBz OBz
0
—a, —P - Ho
o o 0
22 30 31

c

OBz OBz
3C
& Ho1fcijt5i§ <L
o~ O
33

32

f

OH
34

0 0 0
g h
—_— —_— /
13,
o’cwc; :E o Cac? e
13C 13C
35 36 37

Shema 2.10. Reagensi: a) BzCl, Py, toluen; b) KMnQ,, KIO,4, K,CO3, t-BuOH; ¢) HCIO,4, Ac,0,
EtOAc; d) 13CH_o,l?’COCI ((CH3)sSi),N-Li, THF; e) KOH, MeOH, H,0; f) PCC, CH,Cl,; g) 1. TEOF, THF,
EtOH, p-TsOH; 2. MeNHPh, H13CHO; h) DDQ, p-TsOH, dioksan.

Nakon zastite 17-hidroksilne grupe testosterona (22) sa benzoil-hloridom, A-prsten
jedinjenja 30 je otvoren oksidacijom sa KMnO,/KIO,. Dobijena ketokiselina 31 je zatim
tretirana sa HCIO,, pri cemu je nagraden lakton 32, koji je sa [**C,]acetil-hloridom u prisustvu
litijlum-bis(trimetilsililamidom dao intermedijer 33. Jedinjenje 33 je prevedeno u
[C,]testosteron 34 zagrevanjem na tacki klju¢anja u sme$i metanol — voda , u prisustvu
kalijum-hidroksida. ObeleZeni androstendion (35) je dobijen u reakciji jedinjenja 34 sa
piridinijum-hlorhromatom u metilen-hloridu. U sledecoj fazi sinteze jedinjenje 35 je sa
[*C]formaldehidom u prisustvu N-metilanilina nagradilo intermedijer 36, koji je nakon
tretiranja sa DDQ u dioksanu, u prisustvu p-toluensulfonske kiseline dao ciljni

[*C;]eksemestan (37)."°
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2.3. SINTEZE 6-OKSO STEROIDA

U Iiteraturi16'131'134je opisano nekoliko nacina sinteze steroidnih jedinjenja sa 4-en-3,6-

dionskim sistemom. Sinteticki 5-en-3B-ol steroidi, koji su komercijalno dostupni, kao i njihovi
acetatni derivati se najcesce koriste kao polazna jedinjenja u sintezama. Reagensi i metode
koje su ranije koriS¢éene su rezultovale niskim prinosima, pa su danas modifikovane u
jednostavne, brze i ekonomicne sinteze. Tako su Hunter i Priest’*' za prevodenje steroidnih 5-
en-3B-ola u odgovarajuce 4-en-3,6-dione upotrebili modifikovanu Jones-ovu oksidaciju
(Shema 2.11.). Kao oksidaciono sredstvo je koris¢en CrQOs, a reakcija je izvedena na niskoj
temperaturi i u relativno velikoj zapremini rastvaraca. Reakcijom su dobijeni odgovarajuci
steroidni 4-en-3,6-dioni u visokom prinosu (77-89%) i za relativno kratko reakciono vreme (1-
2h). Ovim postupkom je iz komercijalno dostupnog dehidroepiandrosterona (38) dobijen i
potentan 4-androsten-3,6,17-trion (39).131

HO o
38 O 39

HO o]

40 C 4

42 o 43

Shema 2.11. Reagensi: a) CrOs, H,SO,4, aceton

Pomenuti postupak131 sinteze 4-en-3,6-diona je primenjen i za dobijanje novog 17-
pikolil derivata androstana, koji je pokazao snaznu citotoksi¢nu aktivnost prema celijskoj liniji
kancera prostate.135

Portugalski nautnici®® su za oksidaciju dehidroepiandrosterona (38) koristili
piridinijum-hlorohromat na montmorilonitu K10, uz istovremeno izlaganje ultrazvucnim
talasima, pri cemu je dobijeno jedinjenje 39 u prinosu od 90% (Shema 2.12.). Kombinacija
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ultrazvuka sa PCC-om na glini kao nosacu se pokazala veoma dobra u smislu brzine reakcije,

ekonomicnosti reagenasa i predstavlja pojednostavljenu metodu za dobijanje potentnog
inhibitora aromataze 39 pri blagim reakcionim uslovima.

HO o
38 O 39

Shema 2.12. Reagensi: a) PCC, montmorilonit K10, dioksan, ultrazvuci

U cilju uvodenja 4-en-3,6-dionskog sistema, kineski naugnici*® su podvrgli holesterol
(42) reakciji oksidacije sa piridinijum-dihromatom ili PCC, u dimetilformamidu ili metilen-
hloridu. Derivat 43 je dobijen u prinosu od 60-70%. Pretpostavlja se da reakcija protic¢e preko
intermedijernih 5-en-3-ona 44 i 4-en-3-ona 45 (Shema 2.13.).

CgHq7 Lj:j/ CsHi7
@)
44
a \
HO / 0
42

Shema 2.13. Reagensi: a) PDC, DMF ili PDC, CH.Cl, ili PCC, DMF ili PCC, CH,Cl,

U jednoj od opisanih sinteza, oksidacijom holest-5-en-3-ona (44) sa 70% terc-butil-
hidroperoksidom u prisustvu kataliticke koli¢ine CrOs; uveden je 4-en-3,6-dionski sistem u

molekul (Shema 2.14.). U reakciji je do$lo do migracije A’-dvostruke veze i oksidacije alilne
metilenske grupe do keto grupe.133

CSH17 CSH17

44 o 43

Shema 2.14. Reagensi: a) 70% TBHP, CrOs, CH,Cl,
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Steroidni 4-en-3,6-dionski derivati su dobijeni i alilnom oksidacijom odgovarajuéih 4-
en-3-ona. Ova transformacija je izvedena sa TBHP u prisustvu dirodijum-kaprolaktama kao
katalizatora. Na Shemi 2.15. prikazane su strukture polaznih jedinjenja i proizvoda, a u Tabeli

2.2. reakcioni uslovi pri kojima je doslo do reakcije.134

R1 R1
“‘RZ -I\R2
E—
o o
o}
15, R;=R,=0 39
22, R=OH, R,=H 46

45, R,=CgH,7, Ry=H 43

Shema 2.15. Reagensi: TBHP, Rh,(cap),

Tabela 2.2. Reakcioni uslovi alilne oksidacije 4-en-3-on steroida

Jedinjenje Katalizator Reakcioni uslovi Proizvod/Prinos
15 Rhy(cap)a TBHP, CH,CICH,Cl, 40°C, 40h 39/ 80%
15 Rhy(cap)a TBHP, H,0, 40°C, 40h 39/62%
22 Rhy(cap)a TBHP, CH,CICH,Cl, 40°C, 16h 46 / 28%
45 Rhy(cap)a TBHP, H,0, 25°C, 48h 43 / 50%

Thalen i Wickstrom™® su 4-en-3,6-dionski sistem uveli kod pregnanskog 4-en-3-on
derivata 47 (Shema 2.16.). Naime, alilnom oksidacijom jedinjenja 47 sa selen(lV)-oksidom u
dioksanu dobijen je (22R)-21-acetoksi-9a-fluoro-63,11B-dihidroksi-16a,17a-
propilmetilendioksi-pregn-4-en-3,20-dion (49). Jedinjenje 49 je zatim podvrgnuto selektivnoj
oksidaciji OH-grupe u poloZaju C-6 sa Pfitzner-Moffat-ovim reagensom, pri ¢emu je nastao
(22R)-21-acetoksi-9a-fluoro-11B-hidroksi-16a,17a-propilmetilendioksi-pregn-4-en-3,6,20-
trion (50).
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CH,0COCH, GH,0COCH,
c=0 H c=0 H

GH,0COCH, CH,0COCH,
H

Shema 2.16. Reagensi: a) HC(OCHs)s, CH,Cl,, dioksan; b) autooksidacija, EtOH; c) SeO,,
dioksan; d) Pfitzner-Moffat-ov reagens

Pokus$aji da se poboljSa prinos jedinjenja 49 produZenjem reakcionog vremena
rezultovali su u potpunoj konverziji jedinjenja 47 u 49, ali i degradaciji, tako da se Zeljeni
proizvod 49 nije mogao detektovati. Zato su pomenuti autori®® jedinjenje 49 sintetizovali iz
47 i alternativnim putem. Pregn-4-enski derivat 47 je dejstvom trimetilortoformijata u CH,Cl, i
dioksanu, nakon enolizacije i metilovanja hidroksilne grupe u polozaju C-3, dao (22R)-21-
acetoksi-9a-fluoro-11B-hidroksi-3-metoksi-16a,17a-propilmetilendioksipregna-3,5-dien-20-
on (48). 9a,11B-Halohidrin 48 je zatim autooksidacijom dao stereospecificno 6B-alkohol 49,
dok je 6a-izomer dobijen u slucaju prednizolonskog derivata koji nema fluor u polozaju C-9a.
Na ovaj nacin je 6B-hidroksi-4-en-3-on derivat 49 dobijen u priblizno istom prinosu kao i
oksidacijom pregn-4-ena 47 sa selen(lV)-oksidom.

Ranije je utvrdeno da autooksidacija steroidnih jedinjenja sa 3,5-dien-3-ol sistemom u
6-hidroksi-4-en-3-on ukljucuje stvaranje intermedijernog 6—hidroksiperoksida.137 Na slican
nacin je i uvodenje OH-grupe autooksidacijom u polozaju C-6 kod 9a-fluoro-3-metoksi-
pregna-3,5-diena 48, praceno stvaranjem hidroksiperoksida. Stereohemija na C-6 atomu
zavisi od strane sa koje singlet kiseonik napada 5,6-dvostruku vezu. Napad sa a-strane je
manje verovatan od napada sa B-strane, i to viSe zbog elektronskih, nego sternih razloga.

Perez-Ornelas i saradnici™>® su izveli sintezu nekoliko 3-supstituisanih pregna-4,16-
dien-6,20-dionskih derivata iz 16-dehidropregnenolon-acetata (51) (Shema 2.17.). Polazno
jedinjenje 51 je dejstvom m-hlorperbenzoeve kiseline prevedeno u 5a,6a-epoksi derivat 52,
koji je zatim oksidativnim otvaranjem oksiranskog prstena sa hrom(VI)-oksidom dao a-
hidroksi-keton 53. Eliminacijom hidroksilne grupe sa tionil-hloridom, dobijen je a,B-nezasiéeni
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keton 54. Hidrolizom acetoksi grupe kod jedinjenja 54 dobijen je alkohol 55, koji je
oksidacijom sa CrOs dao 4,16-dien-3,6,20-trionski derivat 56.

(0]
(0]
CH, CHs
a b
- . 2
AcO N
AcO C O\
52

51

0 0
CH, CHs CHs
[+ d e
e, _°
AcO HO o
O 55

O 54 O 56

CHj

AcO

Shema 2.17. Reagensi: a) m-CPBA, CH,Cl,; b) CrOs, aceton; ¢) SOCl,, Py; d) NaOH, MeOH; e)
CrO3, H;0, aceton

U pomenutom radu®®, ispitana je bioloska aktivnost sintetizovanih jedinjenja u in vivo
i in vitro eksperimentima, a dobijeni podaci su pokazali da su jedinjenja 52, 54 i 56 dobri
inhibitori enzima 5a-reduktaze. Enzim 5a-reduktaza je odgovoran za konverziju testosterona
u mnogo potentniji androgen, dihidrotestosteron, koji je povezan sa androgen-zavisnim
bolestima kao Sto su: benigna hiperplazija prostate, kancer prostate, akne i androgena
alopecija. Inhibicija enzima 5a-reduktaze nudi potencijalno koristan tretman za te bolesti.

Steroidi sa 4-en-3,6-dionskim sistemom su kori$éeni za sinteze drugih derivata sa 6-
keto funkcijom. Tako je jedinjenje 58, koje je dobijeno iz 57 oksidacijom sa PCC u metilen-
hloridu, selektivnom redukcijom sa NaBH, u prisustvu CoCl;, dalo 24-etilholest-4-en-3B-ol-6-on
(59) (Shema 2.18.).**

o 58

Shema 2.18. Ragensi: a) PCC, CH,Cl,; b) NaBH,4, MeOH, CoCl,-6H,0
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Japanski nau¢nici®®® su dobili kampest-4-en-3,6-dion (61) iz kampesterola (60)
oksidacijom sa PCC u metilen-hloridu (Shema 2.19.). Hidrogenizacijom A* dvostruke veze u
jedinjenju 61 sa titan(lll)-hloridom, pri ¢emu je reakcija visoko stereoselektivna, dobijen je 5o~
kampestan-3,6-dion (62) sa trans kondenzovanim A/B prstenovima. Jedinjenje 62 je dobijeno
u prinosu od 85%, dok je njegov C-5 epimer nastao u tragovima. Kataliticka hidrogenizacija
kampest-4-en-3,6-diona (61) sa 5% paladijumom na uglju u etil-acetatu je znatno manje
stereoselektivna, i rezultuje gradenjem smese 5a- i 53-kampestan-3,6-diona u prinosima 63%
i 23% respektivno.

0O

Shema 2.19. Reagensi: a) PPC, CH,Cl;; b) 20%-ni rastvor TiCls, aceton

Znacajna jedinjenja iz klase 6-keto steroida su 5a-hidroksi-6-keto derivati (a-ketoli)
koji sluze kao polazna jedinjenja za sintezu razlicitih bioaktivnih molekula kao Sto su regulatori

rasta binaka14°'142, inhibitori 5a-reduktaze™*'*, antagonisti androgenih receptora**. Sinteze
5a-hidroksi-6-on steroida tipa 66 iz 3B-hidroksi-5-en derivata 63 podrazumevaju oksidaciju

5,6-diola 65M**%* ili oksidativno otvaranje 5,6-epoksida 64 (Shema 2.20.).

jss Yoo Nooct
RO RO RO B RO
O OH
63 64 65

OH
o)
66

OH

d f

R=Ac,Tsili TBDMS

Shema 2.20. Reagensi: a) m-CPBA, CH,Cl, ili KMnO4/Fe,(SO4)s, t-BuOH, CH,Cl,, H,0; b) H,0,
HCIO4, aceton; c) Jones-ov reagens ili PCC; d) Jones-ov reagens ili CrOs
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Primenjujuéi postupak koji je ranije opisan u literaturi*®°, Djurendic i saradnici'®® su
sintetizovali 5a-hidroksi-6-keto-D-homo-laktonski derivat androstana koji je pokazao znacajnu
citotoksi¢nu aktivnost prema celijskoj liniji MDA-MB-231 (kancer dojke).

Tretiranjem razlicitih 3B-acetoksi-5-en steroida ili njihovih 5B,6B-epoksi analoga sa
KMnO4/Fe(Cl04); dobijeni su 5a-hidroksi-6-on derivati u visokom prinosu.**’ Zastitne grupe
(acetat, benzoat) u polozaju C-3 su rezistentne na ove reakcione uslove. Na Shemi 2.21. je
prikazana sinteza  3B-acetoksi-5a-hidroksi-6,17-dioksoandrostana (68) polazeé¢i od 3B-
acetoksi-17-oksoandrost-5-ena (67) i 33-acetoksi-5B,6B-epoksi-17-oksoandrostana (69).

0] 0]
AT KIS% -
AcO A H
c cO Ho AcO 0
(0]
68

67 69

Shema 2.21. Reagensi: KMnQ,/Fe(ClO4)3-nH,0, CH,Cl,, t-BuOH,H,0

Pretpostavlja se da se reakcija C-3 zasti¢enih A steroida (70) sa KMnO./Fe(ClO4);
odigrava preko intermedijernih epoksida 71a i 71b koji se razlazu do trans-diola 72, a ovaj
oksidacijom daje a-ketol 73 (Shema 2.22.).

'
R” ::I;E R’L::1;£§
o

(@)
71a 71b
/E;'é> (glavni proizvod)
R \\\ l
70
- . |
A R z
R 5 HO
HO
OH 730
72

Shema 2.22. Pretpostavljeni put nastajanja a-ketola iz A° steroida pomo¢u KMnO.4/Fe(ClO04)s

Mada ova metoda daje zadovoljavajuée prinose (70-80%), zbog eksplozivne prirode
Fe(ClO4)s nije pogodna za dobijanje vecih koli¢ina Zeljenih ketola. Daljim traganjem za novim i
efikasnijim postupcima, Rosado-Abon i saradnici'*® objavili su ,,one-pot” sintezu a-ketola iz A®
steroida.

26



Andrea Nikoli¢ Doktorska disertacija

CgHy7 CgHy7

AcO AcO -
HO
O

74 75

Shema 2.23. Reagensi: a) 1. m-CPBA, CH,Cl,; 2. CrOs, aceton, H,0

Oksidacijom holesteril-acetata (74) sa m-CPBA u CH,Cl,, a zatim oksidativnhim
otvaranjem nastalih 5a- i 5B-epoksida sa CrOs, dobijen je odgovarajuéi a-ketol (75) u prinosu
od 96% (Shema 2.23.).

2.4. SINTEZE 6-OKSIMINO STEROIDA

Iz morskih sundera su izolovani raznovrsni steroidi neobi¢ne i interesantne

149-151
strukture.

Medu njima, dva steroidna oksima (6E)-hidroksiiminoholest-4-en-3-on (76) i
(6E)-hidroksiimino-24-etilholest-4-en-3-on (77) su izolovani iz Cinachyrella alloclada i
C.olp/'on,25 dok je (3E)-hidroksiiminoholest-4-en-6-on (78) izolovan iz Cinachyrella australiensis
(Slika 2.8.).%° Istrazivanja su pokazala da ovi steroidi imaju raznovrsnu biolosku aktivnost. Na
primer, (3E)-oksimino derivat 78 pokazuje antiviralnu aktivnost prema virusu hepatitisa in

. 26
vitro,

a (6E)-oksimino derivat 76 pokazuje citotoksicnu aktivnost prema nekoliko tipova
celija kancera, kao $to su P-388 (murinska leukemija), A-549 (humani karcinom pluca), HT-29
(humani karcinom debelog creva) i MEL-28 (humani mijelom) tumorske éelije.27 Citotoksicnost
ovih jedinjenja zavisi od polozaja oksimino grupe u steroidnoj strukturi. Na primer, prisustvo
oksimino grupe u poloZaju C-6 dovodi do vece citotoksi¢nosti u odnosu na istu grupu u

polozaju C-3.*

HO., =

~N
OH
76

78

Slika 2.8. Prirodni steroidni oksimi
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U literaturi®’ je opisana sinteza nekoliko 6-hidroksiiminosteroidnih analoga jedinjenja
76 77 i ispitana je njihova citotoksi¢na aktivnost.

Polazedi od jedinjenja 42a-c sintetizovani su (6E)-hidroksiimino-4-en-3-on derivati 76,
77 i 82 (Shema 2.24.).*”*" Acetilovanjem, a zatim epoksidacijom 5-en-3B-ola 42a-c dobijeni su
3B-acetoksi-5a,6a-epoksi derivati 79a-c koji su oksidacijom sa CrOs; dali 3B-acetoksi-5a-
hidroksi-6-on derivate 75a-c. Eliminacijom C-5 hidroksilne grupe sa tionil-hloridom u piridinu,
sintetisani su 4-en-6-onski derivati 80a-c. Baznom hidrolizom uklonjena je zastita u C-3
poloZaju jedinjenja 80a-c, a daljim tretmanom sa hidroksilamin-hidrohloridom dobijeni su 6-
hidroksiimino derivati 81a-c. Oksidacijom hidroksilne grupe u poloZaju C-3 kod jedinjenja 81a-
¢, dobijeni su odgovarajudi (6E)-hidroksiimino-4-en-3-on derivati 76, 77 i 82.

R R R
_ _ - e —
AcO BN AcO -
HO ¢ o ¢ Ho [

42 a-c 79 a-c 75 a-c
R R R
ef g
—_— _—
0
N-oH "-on

80 a-c 81 a-c 76 R=a
77 R=b
82 R=c

R= a IM/ b: /'"»(\)\( c: /I'fq/kﬁl

Shema 2.24. Reagensi: a) Ac,0, Py; b) m-CPBA, CH,Cl,; ¢) CrOs, H,0; d) SOCIl,, Py; e) KOH,
MeOH; f) NH,OH-HCI, EtOH, H,0; g) CrOs, H,0

Kineski nau¢nici®® su takode sintetizovali jedinjenja 76 i 77. Naime, polazeci od 4-en-
3,6-dionskih derivata holesterola 43a, B-sitosterola 43b i stigmasterola 43c regioselektivnhom
redukcijom sa NaBH; u prisustvu CoCl,, dobijeni su derivati 59a-c (Shema 2.25.). U reakciji
jedinjenja 59a-c sa hidroksilamin-hidrohloridom u etanolu, u prisustvu natrijum-acetata
dobijeni su 6E-oksimi 8la-c koji su oksidacijom sa Jones-ovim reagensom u acetonu dali
odgovarajuce (6E)-hidroksiimino-4-en-3-on derivate 76, 77 i 83 .
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R R R
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43a-c 59a-c 81aR=a

R 81b R=b

81d R=c

0 Y c o “, (\/\( b: (\/(( ¢ v (\/(r
“OH g A .

76 (R=a)
77 (R=b)
83 (R=c)

Shema 2.25. Reagensi: a) NaBH4, MeOH, CoCl,-6H,0; b) NH,OH-HCI, AcONa, EtOH; c) Jones-
ov reagens, aceton

L. . .29,15
Krsti¢ i saradnici

2 su sintetizovali i ispitali antiproliferativnu aktivnost oksima 86 i
87. Klju¢ni intermedijer u sintezi pomenutih oksima je bio holest-4-en-6-on (85). Postoji
nekoliko nacina za njegovo dobijanje, a kao polazno jedinjenje u svim postupcima je koris¢en
50,6a-epoksiholesterol (84)™ ili njegov 3B-hloro ili 3B-acetoksi derivat™*. Najbolji natin za
sintezu jedinjenja 85 je zagrevanije jedinjenja 84 u DMSO na tacki klju¢anja (Shema 2.26.).>
Oksiminovanjem enona 85 sa hidroksilamin-hidrohloridom u smesi etanol-piridin na tacki
klju¢anja u toku 15 minuta, dobijena je stereoizomerna smesa (62)- i (6E)-hidroksiimino-

holest-4-ena 86 i 87 u prinosu od 5% i 80%.%>

CSH17 CSH17 CSH17

HO HO

42 84 85

C:8H17 CgH17

_N
HO “OH
86 87

Shema 2.26. Reagensi: a) m-CPBA, CH,Cl,; b) DMSO; ¢) NH,OH-HCI, EtOH, Py
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Kada je (6E)-hidroksiimino-holest-4-en (87) podvrgnut fotohemijskoj reakciji u smesi
etanol — piridin, u prisustvu hidroksilamin-hidrohlorida doslo je do nastajanja polaznog
jedinjenja 85 u prinosu od 5% i izomernih (62) i (6E)-oksima 86 i 87 u prinosu od 34%, odnoso
57% respektivno (Shema 2.27.).1%?

CgHi7
N
“OH
87
a
CgHi7 CgH17 CgH17
+ +
o N N

HO" "OH
85 86 87

Shema 2.27. Reagensi: a) NH,OH-HCI, EtOH, Py, hv

S druge strane, (62)-hidroksiimino-holest-4-en (86) je podvrgnut fotohemijskoj reakciji
u metanolu, ili u smesi benzen — siréetna kiselina (Shema 2.28.). Kada je reakcija radena u
metanolu u toku 6 sati, dobijena je smesa proizvoda koju Cine keton 85 (21%), proizvod Z/E
izomerizacije 87 (23%), laktam 88 (7%) i nepromenjeni oksim 86 (25%). Ukoliko je reakcija
radena u smesi benzen — siréetna kiselina, dobijeni su izomerni E-oksim 87 u prinosu od svega
2%, keton 85 (17%) i polazni Z-oksim 86 (77%).%%*
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CgHi7
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HO
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ailib
CgH17 CgHi7 CgHi7 CgHi7
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© HO “OH
85 86 87 88

Shema 2.28. Reagensi: a) MeOH, hv; b) benzen-AcOH, hv

U cilju proucavanja uticaja bocnog niza u polozaju C-17 na biolosku aktivnost,
sintetizovan je 17-supstituisani 6-oksimino derivat 90, kao i jedinjenja sa razli¢itim stepenom
oksidacije na ugljenikovom atomu C-17, 92a i 92b.

Wolff-Kishner-ovom redukcijom dehidroepiandrosterona (38), dobijen je androst-5-
en-3B-ol (89), koji je zatim na isti nacin, kako je prikazano na Shemi 2.24., preveden u oksim
90 (Shema 2.29.).">*

HO HO o}

NOH
38 89 90

Shema 2.29. Reagensi: a) dietilen-glikol, NH,NH,-H,0, K,COs; b) Faze a-g, Shema 2.24.

Dehidroepiandrosteron (38) je posluzio i za dobijanje jedinjenja 92a i 92b.'*

Jedinjenje 38 je najpre podvrgnuto reakciji sa etilenglikolom, radi zastite 17-keto grupe u
ketal, a zatim je izvrSena zastita C-3 hidroksilne grupe, potom oksidacija sa m-
hlorperbenzoevom kiselinom pri ¢emu je dobijen epoksid 91 (Shema 2.30.). Na isti nacin, kako
je opisano na Shemi 2.24. jedinjenje 91 je prevedeno u (6E)-hidroksiimino derivat 92a. S
obzirom na prisustvo dve keto funkcije kod jedinjenja 68 uvodenje oksimino funkcije iskljucivo
u polozaj C-6 ukazuje da je ova sinteza regioselektivna jer nije detektovano dobijanje 17-

31



Andrea Nikoli¢ Doktorska disertacija

oksimino derivata. 17B-Hidroksi analog 92b je sintetizovan prema postupku koji je opisan od
strane Hollanda i saradnika.™®

O O/\,
O
a,b c
—_— —_—
HO AcO B
O\

38 91
0 R
R,
d
—_—
AcO : o
© Ho T Nl

“OH

68 92a, R, =R, =0

92b, R, = OH, Ry = H

Shema 2.30. Reagensi: a) etilen-glikol, adipinska kiselina, toluen; b) Ac,0, Py, zatim m-CPBA,
CH,Cl,; ¢) CrO3 H,0; d) Faze d-g, Shema 2.24.

Jedinjenje 90 je pokazalo blagu citotoksi¢nost prema odabranim linijama humanih
kancera, a u aktivnosti jedinjenja 92a i 92b nema bitne razlike u odnosu na jedinjenje 76.

Sintetisana je i serija 6-oksimino derivata holesterola sa razli¢itim stepenom oksidacije

27,30 30,157 . 30
u prstenu A", B iD™.

Polazedi od holesterola (42) sintetizovani su (6E)-hidroksiiminoholest-4-enski derivati
101 i 102 sa hidroksilnom grupom u polozaju C-1a (Shema 2.31.),*° pri ¢emu je za uvodenje
hidroksilne grupe koris¢ena metodologija koju su razvili First i saradnici.*® Oksidacijom
holesterola sa DDQ dobijen je trienon 93, koji je dalje oksidovan sa vodonik-peroksidom u
baznoj sredini do epoksidnog derivata 94. Redukcijom jedinjenja 94 sa litijjumom u tecnom
amonijaku uz kontrolisane anhidrovane uslove dobijen je 1a,3B-dihidroksiholest-5-en (95). U
cilju zastite hidroksilnih grupa, jedinjenje 95 je prevedeno u diacetat 96, koji je sa m-
hlorperbenzoevom kiselinom dao smesu a- i B-epoksida, 97a i 97b, u odnosu 1:2. Oksidacijom
epoksida 97b Jones-ovim reagensom u acetanhidridu dobijen je 1a,3B-diacetoksi-5a-hidroksi-
6-on steroid 98, dok jedinjenje 97a nije reagovalo pri ovim uslovima. Eliminacijom C-5
hidroksilne grupe tionil-hloridom u piridinu, dobijen je diacetoksi-a,B-nezasi¢eni keton 99, a
uklanjanjem acetatne zastite jedinjenje 100. Tretiranjem jedinjenja 100 sa hidroksilamin-
hidrohloridom dobijen je (6E)-hidroksiiminoholest-4-en-1a,3B-diol (101), koji je alilnom
oksidacijom 3B-hidroksilne grupe dao 1a-hidroksi derivat 102.%°
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CgHi7 CgH17 CgH17
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CaHi7 CgH17 CgH17 CgHq7
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Shema 2.31. Reagensi: a) DDQ, dioksan; b) 35% H,0,, NaOH, MeOH (5:95); c) 1. Li, NHs, THF;
2. NH4CI; d) Ac,0, Py; e) m-CPBA, CHCls; f) Jones-ov reagens, Ac,0; g) SOCI,, Py; h) KOH,
MeOH (5:95); i) NH,OH-HCI, Py; j) MnO,, CHCls ili CrOs, Py

Deive i saradnici®’ su sintetizovali (6E)-hidroksiiminoholest-1,4-dien-3-onski derivat
110 sa hidroksilnom grupom u polozaju C-2 polazecéi od holesterola (42). Tozilovanjem, a
zatim epoksidacijom holesterola (42), dobijen je epoksidni derivat 103, koji je nakon
oksidacije i dehidrotozilovanja dao jedinjenje 104. Dihidroksilacijom, katalizovanom osmijum-
tetroksidom, dobijena je smesa 2a,30,5a- i 23,3B,5a-trihidroksi-holestan-6-ona (105 i 106).
Nakon zastite hidroksilnih grupa u polozaju C-2 i C-3, dobijena jedinjenja 107a i 107b su
prevedena u odgovarajuce 6-oksime 108a i 108b. Alilnom oksidacijom pomoc¢u CrOs dobijeni
su (6E)-hidroksiimino-2-hidroksi-4-en-3-on epimeri 109a i 109b. Oksidacijom jedinjenja 109b
sa MnO; nastao je (6E)-hidroksiimino-2-hidroksi-3-okso-1,4-dienski derivat 110 (Shema 2.32.).

CgH CgH
CaHir CgHy7 sH17 sH17

ab cd HO,,, HO

42 /= —_—
TsO S0 OH OH

103 104 105 106

CsHi7 CgH17
K HO
—_—
! 3
“OH N\OH
106——> 1072 Ry= OAc, R=H 108a R¢=OH,R=H 109a Ry= OH, R;=H 110
105—f. 107b R;=H, Ry= OAc 108b R.=H, R,= OH 109b R4=H, R,=OH

Shema 2.32. Reagensi: a) TsCl, Py; b) m-CPBA, CH,Cl,; c) CrOs, H,0; d) LiBr, DMF; e) OsQy,
NMO, THF, t-BuOH, H,0; f) Ac,0, Py; g) SOCI,, Py; h) KOH, MeOH; i) NH,OH-HCI, EtOH, H,0; j)
Cr03, HzO; k) MnOz, CHC|3
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Pokus$ana je i sinteza 3B-hidroksi-4B,5B-epoksi-(6E)-hidroksiimino derivata holesterola
114.*° Naime, 6-okso derivat sa 4B,5p-epoksidnom funkcijom 112 je dobijen iz 3p-
acetoksiholest-4-en-6-ona (111), pomoc¢u baznog vodonik-peroksida (Shema 2.33.). Jedinjenje
112 je zatim prevedeno u 4B,5B-epoksi-(6E)-hidroksiimino derivat 114, koji je veoma
nestabilan. U cilju dobijanja stabilnijeg analoga, 4B,5B-epoksi-3B-hidroksiholestan-6-on (112)
je prvo acetilovan, a nastali acetat 113 oksiminovan standardnom procedurom, pri ¢emu je
dobijen oksiminoacetat 115. Medutim, hidroliza jedinjenja 115 u cilju dobijanja 114 je bila

neuspesna.
CSH17 CSH17 CSH17
_a_ _° .

AcO RO 1 RO i

O 0 N
“OH

111 112, R=H \p 115, R=AcQ d

113, R=Ac 114, R=H

Shema 2.33. Reagensi: a) 35% H,0,, NaOH, MeOH (1:9); b) Ac,0, Py; c) NH,OH-HClI, Py; d)
K,CO3, MeOH.

Uzimajuéi u obzir strukturne karakteristike inhibitora aromataze druge generacije
Formestana (2), Poza i saradnici®*® su sintetizovali 6-oksimino-4-en-3-on derivat 123 sa
hidroksilnom grupom u polozaju C-4. Reakcijom holesterola (42) sa bromom u hloroformu i
tretmanom sa srebro-acetatom u piridinu, dobijen je 4B-acetoksi-3B-hidroksi steroid 116, koji
je baznom hidrolizom dao 3,4-diol derivat 117. Tretiranjem dobijenog jedinjenja sa p-
toluensulfonskom kiselinom u acetonu, nastao je dioksolan 118. Hidroborovanjem dvostruke
veze dobijen je alkilboran, koji je sa vodonik-peroksidom dao smesu dva izomerna C-6 alkohol
acetonida 119a i 119b, u odnosu 1:4. Dess-Martin-ovom oksidacijom 6B-izomera 119b,
raskidanjem acetonida pod kiselim uslovima, dobijen je diol-keton derivat 121.
Oksiminovanjem jedinjenja 121 sa hidroksilamin-hidrohloridom u etanolu, u prisustvu
natrijum-acetata, dobijena je smesSa E/Z oksima 122a i 122b. Oksidacijom E-izomera sa
dimetilsulfoksidom u prisustvu trifluoroacetanhidrida nastao je (6E)-oksimino-4-en steroidni
derivat 123 (Shema 2.34.).
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116, R1=/:D 118 119a 119b
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122a, 6E oksim — ' . 123
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Shema 2.34. Reagensi: a) Br,, AcOAg, CHCls, Py; b) KOH, MeOH; c) p-TsOH, aceton; d) 1.
BHs, THF, 2. 35% H,0,, NaOH, THF; e) Dess-Martin-ov reagens, CH,Cly; f) 1M HCI, THF (1:1); g)
NH,OH-HCI, AcONa, EtOH, H,0; h) DMSO, TFAA, Et3sN, CH,Cl,

Carvalho i saradnici® su sintetizovali 3B,5a-dihidroksi-(6E)-hidroksiimino derivat
holesterola 126. Holesterol (42) je podvrgnut reakciji sa magnezijum-bis(monoperoksiftalat)-
heksahidratom i bizmut(lll)-triflatom, pri ¢emu je dobijen trans-diaksijalni proizvod
hidroksilacije 124 (Shema 2.35.)."° Oksidacijom jedinjenja 124 N-bromsukcinimidom dobijen
je oksisterol 125,'%° koji je oksiminovanjem, primenom modifikovanog postupka koji su

objavili Zaitsev i saradnici*®!, dao (6E)-hidroksiimino derivat 126.

CgH17 CgH 47 CgH17

a :!i ]‘:E b :!i JJ:E c
—_— —_— —_—
HO : :
HO 1o HO 4o HO
OH (0]

42 124 125

Shema 2.35. Reagensi: a) MMPP, Bi(OTf)s; b) NBS; ¢) AcONa, NH,OH-HCI, Py, MeOH
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Poza i saradnici’® su sintetizovali 6-oksimino derivate sa hidroksilnom grupom u
polozaju C-7a. Alilnom oksidacijom holesteril-acetata sa t-butil-hidroperoksidom u benzenu, u
prisustvu Cul kao katalizatora, dobijen je enon 127, koji je stereoselektivhom redukcijom sa L-
selektridom preveden u jedinjenje 128. Zastitom hidroksilnih grupa u polozajima C-3 i C-7 u
jedinjenju 128, a zatim epoksidacijom derivata 129, dobijena je smesa a- i B-epoksida 130a i
130b. Pokusaji oksidativnog otvaranja epoksidnog prstena u jedinjenju 130, hrom(VI)-
oksidom u vodi ili N-bromsukcinimidom u dioksanu ili perhlornom kiselinom u dioksanu, nisu
bili uspesni. Regioselektivno otvaranje epoksidnog prstena u jedinjenju 130b, postignuto je
upotrebom vodenog rastvora cerijum(lll)-hlorida, pri ¢emu je dobijen 3B,7a-diacetoksi-6[3-
hidroksiholest-4-en (131), koji je zatim oksidovan Dess-Martin-ovim reagensom do enon
derivata 132. Deacetilovanjem sa KOH dobijen je dihidroksi derivat 133 koji nije mogao da se
oksiminuje. Jedinjenje 135 je dobijeno iz diacetata 132 nakon oksiminovanja sa hidroksilamin-
hidrohloridom, a nakon toga je uradena bazna hidroliza. Oksidacijom jedinjenja 134 sa hrom-
trioksidom u piridinu, dobijeno je Zeljeno jedinjenje 136 u obliku smese E,Z-oksima (Shema
2.36.).

& a7 CgHy7
" «O';g& — —=
Aeo © RO "/OR AcO "OAc
(@)
127 128 R=H ) c 130a, S5a,60-epoksid
129, R=Ac 130b, 5p,6B-epoksid
pert CgHy7
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130b ———
AcO “'OAc RO OR
OH o
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e h
133, R=H —x— 134
& Ferti CgHi7
132 ", i i
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Shema 2.36. Reagensi: a) 1. Ac,0, Py; 2. TBHP, Cul, C¢He; b) L-selektrid, THF; c) Ac,0, Py; d) m-
CPBA, CHCls; e) CeCls-7H,0, CHsCN, THF (2:1); f) Dess-Martin-ov reagens, CH,Cl,; g) KOH,
MeOH (5:95); h) NH,OH-HClI, Py; i) KOH, MeOH (5:95); j) CrOs, Py
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Polaze¢i od diosgenina (137) sintetisani su (6E)-oksimino derivati holesterola sa
acetoksi funkcijom u polozaju C-16 (Shema 2.37.).° Clemmensen-ovom redukcijom jedinjenja
137, a zatim selektivnim tozilovanjem primarnog alkohola p-toluensulfonil-hloridom u
piridinu, dobijen je monotozil diol 138, koji je redukcijom sa litijim-aluminijum-hidridom u
etru preveden u diol 139. Acetilovanjem dobijenog jedinjenja nastao je diacetil derivat 140,
koji je epoksidacijom sa m-hlorperbenzoevom kiselinom ili kalijum-permanganat/gvozde(lll)-
sulfatom dao smesu a-,f-epoksida 141a i 141b. Oksidacijom epoksidne smese Jones-ovim
reagensom u acetanhidridu, dobijen je 5a-hidroksi-6-on derivat 142, pri ¢emu 53,6p3-epoksid
141b ne podlezZe reakciji pri ovim reakcionim uslovima. Eliminacijom tercijarne hidroksilne
grupe u poloZaju C-5 sa tionil-hloridom u piridinu, nastalo je jedinjenje 143. Oksiminovanjem
jedinjenja 143 dobijen je 6E-oksimino derivat 145. S druge strane, hidrolizom C-3 acetatne
grupe do hidroksilne u jedinjenju 143, a zatim oksiminovanjem dobijen je C-3 hidroksi analog
146.

CgH17 pert

OAc OAc
d
—_—
HO AcO 5
137 138, R= CH,OTs 140 141a, 5o 60-epoksid
139 RocH P 141b, 50,6p-epoksid
CgH17 CgHy7 CgHy7
OAc OAc OAc
141a+141b —2 > f
AcO BH RO RO |
“OH
142 g 143, R=Ac 145, R= Ac
(142 R=H 146, R=H

Shema 2.37. Reagensi: a) 1. Zn, HCI, EtOH; 2. TsCl, Py; b) LiAlH,4, Et,0; c) Ac,0, Py; d) m-CPBA,
CHCls ili KMnQ,, Fe(S0O4)3:nH,0, CH,Cl,; e) Jones-ov reagens, Ac,0; f) SOCI,, Py; g) KOH, MeOH
(5:95); h) NH,OH-HCI, Py.

Poza i saradnici®® su sintetizovali 5a-fluoro-6-oksimino derivate 151 i 152 (Shema
2.38.) i ispitali uticaj fluora na biolosku aktivnost. Strategija uvodenja fluora je slicna onoj koju
su opisali Galagovsky i saradnici.'®” Sinteza 6E-oksimino steroida sa fluorom u polozaju C-5
zapocinje acetilovanjem holesterola (42), a zatim nakon regio- i stereoselektivne epoksidacije
intermedijernog holesteril-acetata, sa KMnO4/Fe(S04)3-nH,0 u metilen-hloridu, dobijen je
5B,6B-epoksid 147. Otvaranjem epoksidnog prstena bor-trifluorid-eteratom, dobijen je 5a-
fluoro-6B-hidroksi derivat 148. Oksidacijom jedinjenja 148 Dess-Martin-ovim reagensom
dobijen je keton 149, koji je uklanjanjem zastite na C-3 atomu dao jedinjenje 150.
Oksiminovanjem jedinjenja 150 hidroksilamin-hidrohloridom u piridinu dobijeno je jedinjenje
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151 koje je u narednoj fazi oksidovano Jones-ovim reagensom ili CrOs u piridinu, pri ¢emu je
dobijen 5a-fluoro analog 6E-oksimino derivat 152.

CgHy7
a b
42 —_— _—
AcO
0
147 148
CSH17 CSH17
f
—_—
R o} B
0 N‘OH “OH
149 R= Ac p 151 152
150, R=H )

Shema 2.38. Reagensi: a) 1. Ac,0, Py; 2. KMnO,/Fe(S04)3:nH,0, CH,Cly. b) BF;, Et,0; c) Dess-
Martin-ov reagens, CH,Cl,; d) K,CO3, MeOH; e) NH,OH-HCI, Py; f) CrOs, Py ili Jones-ov reagens

5a-Fluoro-6-okso derivat 150 posluzio je za dobijanje 2,3-dihidroksi-6-oksimino
derivata 160 i 161.>° Prva faza sinteze sastojala se u prevodenju C-3 hidroksilne grupe u
meziloksi, pri ¢emu je dobijen mezilat 153 (Shema 3.39.) koji je sa litijum-bromidom u suvom
DMF dao A” derivat 154, kao glavni proizvod i jedinjenja 155-157, kao sporedne proizvode.
Jedinjenje 154 je zatim podvrgnuto reakciji sa osmijum-tetraoksidom u prisustvu N-
metilmorfolin N-oksida, pri ¢emu su nastali 2a,3a- i 2B,3B-dihidroksi derivati 158 i 159.
Oksiminovanjem ovih jedinjenja standardnom procedurom dobijeni su (6E)-oksimi 160 i 161.
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Shema 2.39. Reagensi: a) MsCl, Py; b) LiBr, DMF; ¢) OsO4, NMO, THF; d) NH,OH-HCI, Py

Poza i saradnici®® su testirali dobijene 6-oksimino derivate holesterola (76, 101, 110,
115, 122a, 122b, 123, 134, 136, 145 i 146) in vitro na tumorske celije A-549 (adenokarcinom
pluéa), HCT-116 (kolorektalni karcinom), PSN1 (adenokarcinom pankreasa) i T98G
(glioblastoma multiforme). Na osnovu dobijenih rezultata zakljucili su da se povecenjem
stepena oksidacije u prstenu A povecava citotoksi¢na aktivnost.
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3. NASI RADOVI

Imajuci u vidu strukturne elemente koje poseduju Anastrozol i Letrozol (dve nitrilne
grupe), kao i Formestan (4-hidroksi-4-en-3-on sistem) i Eksemestan (6-metilen-4-en-3-on
sistem), u ovom radu su sintetizovana nova steroidna jedinjenja koja u svojoj strukturi
poseduju funkcionalne grupe prisutne u pomenutim lekovima. U skladu sa tim sintetizovani
su novi steroidni 16,17-seko-16,17a-dinitrili polazeé¢i od dehidroepiandrosterona (1),
prirodnog androgena, i estrona (34), prirodnog estrogena. U androstanskoj seriji, kod
dobijenog 16,17-seko-16,17a-dinitrila 12 izvrSene su modifikacije u A i/ili B prstenu, pri ¢emu
novosintetizovana jedinjenja imaju 4-en-3-on, 1,4-dien-3-on ili 1,4,6-trien-3-on sistem, kao i
supstituente u polozajima C-4, odnosno C-6. Odabrana novosintetizovana jedinjenja su
podvrgnuta ispitivanju in vitro antiproliferativne aktivnosti prema odabranim celijskim
linijama humanih tumora.

3.1. SINTEZE 16,17-SEKO-16,17a-DINITRILA ANDROSTANSKE SERIJE

U planiranoj sintezi 3B-hidroksi-16,17-sekoandrost-5-en-16,17a-dinitrila (12) kao
polazno jedinjenje posluZio je 3B-hidroksi-17-okso-16,17-sekoandrost-5-en-16-nitril (4) koji je
dobijen iz dehidroepiandrosterona (1) prema postupku opisanom u ranijem radu (Shema

3'1').163,164

Visefazna transformacija komercijalno dostupnog dehidroepiandrosterona (1) u
16,17-seko derivat 4 zapoceta je reakcijom oksiminovanja pomocéu n-amil-nitrita u baznoj
sredini, na sobnoj temperaturi, u toku 20 sati, pri cemu je dobijen 3B-hidroksiandrost-5-en-
16,17-dion 16-oksim (2) u prinosu od 92%. Stereospecificnom redukcijom jedinjenja 2 sa
natrijum-borhidridom u etanolu, na sobnoj temperaturi, u toku od 10 minuta, dobijen je
iskljucivo 17B-alkohol, odnosno 3B,17B-dihidroksiandrost-5-en-16-on oksim (3), u prinosu od
99%. U narednoj fazi izvrsena je Beckmann-ova fragmentacija jedinjenja 3 sa p-toluensulfonil-
hloridom, u apsolutnom piridinu. Reakcija je izvedena na sobnoj temperaturi, u toku 25
minuta, pri ¢emu je dobijen 3B-hidroksi-17-okso-16,17-sekoandrost-5-en-16-nitril (4), u
prinosu od 70%.
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Shema 3.1. Reakcioni uslovi: a) n-AmONO, t-BuOK, t-BuOH, st, 20 h; b) NaBH,, EtOH, st, 10
min; c¢) p-TsCl, Py, st, 25 min

Retrosintetska analiza ciljnog 3B-hidroksi-16,17-sekoandrost-5-en-16,17a-dinitrila (12)
je predstavljena na Shemi 3.2., u dva pravca. Retrosintetskom analizom jedinjenja 12, putem
A, da bi se uvela cijano funkcija u polozaj C-17 potrebno je uraditi dvostruki transform,
supstituciju i acetilovanje, pri ¢emu se dolazi do intermedijera 6, koji se zatim nakon
dvostrukog transforma, hidrolize i oksidacije, prevodi u polazno jedinjenje 4. Prema
retrosintetskom putu B prekursor za sintezu jedinjenja 12 je hidrazon 13 koji se dobija iz
jedinjenja 4.

CN OH
CN A CN
p—
HO AcO
12 6
5 !
NNHTs 0
H H
CN CN
j—
HO
HO
13 4

Shema 3.2. Retrosintetska analiza jedinjenja 12 do sekocijano-aldehida 4.

Prvi pravac sinteze jedinjenja 12 (prema retrosintetskom putu A) podrazumeva najpre
dobijanje jedinjenja 6 iz jedinjenja 4, u dve sintetske faze (Shema 3.3.)."%° U cilju zadtite
hidroksilne grupe u polozaju C-3, jedinjenje 4 je podvrgnuto acetilovanju sa acetanhidridom u

apsolutnom piridinu, na sobnoj temperaturi, u toku 20 sati pri ¢emu je dobijen 3B-acetoksi-
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17-okso-16,17-sekoandrost-5-en-16-nitril (5) u prinosu od 95%. Za redukciju aldehidne
funkcije u polozaju C-17 do primarne hidroksilne grupe upotrebljen je natrijum-borhidrid u
etanolu. Nakon mesanja reakcione smese na sobnoj temperaturi u trajanju od 10 minuta
dobijen je 3B-acetoksi-17-hidroksi-16,17-sekoandrost-5-en-16-nitril (6) u prinosu od 95%.

H H OH
CN 4 CN  p CN

—_— —

HO AcO AcO
4 5 6

Shema 3.3. Reakcioni uslovi: a) Ac,0, Py, st, 20 h; b) NaBH,4, EtOH, st, 10 min

U cilju uvodenja cijano funkcije u polozaj C-17 i dobijanja 3B-acetoksi-16,17-
sekoandrost-5-en-16,17a-dinitrila (10), hidroksilna grupa jedinjenja 6 je najpre morala da se
prevede u bolju odlazecu grupu. Radi pronalazenja Sto boljih reakcionih uslova i dobijanja sto
vecéeg prinosa jedinjenja 10, jedinjenje 6 je podvrgnuto razli¢itim uslovima supstitucije, pri

165

v . . . . . . . . . 166 . . . .
¢emu su sintetizovani toziloksi derivat 7-°, meziloksi derivat 8 " i trifluormetansulfoniloksi

derivat 9 (Shema 3.4.).
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Shema 3.4. Reakcioni uslovi: a) p-TsCl, Py, st, 24 h; b) MsCl, Py, 4°C, 22 h; c) (TfO),0, Py,
CH2C|2, st, 4h

Tozilovanje jedinjenja 6 je postignuto p-toluensulfonil-hloridom u piridinu, na sobnoj
temperaturi, u toku 24 sata, pri ¢emu je dobijen 3B-acetoksi-17-p-toluensulfoniloksi-16,17-
sekoandrost-5-en-16-nitril (7) u prinosu od 89%. U drugom postupku, jedinjenje 6 je
podvrgnuto reakciji mezilovanja sa metansulfonil-hloridom u apsolutnom piridinu na 4°C u
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toku 22 sata, pri cemu je dobijen 3B-acetoksi-17-metansulfoniloksi-16,17-sekoandrost-5-en-
16-nitril (8) u prinosu od 86%. Kada je jedinjenja 6 podvrgnuto reakciji sa anhidridom
trifluormetansulfonske kiseline u smesi piridina i metilen-hlorida na sobnoj temperaturi,
nakon 4 sata dobijen je 3B-acetoksi-17-trifluormetansulfoniloksi-16,17-sekoandrost-5-en-16-
nitril (9), koji je odmah nakon obrade reakcione smese koris¢en za sledecéu reakciju.

U cilju dobijanja 3B-acetoksi-16,17-sekoandrost-5-en-16,17a-dinitrila (10), jedinjenja
7, 8 i 9 su podvrgnuta reakciji supstitucije, pri ¢emu su reakcioni uslovi i prinosi reakcija
prikazani u Tabeli 3.1. Sve reakcije su izvedene u atmosferi argona, pri molskom odnosu 1 :
1,54-1,85 polaznog jedinjenja i odgovarajuceg cijanida.

Tabela 3.1. Reakcioni uslovi i prinosi reakcija dobijanja jedinjenja 10

Polazno jedinjenje Reakcioni uslovi Prinos (%)
Jedinjenje 7 KCN, DMSO, 150-155°C, 75 min 84
Jedinjenje 7 KCN, DMSO, refluks, 2,5 h 73
Jedinjenje 8 NaCN, DMSO, refluks, 7,5 h 63
Jedinjenje 8 NaCN, DMSO, refluks, 10 h 2
Jedinjenje 8 NaCN, DMF, refluks, 9 h Nije doslo do reakcije

1. (TfO),0, Py, CH,Cl,, st, 4h
Jedinjenje 6 30
2. KCN, DMSOQ, st, 18,5 h

Na osnovu prikazanih rezultata moZe se zakljuciti da povecanje temperature i/ili
produzetak reakcionog vremena pri supstituciji sa cijano grupom u jedinjenjima 7 i 8 dovodi
do opadanja prinosa reakcije. Takode, supstitucija toziloksi grupe cijanidnim anjonom iz KCN
se pokazala efikasnijom od supstitucije meziloksi grupe sa NaCN. Dimetilsulfoksid kao
rastvarac se pokazao efikasnijim od dimetilformamida. Kao najpovoljniji postupak dobijanja
jedinjenja 10 pokazao se prvi postupak, u kojem je supstitucija u jedinjenju 7 izvedena sa
kalijum-cijanidom u dimetilsulfoksidu, na 150-155°C u toku 75 minuta, pri ¢emu je prinos
jedinjenja 10 iznosio 84%. Prinos jedinjenja 10 iz jedinjenja 6 iznosio je 75% (6 > 7, 89%; 7 >
10, 84%).

Struktura novosintetizovanog jedinjenja 10 utvrdena je na osnovu detaljne analize
spektroskopskih podataka*, dok je njegova molekulska formula potvrdena elementalnom
mikroanalizom. Prisustvo nitrilnih grupa u jedinjenju 10 je utvrdeno na osnovu IR spektra koji
sadrzi traku na 2237 cm™ , kao i *C NMR spektra, gde se javljaju signali na 117,10 ppm i
118,29 ppm, koji poti¢u od ugljenikovih atoma dve cijano grupe. U 'H NMR spektru

" slike IR, 'H i *C NMR spektara svih novosintetizovanih jedinjenja date su u Prilogu
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vodonikovi atomi C-17 metilenske grupe daju signal u obliku singleta na 2,38 ppm.
Karakteristi¢ni su i signali za vodonikove atome H-3 [6 4,61 (m, 1H)], H-6 [6 5,39 (m, 1H)], kao
i H-15a [0 2,57 (dd, 1H, Jgem = 17,7 Hz, Jisa1a = 5,5 Hz]. Struktura jedinjenja je dodatno
potvrdena prisustvom pika na 295 masenih jedinica u masenom spektru, koji poti¢e od M*+ 1
- AcOH fragmenta.

Iz Tabele 3.1. se vidi da je reakcijom supstitucije mezil grupe u jedinjenju 8 sa
natrijum-cijanidom u dimetilsulfoksidu na tacki kljucanja, u trajanju od 10 sati u atmosferi
argona, jedinjenje 10 dobijeno u prinosu od samo 2%. Pri ovim reakcionim uslovima nastaje
kompleksna smesa, a glavni proizvod reakcije je di-(3B-acetoksi-16,17-sekoandrost-5-en-16-
nitril-17-il)-etar (11), koji je dobijen u prinosu od 27% (Shema 3.5.).

AcO “OAc

OMs
CN a

AcO

CN
CN

AcO

Shema 3.5. Reakcioni uslovi: a) NaCN, DMSO, refluks, 10 h

Struktura novosintetizovanog jedinjenja 11 utvrdena je na osnovu detaljne analize
spektroskopskih podataka. U IR spektru moZe se uotiti prisustvo trake na 2242 cm™, koja
ukazuje da je u jedinjenju prisutna nitrilna funkcija, dok traka na 1252 cm™ poti¢e od C-O-C
deformacionih vibracija. U "H NMR spektru signali na 3,35 i 3,53 ppm potitu od vodonikovih
atoma H-17a i H-17a' odnosno H-17b i H-17b', a u *C NMR spektru, signal na 54,44 ppm
potice od C-17 i C-17' ugljenikovih atoma.

Kako bi se dobila slobodna hidroksilna grupa u polozaju C-3, naredna faza sinteze
sastojala se u uklanjanju acetoksi zastite kod jedinjenja 10. Reakcija je izvedena sa natrijum-
etoksidom u etanolu na 50-55°C u toku jednog sata, pri ¢emu je dobijen 3B-hidroksi-16,17-
sekoandrost-5-en-16,17a-dinitril (12) u prinosu od 99% (Shema 3.6.).
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Shema 3.6. Reakcioni uslovi: a) EtONa, EtOH, 50-55°C, 1 h

Odsustvo acetoksi funkcije u jedinjenju 12 je utvrdeno poredenjem njegovih spektara
sa spektrima polaznog jedinjenja 10. Naime, u IR spektru jedinjenja 12 izostaje traka na 1734
cm™ (vibracije C=0 iz Ac), u "H NMR spektru izostaje signal na 2,05 ppm (CHs iz Ac), a u C
NMR spektru izostaju signali na 21,41 ppm (CHs iz Ac) i 170,54 ppm (C=0 iz Ac). Prisustvo C-3
hidroksilne grupe utvrdeno je u IR spektru na osnovu prisustva $iroke trake na 3480 cm™.
Takode, javljaju se promene u hemijskom pomeranju vodonikovog atoma H-3 u protonskom
NMR spektru u odnosu na polazno jedinjenje [0 4,61 ppm kod jedinjenja 10 — 3,53 ppm kod
jedinjenja 12] i ugljenikovog atoma C-3 u *C NMR spektru [8 73,43 ppm kod jedinjenja 10 —
71,35 ppm kod jedinjenja 12]. Struktura jedinjenja 12 je dodatno potvrdena i masenim
spektrom visoke rezolucije gde se javlja pik na 335,20906 masenih jedinica koji potice od
[M+Na]".

Produzetak ugljeni¢nog niza i uvodenje nitrilne funkcionalne grupe kod aldehida moze
se postici preko intermedijernog tozil-hidrazona, kako su to opisali Marczak i Wicha.'® Tako je
drugi sintetski put dobijanja jedinjenja 12 polazedi od jedinjenja 4 (prema retrosintetskom
putu B, Shema 3.2.) obuhvatao dve sintetske faze (Shema 3.7.). Prva faza je podrazumevala

168

prevodenje sekocijano-aldehida 4 u odgovarajudi tozil-hidrazon 137, koji je daljom reakcijom

sa dietil-aluminijum-cijanidom u aproti¢cnom rastvaracu dao jedinjenje 12.

O NNHTs
H H CN
CN a CN b CN
HO HO HO
4 13 12

Shema 3.7. Reakcioni uslovi: a) TSNHNH,, EtOH, refluks, 2 h; b) Et,AICN, THF, refluks, 18 h

Jedinjenje 4 je prevedeno u hidrazon 13 sa p-toluensulfonilhidrazidom u apsolutnom
etanolu. Reakcija je izvedena na tacki klju¢anja reakcione smese u toku 2 sata, pri ¢emu je
dobijen 3B-hidroksi-17-okso-16,17-sekoandrost-5-en-16-nitril p-toluensulfonilhidrazon (13) u
prinosu od 86%. U sledecoj fazi sinteze jedinjenje 13 je podvrgnuto reakciji sa dietil-
aluminijum-cijanidom u THF na tacki kljuc¢anja, u toku 18 sati, u atmosferi argona, a jedinjenje
12 je dobijeno u prinosu od 9%.
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Analizom dobijenih rezultata i poredenjem sintetskih puteva, za dobijanje jedinjenja
12 iz jedinjenja 4, moZe se zakljuciti da iako je prvi sintetski put (prema retrosintetskom putu
A) duzi, obuhvata pet sintetskih faza (4 - 5, 95% - 6, 95% = 7, 89% - 10, 84% - 12, 99%),
ukupan prinos u odnosu na drugi sintetski put (4 > 13, 86% —> 12, 9%) je znatno vedi i iznosi
67%.

3.1.1. SINTEZE ANDROSTANSKIH 16,17-SEKO-16,17A-DINITRILA SA 4-EN-3-ON, 1,4-DIEN-3-ON
11,4,6-TRIEN-3-ON SISTEMOM

3B-Hidroksi-5-en derivat 12 je posluzio za dobijanje novih 16,17-seko-16,17a-dinitrila
koji u svojoj strukturi sadrze 4-en-3-on, 1,4-dien-3-on i 1,4,6-trien-3-on sistem. Sa ciljem
uvodenja 4-en-3-on sistema, izvrSena je Oppenauer-ova oksidacija jedinjenja 12. Za oksidaciju
su upotrebljeni cikloheksanon i aluminijum-izopropoksid (Shema 3.8.). Reakcija je izvedena na
dva nacina. Prema prvom nacinu reakcionoj smesi je dodat toluen i uz zagrevanje je
istovremeno vrsena destilacija. Nakon 4 sata dobijen je 3-okso-16,17-sekoandrost-4-en-
16,17a-dinitril (14) u prinosu od 87%. Kada je reakcija radena bez dodatka toluena i bez
destilacije, ve¢ samo zagrevanjem na tacki klju¢anja, dobijen je enon 14 u prinosu od svega
44%.

CN CN
CN b CN
HO o)
12 14
Shema 3.8. Reakcioni uslovi: a) cikloheksanon, Al(i-PrO)s, toluen, refluks, 4 h, uz destilaciju; b)
cikloheksanon, Al(i-PrO)s, refluks, 3 h

S obzirom da je doslo do oksidacije C-3 hidroksilne grupe do keto grupe i izomerizacije
dvostruke veze iz polozaja 5,6 u polozaj 4,5, u IR spektru jedinjenja 14 je prisutna intenzivna
traka na 1661 cm™ koja potite od vibracija keto grupe konjugovane sa dvostrukom vezom.
Signal na 198,93 ppm u BC NMR spektru poti¢e od ugljenikovog atoma konjugovane keto
grupe. Takode se u 'H NMR spektru jedinjenja 14 moZe uotiti odsustvo signala na 3,53 ppm
koji je kod jedinjenja 12 poticao od vodonikovog atoma H-3, dok signal na 5,77 ppm potice od
vinilnog H-4 atoma. U BC NMR spektru prisutni su signali na 124,08 i 168,68 ppm od
ugljenikovih atoma C-4, odnosno C-5. U TOF masenom spektru jedinjenja 14 cCija je
molekulska masa 310,20451 javlja se pik na 311,21204 masenih jedinica koji poti¢e od
[M+H]".
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Struktura jedinjenja 14 je dodatno potvrdena rendgeno-strukturnom analizom (Slika
3.1.).

Slika 3.1. Prikaz molekulske strukture jedinjenja 14

Jedinjenje 14 je posluZilo za dobijanje 1,4-dien-3-on sistema. U tom cilju ono je
podvrgnuto reakciji dehidrogenacije (Shema 3.9.), pri ¢emu su primenjeni razli¢iti reakcioni
uslovi, koji su prikazani u Tabeli 3.2.

CN CN
CN CN

14 15

Shema 3.9. Reakcioni uslovi su prikazani u Tabeli 3.2.

Tabela 3.2. Reakcioni uslovi u reakciji dehidrogenacije jedinjenja 14

Reakcioni uslovi Prinos (%)
DDQ, toluen, TFA, BSTFA, refluks, 6 h 45
DDQ, benzen, refluks, 10 h 28

Hloranil, toluen, TFA, BSTFA, refluks, 10 h  Nije doslo do reakcije
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Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da prvi postupak predstavlja
najpovoljniju metodu za uvodenje A nezasi¢ene veze u molekul 14. Prema ovom postupku,
dehidrogenacijom jedinjenja 14 sa DDQ u apsolutnom toluenu, u prisustvu TFA i BSTFA,
zagrevanjem uz refluks u atmosferi argona, u toku 6 sati doslo je do nastajanja 3-okso-16,17-
sekoandrosta-1,4-dien-16,17a-dinitrila  (15) u prinosu od 45%. Kada je reakcija
dehidrogenacije jedinjenja 14 uradena bez prisustva katalizatora, pomoc¢u DDQ u apsolutnom
benzenu, reakciono vreme je bilo duze, a jedinjenje 15 je dobijeno u gotovo dva puta manjem
prinosu (28%). Ukoliko se umesto DDQ za dehidrogenaciju primeni hloranil, ¢ak ni u prisustvu
katalizatora ne dolazi do reakcije.

U IR spektru jedinjenja 15 pored trake na 1623 cm™ koja poti¢e od ranije prisutne
dvostruke veze u polozaju A* moze se uotiti i traka na 1604 cm™ koja poti¢e od vibracija
novouvedene dvostruke veze u polozaju A'. U 'H NMR spektru karakteristi¢ni su dublet
dubleta na 6,26 ppm koji potice od vodonikovog atoma H-2 i dublet na 7,03 ppm od
vodonikovog atoma H-1, a u BC NMR spektru signali na 128,10 i 154,10 ppm poti¢u od
ugljenikovih atoma C-2, odnosno C-1. Takode se u protonskom NMR spektru usled prosirenja
konjugacije u A-prstenu javlja vece hemijsko pomeranje za vodonikov atom H-4 [ 5,77 ppm
kod jedinjenja 14 — 6,11 ppm kod jedinjenja 15], a u BC NMR spektru manje hemijsko
pomeranje signala za ugljenikove atome C-3 [0 198,93 ppm kod jedinjenja 14 — 185,81 ppm
kod jedinjenja 15] i C-5 [d 168,68 ppm kod jedinjenja 14 — 166,82 ppm kod jedinjenja 15]. Svi
ovi podaci zajedno sa registrovanim pikom na 309,19609 masenih jedinica koji potice od
[M+H]" u masenom spektru visoke rezolucije, nedvosmisleno dokazuju pretpostavljenu
strukturu.

1,4,6-trien-3-on sistem kod 16,17-seko-16,17a-dinitrila je uveden u reakciji jedinjenja
12 sa DDQ u dioksanu, na tacki klju¢anja u toku 10 sati. Dobijen je 3-okso-16,17-
sekoandrosta-1,4,6-trien-16,17a-dinitril (16) u prinosu od 43% (Shema 3.10.).

CN CN

HO o}
12 16

Shema 3.10. Reakcioni uslovi: a) DDQ, dioksan, refluks, 10 h

Prisustvo keto funkcije u polozaju C-3 utvrdeno je na osnovu prisustva trake na 1727
cm™ u IR spektru jedinjenja 16, kao i signala na 185,95 ppm u BC NMR spektru cije hemijsko
pomeranje odgovara karbonilnom ugljeniku. Da su u molekulu 16 prisutne tri dvostruke veze
dokazuju signali na 5,31 ppm (s, 1H, H-4), 6,12 ppm (d, 1H, /= 10,0 Hz, H-6), 6,30 ppm (dd, 1H,
J12,=10,2 Hz, J,4 = 1,7 Hz, H-2), 6,42 ppm (dd, 1H, Js; = 10,0 Hz, J;5 = 2,8 Hz, H-7) i 7,07 ppm
(d, 1H, J = 10,2 Hz, H-1) u "H NMR spektru, kao i signali na 124,61 ppm za C-4, 128,68 ppm za
C-2, 129,85 ppm za C-6, 133,11 ppm za C-7, 151,68 ppm za C-1 i 160,17 ppm za C-5
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ugljenikove atome u BC NMR spektru. U TOF masenom spektru jedinjenja 16 cCija je
molekulska masa 306,17321 javlja se pik na 307,18130 masenih jedinica koji poti¢e od
[M+H]".

3.1.2. SINTEZE ANDROSTANSKIH 16,17-SEKO-16,17a-DINITRILA SA 6-METILEN-4-EN-3-ON ILI
6-METILEN-1,4-DIEN-3-ON SISTEMOM

U ovom delu rada su opisane sinteze androstanskih 16,17-seko-16,17a-dinitrila koji u
polozaju C-6 sadrze metilensku funkciju, kao i 4-en-3-on (17), odnosno 1,4-dien-3-on (18)
sistem. Na Shemi 3.11. dat je retrosintetski put dobijanja jedinjenja 18 u dva pravca (A i B).
Retrosintetskom analizom ciljnog molekula moZe se uociti da oba pravca vode do jedinjenja
14, koji je koris¢en kao polazno jedinjenje u sintezama.

CN CN
CN A CN
—
18 17

I !

CN CN
CN CN
p—1
o} o}
14

15

Shema 3.11. Retrosintetski put dobijanja jedinjenja 18

Prema retrosintetskom putu A, sinteza jedinjenja 18 podrazumeva uvodenje C-6
metilenske grupe u jedinjenje 14, a zatim dehidrogenaciju u cilju uvodenja A" dvostruke veze.

Jedinjenje 14 je podvrgnuto reakciji sa trietilortoformijatom, u prisustvu p-
toluensulfonske kiseline, u smesi etanol — tetrahidrofuran na temperaturi od 55°C u toku 4
sata, a zatim joS narednih 4 sata na 55°C po dodatku formaldehida i N-metilanilina, pri ¢emu
je dobijen 6-metilen-3-okso-16,17-sekoandrost-4-en-16,17a-dinitril (17) u prinosu od 56%
(Shema 3.12.).
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CN CN
CN 4 CN

14 17

Shema 3.12. Reakcioni uslovi: a) 1. HC(OEt)s, THF-EtOH, p-TsOH, 55°C, 4 h; 2. MeNHPh, 40%
vodeni rastvor CH,0, 55°C, 4 h

U 'H NMR spektru jedinjenja 17 javljaju se dva karakteristi¢na singleta, na 5,08 i 5,16
ppm koji poti¢u od dijastereotopnih vodonikovih atoma iz uvedene metilenske grupe, a u B¢
NMR spektru signali na 115,85 i 143,85 ppm poticu od sekundarnog metilenskog ugljenikovog
atoma i kvaternernog C-6 ugljenikovog atoma. Takode se moZe uociti veée hemijsko
pomeranje signala za vodonikov atom H-4 u odnosu na isti atom kod jedinjenja 14 [0 5,77
ppm kod jedinjenja 14 — 5,94 ppm kod jedinjenja 17]. U BC NMR spektru uocava se manje
hemijsko pomeranje signala za tercijarni C-4 atom [ 124,08 ppm kod jedinjenja 14 — 121,84
ppm kod jedinjenja 17] i kvaternerni C-5 atom [0 168,68 ppm kod jedinjenja 14 — 166,93
ppm kod jedinjenja 17]. U IR spektru jedinjenja 17 moze se uoCiti, u odnosu na spektar
jedinjenja 14, pomeranije trake za keto grupu [1661 cm™ kod jedinjenja 14 — 1667 cm™ kod
jedinjenja 17] i trake za dvostruku vezu [1624 cm™ kod jedinjenja 14 — 1601 cm™ kod
jedinjenja 17], sto je posledica produzenja konjugacije. Dodatnu potvrdu strukture dao je i pik
na 323,21271 masenih jedinica u masenom spektru visoke rezolucije, koji poti¢e od [M+H]".

Kao §to je prethodno napomenuto, cilj ovog rada je i uvodenje A" dvostruke veze kod
novosintetizovanog jedinjenje 17. Stoga je jedinjenje 17 podvrgnuto reakciji sa DDQ u
apsolutnom toluenu u prisustvu TFA i BSTFA (Shema 3.13.). Nakon zagrevanja uz refluks u
toku 22 sata, u atmosferi argona, dobijen je 6-metilen-3-okso-16,17-sekoandrosta-1,4-dien-
16,17a-dinitril (18) u prinosu od 8%.

CN CN
CN a CN

17 18

Shema 3.13. Reakcioni uslovi: a) DDQ, toluen, TFA, BSTFA, refluks, 22 h

U 'H NMR spektru jedinjenja 18 moze se uogiti prisustvo dublet dubleta na 6,30 ppm i
dubleta na 7,07 ppm koji poticu od vodonikovih atoma H-2, odnosno H-1, respektivno.
Takode, u *C NMR spektru signali na 128,29 i 152,89 ppm poti¢u od ugljenikovih atoma C-2
odnosno C-1, $to nedvosmisleno dokazuje prisustvo dvostruke veze u polozaju C1-C2. Da je
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doslo do gradenja Zeljenog jedinjenja utvrdeno je i masenim spektrom visoke rezolucije
prisustvom pika na 321,19606 masenih jedinica koji poti¢e od [M+H]".

Pokus$ana je i dehidrogenizacija kod jedinjenja 17 sa hloranilom u prisustvu katalitickih
koli¢ina TFA i BSTFA. Medutim, pri ovim reakcionim uslovima ni posle duzeg zagrevanja na
tacki klju¢anja polazno jedinjenje nije reagovalo.

Na osnovu dobijenih rezultata u reakcijama dehidrogenacije jedinjenja 14 i 17 moze se
zaklju¢iti da se A' veza u pomenute molekule moZe uvesti samo korié¢enjem DDQ kao
reagensa.

Drugi sintetski put dobijanja jedinjenja 18 (prema retrosintetskom putu B)
podrazumeva najpre uvodenje A' dvostruke veze u jedinjenje 14 (Shema 3.11.), a zatim
metilenske grupe u C-6 polozaj, kod jedinjenja 15.

U tom cilju je 1,4-dien-3-on 15 podvrgnut reakciji u kojoj su reakcioni uslovi bili
identi¢ni onim kod dobijanja 6-metilen derivata 17. Naime, jedinjenje 15 je najpre zagrevano
na 55°C u toku 4 sata sa trietilortoformijatom, u prisustvu p-toluensulfonske kiseline, u smesi
etanol-tetrahidrofuran. Nakon toga su dodati formaldehid i N-metilanilin i zagrevanje
nastavljeno joS 4 sata na istoj temperaturi (Shema 3.14.). Medutim, pri ovim reakcionim
uslovima polazno jedinjenje nije reagovalo.

CN CN
CN a CN

15 18

Shema 3.14. Reakcioni uslovi: a) 1. HC(OEt)s, THF-EtOH, p-TsOH, 55°C, 4h; 2. MeNHPh, 40%
vodeni rastvor CH,0, 55°C, 4h

Na osnovu izloZenih rezultata moze se zakljuciti da je prilikom prevodenja 4-en-3-ona
14 u 6-metilen-1,4-dien-3-on 18 neophodno prvo uvesti metilensku grupu u polozaj C-6, a
zatim A" dvostruku vezu.
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3.1.3. SINTEZE ANDROSTANSKIH 16,17-SEKO-16,17a-DINITRILA SA 4-EN-3,6-DION ILI 1,4-
DIEN-3,6-DION SISTEMOM

Kako je u uvodnom delu istaknuto da su steroidna jedinjenja sa 4-en-3,6-dionskim

14,15

sistemom poznati prirodni proizvodi, kao i vazni intermedijeri u daljim transformacijama

. . 16 . v .. . v . 17-20
steroidnog jezgra™ i znacajni molekuli u proucavanju inhibicije enzima aromataze

, Cilj
ovog dela rada je bila sinteza novog androstanskog 16,17-seko-16,17a-dinitrila sa 4-en-3,6-

dionskim sistemom, kao i njegovog A" analoga.

U skladu sa postavljenim ciljem izvrSena je modifikovana Jones-ova oksidacija 5-en-3p-
ola 12. Reakcija je izvedena na 0°C u toku 25 minuta (Shema 3.15.), pri ¢emu je Zeljeni
proizvod 19 dobijen u prinosu od 65%.
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Shema 3.15. Reakcioni uslovi: a) CrOs, H,S0O4, H,0, aceton, 0°C, 25 min; b) CrOs, H,S0,, H,0,
aceton, st, 75 min

Ukoliko je oksidacija jedinjenja 12 sa Jones-ovim reagensom radena u
koncentrovanijem acetonskom rastvoru, na sobnoj temperaturi i u toku 75 minuta doslo je do
nastajanja B-seko dikiselina 20 (Shema 3.15.).

Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da su za dobijanje 4-en-3,6-dionskog
sistema oksidacijom 5-en-3B-ola Jones-ovim reagensom neophodni niska temperatura, kratko
reakciono vreme i postepeno dodavanje reagensa u razblaZzeni acetonski rastvor polaznog
jedinjenja. U suprotnom, dolazi do dalje oksidacije dobijenog jedinjenja 19 i nastajanja 6,7-
seko dikiseline 20.

Potvrda transformacije jedinjenja 12 do jedinjenja 19 dobijena je odsustvom Siroke
trake na 3480 cm™ u IR spektru jedinjenja 19 koja je kod jedinjenja 12 poticala od vibracija C-
3 hidroksilne grupe, kao i veéim hemijskim pomeranjem signala za C-3 atom u BC NMR
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spektru [6 71,35 ppm kod jedinjenja 12 — 198,72 ppm kod jedinjenja 19]. Takode, u IR
spektru je registrovana intenzivna traka na 1686 cm™ koja poti¢e od keto grupa. U
protonskom NMR spektru se uocava singlet na 6,30 ppm koji poti¢e od vodonikovog atoma H-
4, dok se u *C NMR spektru javljaju signali na 199,20 ppm za C-6 atom, na 126,35 ppm za C-4
atom, a za C-5 atom na 158,02 ppm. U masenom spektru visoke rezolucije jedinjenja 19 Cija
je molekulska masa 324,18378 javlja se pik na 325,18996 masenih jedinica koji poti¢e od
[M+H]".

| struktura novosintetizovanog jedinjenja 20 je utvrdena na osnovu spektroskopskih
podataka. U IR spektru se uotava $iroka traka u intervalu od 3500-2300 cm™ koja poti¢e od
vibracija hidroksilnih grupa iz karboksilnih funkcija, kao i intenzivna traka na 1697 cm™ koja
poti¢e od vibracija karbonilnih funkcija. U BC NMR spektru signali na 168,11 i 176,31 ppm
poticu od ugljenikovih atoma C-6 i C-7. Signal na 130,66 ppm poti¢e od C-4 ugljenikovog
atoma, a na 157,58 ppm od C-5 ugljenikovog atoma.

U daljem radu je u jedinjenje 19 uvedena A' dvostruka veza. Dehidrogenacija
jedinjenja 19 izvrSena je sa DDQ u apsolutnom toluenu, u prisustvu TFA i BSTFA (Shema
3.16.). Reakcija se odigravala na tacki kljucanja u trajanju od 42 sata, pri cemu je dobijen 3,6-
diokso-16,17-sekoandrosta-1,4-dien-16,17a-dinitril (21) u prinosu od 11%.

CN CN
CN CN

O 19 o 21

Shema 3.16. Reakcioni uslovi: a) DDQ, toluen, TFA, BSTFA, refluks, 42 h

U protonskom NMR spektru jedinjenja 21 javljaju se signali na 6,23 i 7,31 ppm koji
poticu od vodonikovih atoma H-2 i H-1, a u BC NMR spektru signali na 128,64 i 154,16 ppm
poticu od ugljenikovih atoma C-2 i C-1, sto nedvosmisleno dokazuje prisustvo dvostruke veze
u poloZaju A",

3.1.4. SINTEZE ANDROSTANSKIH 16,17-SEKO-16,17a-DINITRILA SA 4-EN-3,6-DION 6-
OKSIMINO ILI 4-EN-3-ON OKSIMINO SISTEMOM

Kako je u uvodnom delu navedeno, jedan od ciljeva ovog rada je sinteza 16,17-seko-
16,17a-dinitrila sa 4-en-3,6-dion 6-oksimino funkcijom. Kao pogodan intermedijer za
pomenutu planiranu sintezu posluZio je 33-acetoksi-5a-hidroksi-6-okso-16,17-sekoandrostan-
16,17a-dinitril (23) koji je dobijen iz jedinjenja 10, na dva nacina (Shema 3.17.).
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Shema 3.17. Putevi sinteze jedinjenja 23 iz jedinjenja 10

Prvi nacin dobijanja jedinjenja 23 (put A) se sastojao iz dve sintetske faze. U prvoj fazi
je uradena oksidacija dvostruke veze u jedinjenju 10 sa m-hlorperbenzoevom kiselinom, u
baznoj sredini, na 0°C, u toku jednog sata (Shema 3.18.). Pri ovim reakcionim uslovima
dobijen je 3B-acetoksi-5,6-epoksi-16,17-sekoandrostan-16,17a-dinitril u obliku smese 5a,6a-
(22a) i 5B,6B-epoksida (22b), u prinosu od 70%.

CN CN
CN a CN
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22b, 53,6pB-epoksid

Shema 3.18. Reakcioni uslovi: a) m-CPBA, CH,Cl,, NaHCO3, 0°C, 1 h

U IR spektru smese epoksida 22a i 22b javlja se traka na 3018 cm™ koja poti¢e od
valencionih vibracija C-H veze, a intenzivna traka na 1248 cm™ od C-O-C vibracija epoksidnog
prstena. U 'H NMR spektru uolavaju se signali na 2,95 i 3,15 ppm koji poti¢u od H-6
vodonikovog atoma. U BC NMR spektru signali na 58,11 i 62,65 ppm potic¢u od tercijarnog C-6
atoma, a signali na 61,90 i 64,53 ppm od kvaternernog C-5 atoma. Ovi signali imaju znatno
manje hemijsko pomeranje od signala za iste atome u BC NMR spektru polaznog jedinjenja 10
(120,97 ppm za C-6 i 139,39 ppm za C-5).

U drugoj fazi sinteze smesa jedinjenja 22a i 22b je podvrgnuta oksidativnom otvaranju
oksiranskog prstena. Reakcija je izvedena na dva nacina.
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Prvi nacin je podrazumevao dokapavanje 3,3 M aq CrOs; u acetonski rastvor smese
jedinjenja 22ai 22b na 0°C, do postojane narandzZaste boje. Reakciona smesa je zatim mesana
na sobnoj temperaturi u toku 24 sata, nakon Cega je postupak ponovljen. Dobijen je 3[3-
acetoksi-5a-hidroksi-6-okso-16,17-sekoandrostan-16,17a-dinitril (23) u prinosu od 87%
(Shema 3.19.).

Kada je u acetonski rastvor epoksida 22a i 22b dodata odjednom celokupna koli¢ina
CrOs, pored gradenja 5a-ol-6-ona 23 (26%) doslo je i do cepanja C5-C6 veze i nastajanja 5,6-
seko-5-keto-6-kiseline 24 u prinosu od 32% (Shema 3.19.).
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Shema 3.19. Reakcioni uslovi: a) CrOs, H,0, aceton, 0°C, 30 min, st, 48 h; b) CrOs, H,0, aceton,
0°C, 30 min, st, 24 h, Cr05:22=27:1

Prisustvo hidroksilne grupe u jedinjenju 23 potvrdeno je Sirokom trakom u IR spektru
na 3446 cm™, kao i prisustvom singleta na 4,91 ppm u ‘H NMR spektru koji se gubi nakon
dodatka D,0. U *C NMR spektru jedinjenja 23 uocava se signal na 79,69 ppm koji potice od
ugljenikovog atoma C-5. Iz protonskog i BC NMR spektra jedinjenja 23 se moze zakljuciti da je
pri oksidativnom otvaranju epoksidnog prstena smese jedinjenja 22a i 22b dobijen samo
jedan stereoizomer za koji se, na osnovu literaturnih podataka138, pretpostavlja da ima a-
orijentisanu hidroksilnu grupu na C-5 atomu. Traka na 1715 cm™ u IR spektru koja poti¢e od
valencionih vibracija C-6 keto grupe i karbonilne grupe iz acetoksi funkcije, zajedno sa
signalom na 210,34 ppm u BC NMR spektru nedvosmisleno dokazuju prisustvo keto grupe u
poloZzaju C-6. Registrovani pikovi na 404,25380 i 409,20897 masenih jedinica u masenom
spektru visoke rezolucije koji poti¢u od [M+NH4], odnosno [M+Na]® dodatno potvrduju
strukturu jedinjenja 23.

U IR spektru jedinjenja 24 uotava se $iroka traka u intervalu od 3700-2500 cm™, koja
potice od vibracija hidroksilne grupe, a traka na 1790 cm™ poti¢e od valencionih vibracija C=0
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grupe iz karboksilne funkcije. U BC NMR spektru javljaju se signali na 167,67 ppm od
karboksilnog ugljenikovog atoma, odnosno na 216,45 ppm od C-5 karbonilnog ugljenikovog
atoma.

Jedinjenje 23 je dobijeno i brzim i jednostavnijim ,,one-pot” postupkom (Put B, Shema
3.17.). Naime, u okviru ovog postupka uradena je reakcija epoksidacije jedinjenja 10 sa m-
hlorperbenzoevom kiselinom, u metilen-hloridu, na sobnoj temperaturi, u toku 90 minuta
(Shema 3.20.), nakon cega je dobijena smeSa 5a,60- (22a) i 5B,6B3-epoksida (22b). U
reakcionu smesu je zatim dodat aceton i vodeni rastvor hrom(VI)-oksida na 0°C. Nakon 70
minuta mesanja na sobnoj temperaturi dobijen je 3[B-acetoksi-5a-hidroksi-6-okso-16,17-
sekoandrostan-16,17a-dinitril (23) u visokom prinosu od 97%.

CN CN CN
CN CN CN

AcO AcO AcO
O o

10 22a, 22b 23

Shema 3.20. Reakcioni uslovi: a) m-CPBA, CH,Cl,, st, 1,5 h; b) CrO3, H,0, aceton, st, 70 min

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je postupak B (Shema 3.17.)
pogodniji za sintezu jedinjenja 23. Naime, prema postupku A jedinjenje 23 je dobijeno u
prinosu od 61% u odnosu na jedinjenje 10, dok je prema ,one-pot” postupku B dobijeno u
prinosu od 97%. Takode je i reakciono vreme u B postupku znatno krace i iznosi svega 160
minuta, dok prema prvom postupku ono iznosi 49 sati.

U daljem radu jedinjenje 23 je podvrgnuto dehidrataciji sa tionil-hloridom u
apsolutnom piridinu, na 0°C u toku 90 minuta (Shema 3.21.), pri ¢emu je dobijen 3[3-acetoksi-
6-okso-16,17-sekoandrost-4-en-16,17a-dinitril (25) u prinosu od 80%.

CN CN
CN CN

AcO H
c 0o AcO

O O
23 25

Shema 3.21. Reakcioni uslovi: a) SOCI,, piridin, 0°C, 90 min

Da je doslo do eliminacije vode i gradenja dvostruke veze u poloZaju C4-C5 kod
jedinjenja 25 utvrdeno je na osnovi analize spektroskopskih podataka. Naime, u IR spektru je
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odsutna traka na 3446 cm™, dok je u protonskom NMR spektru odsutan signal na 4,91 ppm.
Prisustvo dvostruke veze je utvrdeno protonskim i C NMR spektrima na osnovu signala na
6,20 ppm i 130,32 ppm koji poti¢u od vinilnog vodonikovog atoma H-4, odnosno ugljenikovog
atoma C-4. Takode, u IR spektru se javlja traka na 1637 cm™ od konjugovane C=C veze.
Promene u hemijskim pomeranjima signala u 'H i BC NMR spektrima u odnosu na jedinjenje
23 usled prisustva nezasi¢ene A* veze primecuju se kod vodonikovog atoma H-3 [8 5,04 ppm
kod jedinjenja 23 — 5,33 ppm kod jedinjenja 25], odnosno ugljenikovih atoma C-3 [ 70,76
ppm kod jedinjenja 23 — 68,86 ppm kod jedinjenja 25], C-5 [d 79,69 ppm kod jedinjenja 23 —
145,75 ppm kod jedinjenja 25] i C-6 [0 210,34 ppm kod jedinjenja 23 — 199,28 ppm kod
jedinjenja 25].

S obzirom da je cilj ovog dela rada dobijanje androstanskog 16,17-seko-16,17a-
dinitrila sa 4-en-3,6-dion 6-oksimino sistemom, na Shemi 3.22. prikazana je retrosintetska
analiza 3B-hidroksi-4-en-6-on oksima 27, kljuénog prekursora za dobijanje planiranog
jedinjenja, do jedinjenja 25 u dva pravca (A i B).

CN CN
CN A CN
—
HO AcO
NOH NOH
27 26
e !
CN CN
CN CN
—
HO AcO
0 0
28 25

Shema 3.22. Retrosintetska analiza jedinjenja 27 do jedinjenja 25

Prema retrosintetskom putu A, sinteza jedinjenja 27 iz jedinjenja 25 se odigrava tako
Sto se najpre dobije oksim 26, a zatim uradi hidroliza acetoksi grupe u poloZaju C-3, dok je kod
drugog pravca, redosled reakcija obrnut.

U cilju uvodenja oksimino grupe u polozaj C-6, jedinjenje 25 je podvrgnuto reakciji sa
hidroksilaminom-hidrohloridom u apsolutnom piridinu, na sobnoj temperaturi (Shema 3.23.).
Nakon 24 sata dobijen je 3B-acetoksi-(6E)-hidroksiimino-16,17-sekoandrost-4-en-16,17a-
dinitril (26) u prinosu od 99%.
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CN CN
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Shema 3.23. Reakcioni uslovi: a) NH,OH-HClI, piridin, st, 24 h

Prisustvo oksimino funkcije u polozaju C-6 u jedinjenju 26 utvrdeno je na osnovu IR
spektra gde se javlja $iroka traka sa maksimumom na 3385 cm™ koja poti¢e od valencionih
vibracija hidroksilne grupe iz oksimino funkcije, kao i BCNMR spektrom gde se javlja signal na
155,65 ppm koji poti¢e od kvaternernog C-6 atoma. Strukturne promene na ugljenikovom
atomu C-6 potvrdene su i promenom hemijskih pomeranja signala u odnosu na jedinjenje 25,
u protonskom NMR spektru za vodonikove atome H-4 i H-7B, kao i ugljenikove atome C-4 i C-
5 u *C NMR spektru. 1z *H i BC NMR spektara se vidi da je u reakciji oksiminovanja dobijen
samo jedan od dva moguca stereoizomera, a na osnovu poloZaja signala za H-7 atom, i u
skladu sa rezultatima objavljenim u literaturi®* zakljuéeno je da jedinjenje 26 na dvostrukoj
vezi oksimino funkcije ima E-konfiguraciju.

U narednoj fazi sinteze jedinjenje 26 je podvrgnuto reakciji uklanjanja acetatne zastite,
pri ¢emu su dobijeni razli¢iti rezultati (Shema 3.24.) u zavisnosti od primenjenih reakcionih
uslova koji su prikazani u Tabela 3.3.

CN CN CN
CN CN CN
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26 27 28

Shema 3.24. Reakcioni uslovi su dati u Tabeli 3.3.

Tabela 3.3. Reakcioni uslovi i prinos reakcija uklanjanja acetatne zastite

Reakcioni uslovi Proizvod Prinos (%)
EtONa, EtOH, 50-57°C, 2,5 h  Jedinjenje 27 63
Jedinjenje 28 25
EtONa, EtOH, st, 1 h Jedinjenje 27 53
KOH, MeOH, st, 1 h Jedinjenje 27 49
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Kada je reakcija uklanjanja zastite kod jedinjenja 26 izvedena sa natrijum-etoksidom u
etanolu, na 50-57°C, nakon 2,5 sata dobijen je ocekivani 3B-hidroksi-(6E)-hidroksiimino-16,17-
sekoandrost-4-en-16,17a-dinitril (27), u prinosu od 63%. Pored oksimino derivata 27 koji je
dobijen kao glavni proizvod reakcije, pri ovim reakcionim uslovima je doslo i do hidrolize
oksimino funkcije i gradenja 6-keto derivata 28, u prinosu od 25%. Istom reakcijom, ali na
sobnoj temperaturi, u toku jednog sata, jedinjenje 27 je dobijeno u nesto nizem prinosu
(53%). Uklanjanjem zastite kod jedinjenja 26 sa kalijum-hidroksidom u metanolu, nakon
jednog sata na sobnoj temperaturi, jedinjenje 27 je nastalo u prinosu od 49%.

Odsustvo acetoksi funkcije u polozaju C-3 kod jedinjenja 27 dokazano je izostankom
trake u IR spektru na 1729 cm™ koja je poticala od vibracija karbonilne grupe iz acetoksi
funkcije kod jedinjenja 26, a u 'H i BC NMR spektrima izostankom signala od vodonikovih (na
2,06 ppm) i uglienikovog atoma metil grupe (na 21,25 ppm), kao i signala za karbonilni
ugljenik (na 170,95 ppm) acetoksi funkcije. U NMR spektrima jedinjenja 27 uocavaju se i
promene u hemijskim pomeranjima H-3 atoma [5 5,28 ppm kod jedinjenja 26 — 4,14 ppm
kod jedinjenja 27], odnosno C-3 atoma [5 69,35 ppm kod jedinjenja 26 — 66,85 ppm kod
jedinjenja 27]. Takode, u IR spektru se moze uotiti povecanje intenziteta trake na 3336 cm™
koja potice od hidroksilne grupe u polozaju C-3 i hidroksilne grupe iz oksimino funkcije.
Pomenuti karakteristi¢ni signali zajedno sa pikom na 342,21789 masenih jedinica koji potice
od [M+H]" u masenom spektru visoke rezolucije, nedvosmisleno potvrduju strukturu
jedinjenja 27.

Prisustvo hidroksilne grupe u jedinjenju 28 utvrdeno je na osnovu prisustva dubleta na
5,03 ppm u protonskom NMR spektru koji poti¢e od vodonikovog atoma iz pomenute grupe i
intenzivne trake u IR spektru sa maksimumom na 3480 cm™ koja potite od vibracija O—H.
Takode se u IR spektru uo¢ava odsustvo trake na 1729 cm™ koja je kod jedinjenja 26 poticala
od vibracija karbonilne grupe iz acetoksi funkcije, dok u 'H i C NMR spektrima izostaju
singlet na 2,06 ppm od vodonikovih atoma, odnosno signal na 21,25 ppm od ugljenikovog
atoma metil grupe iz acetoksi funkcije, kao i signal na 170,95 ppm od karbonilnog
uglienikovog atoma iz acetoksi funkcije. U IR spektru prisutna je traka na 1673 cm™ koja
potice od C=0 vibracija keto grupe konjugovane sa C=C dvostrukom vezom cija se traka nalazi
na 1612 cm™. Prisustvo keto grupe potvrdeno je i BC NMR spektrom vec¢im hemijskim
pomeranjem signala za ugljenikov atom C-6 [0 155,65 ppm kod jedinjenja 26 — 200,19 ppm
kod jedinjenja 28]. Takode se u protonskom NMR spektru mogu uoditi promene u hemijskim
pomeranjima signala za vodonikove atome H-3 [3 5,28 ppm kod jedinjenja 26 — 4,06 ppm
kod jedinjenja 28] i H-4 [8 5,78 ppm kod jedinjenja 26 — 6,05 ppm kod jedinjenja 28]. U **C
NMR spektru se javlja manje hemijsko pomeranje signala za ugljenikov atom C-3 [ 69,35 ppm
kod jedinjenja 26 — 65,30 ppm kod jedinjenja 28]. Svi ovi podaci nedvosmisleno ukazuju da je
doslo ne samo do uklanjanja acetoksi zastite, nego i hidrolize oksimino grupe do keto. Ova
¢injenica je potvrdena i TOF masenim spektrom pikom na 327,20618 masenih jedinica koji
poti¢e od [M+H]".
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Prema retrosintetskom putu B (Shema 3.22.), sinteza jedinjenja 27 bi se odigravala

tako Sto bi se jedinjenje 25 najpre podvrglo reakciji uklanjanja acetoksi zastite, a zatim reakciji
oksiminovanja.

Uklanjanje acetoksi zastite kod jedinjenja 25 je pokusano sa kalijum-hidroksidom u
metanolu, na sobnoj temperaturi, u toku 2 sata (Shema 3.25.). Pri ovim reakcionim uslovima
3B-hidroksi-6-okso-16,17-sekoandrost-4-en-16,17a-dinitril (28) je dobijen u prinosu od 40%.

CN CN
CN CN

AcO HO

O 25 O 2

Shema 3.25. Reakcioni uslovi: a) KOH, MeOH, st, 2 h

Kako bi se dobilo jedinjenje 28, izvrSena je i regioselektivna redukcija keto grupe u
poloZaju C-3 jedinjenja 19. Reakcija je izvedena sa natrijum-borhidridom u prisustvu
kobalt(Il)-hlorida heksahidrata, u metanolu (Shema 3.26.). Reakciona smesa je meSana na
sobnoj temperaturi u toku 15 minuta, pri ¢emu je dobijen 3B-hidroksi-6-okso-16,17-
sekoandrost-4-en-16,17a-dinitril (28), u prinosu od 64%.

CN CN
CN 4 CN
—_—
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19 28

Shema 3.26. Reakcioni uslovi: a) NaBH,, CoCl,-6H,0, MeOH, st, 15 min

U zavrsnoj fazi pokusana je reakcija oksiminovanja jedinjenja 28 sa hidroksilamin-
hidrohloridom, u prisustvu natrijum-acetata u etanolu na sobnoj temperaturi u toku 20 sati
(Shema 3.27.). Medutim, pri ovim reakcionim uslovima nije dolazilo do reakcije i nastajanja

Zeljenog oksima 27.
CN CN
CN CN
—x>
HO HO |
o] N.
OH

28 27

Shema 3.27. Reakcioni uslovi: a) NH,OH-HCI, AcONa, EtOH, st, 20 h
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Na osnovu izloZzenih rezultata mozZe se zakljuciti da sinteza jedinjenja 27 iz 25 zahteva
prvo uvodenje oksimino funkcije u polozaj C-6 kod jedinjenja 25, a zatim uklanjanje acetoksi
zastite u polozaju C-3. Obrnuti redosled reakcija ne dovodi do Zeljenog proizvoda.

U daljoj sintezi, a u cilju dobijanja 4-en-3-onskog sistema, izvrSena je oksidacija
hidroksilne grupe u poloZaju C-3 kod jedinjenja 27 do keto funkcije. Jedinjenje 27 je
podvrgnuto oksidaciji sa hrom(VI)-oksid-piridinskim kompleksom, na sobnoj temperaturi, u
toku 75 minuta (Shema 3.28.). (6E)-Hidroksiimino-3-okso-16,17-sekoandrost-4-en-16,17a-
dinitril (29) je dobijen u prinosu od 80%.

CN CN
CN CN
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Shema 3.28. Reakcioni uslovi: a) CrOs/Py, st, 75 min

U IR spektru jedinjenja 29 prisutne su trake na 1651 cm™ i 1455 cm™ koje poti¢u od
vibracija konjugovane C-3 keto grupe i C4-C5 dvostruke veze. U 'H NMR spektru moze se
uociti odsustvo signala na 4,14 ppm koji je kod jedinjenja 27 poticao od vodonikovog atoma
H-3, a u *C NMR spektru znacajno pomeranje signala za ugljenikov atom C-3 [0 66,85 ppm
kod jedinjenja 27 — 201,09 ppm kod jedinjenja 29]. Struktura jedinjenja 29 je potvrdena i
TOF masenim spektrom, prisustvom pika na 340,20154 masenih jedinica koji potice od
[M+H]".

Jedinjenje 29 je bilo podvrgnuto reakciji dehidrogenacije sa DDQ u apsolutnom
toluenu, u prisustvu TFA i BSTFA. lako su se ovi reakcioni uslovi u dosadasnjem radu pokazali
kao najbolji za uvodenje A" dvostruke veze, u ovom sluéaju nije bilo tako. Naime, doglo je do
gradenja kompleksne smese koja se stubnom hromatografijom nije mogla uspesno razdvojiti
na pojedine komponente.

Osim sinteze C-6 oksimino derivata, u ovom delu rada sintetisani su i C-3 oksimino
derivati. U tu svrhu kao polazno jedinjenje je odabran 4-en-3-on 14. Jedinjenje 14 je
podvrgnuto reakciji sa hidroksilamin-hidrohloridom u etanolu, u prisustvu natrijum-acetata
(Shema 3.29.). Nakon zagrevanja reakcione smese na 70°C u toku 2 sata dobijena je smesa
(3E)- i (32)-hidroksiimino-16,17-sekoandrost-4-en-16,17a-dinitrila (30a i 30b) u prinosu od
90%.
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Shema 3.29. Reakcioni uslovi: a) NH,OH-HCI, EtOH, AcONa, 70°C, 2 h

Struktura smese 3E- i 3Z-oksimino derivata 30a i 30b potvrdena je na osnovu analize
spektroskopskih podataka. U IR spektru se moze uociti prisustvo Siroke trake sa maksimumom
na 3195 cm™ koja poti¢e od valencionih vibracija hidroksilne grupe iz oksimino funkcije.
Takode se moZe uotiti izostanak trake na 1661 cm™ koja je kod jedinjenja 14 poticala od
karbonilne grupe u poloZaju C-3. U 'H NMR spektru smede jedinjenja 30a i 30b koji je
snimljen u CDCl; moZe se uoditi Sirok signal na 6,92 ppm koji poti¢e od protona iz oksimino
funkcije u polozaju C-3. Singleti na 5,92 i 6,55 ppm poti¢u od H-4 vodonikovih atoma 3E- i 3Z-
izomera. Da bi se utvrdilo koji je stereoizomer dobijen u visku, spektar je snimljen i u
deuterodimetilsulfoksidu. U  protonskom NMR spektru koji je snimljen u
deuterodimetilsulfoksidu mogu se uociti dva jasno diferencirana singleta na 10,27 i 10,54
ppm koji poti¢u od protona hidroksilne grupe dveju oksimino funkcija, dok singleti na 5,73 i
6,36 ppm poti¢u od H-4 vodonikovih atoma. Ozracivanjem protona koji daje signal na 6,36
ppm uocena je promena intenziteta signala na 10,27 ppm. Ova cinjenica ukazuje da se
ozraéeni H-4 vodonikov atom nalazi na rastojanju manjem od 4 A od vodonikovog atoma iz
oksimino funkcije, a to znaci da se oni nalaze sa iste strane dvostruke veze (Slika 3.2.). Na
osnovu ovih podataka, kao i intenziteta signala, moze se zakljuditi da se kao glavni proizvod
reakcije dobija 3E-izomer 30a.

CN CN
CN CN

HO.

H OH H
30a 30b

Slika 3.2. Strukture oksimino derivata 30a i 30b

U C NMR spektru smese jedinjenja 30a i 30b mogu se uoditi duplirani signali za C-3
ugljenikove atome koji imaju manje hemijsko pomeranje u odnosu na jedinjenje 14 [ 198,93
ppm kod jedinjenja 14 — 155,43 i 154,16 ppm kod 3E i 3Z-izomera jedinjenja 30]. Takode se
moze uociti manje hemijsko pomeranje signala koji poti¢u od ugljenikovog atoma C-4 [&
124,08 ppm kod jedinjenja 14 — 117,97 i 110,81 ppm kod 3Z i 3E-izomera jedinjenja 30
respektivno].
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Veée hemijsko pomeranje za H-4 i C-4 atom Z-izomera (30b) je posledica blizine
elektronegativnog kiseonika iz oksimino funkcije koji smanjuje elektronsku gustinu oko
pomenutih atoma.

3.1.5. SINTEZA ANDROSTANSKOG 16,17-SEKO-16,17a-DINITRILA SA 4-HIDROKSI-4-EN-3-ON
SISTEMOM

Cilj ovog dela rada je dobijanje 4-hidroksi-4-en-3-onskog sistema kod 16,17-seko-
16,17a-dinitrilnog derivata androstana, a koji je prisutan i u strukturi Formestana, vaznog
inhibitora enzima aromataze. Jedan od postupaka za dobijanje 4-hidroksiandrostendiona koji
je opisan u literaturi'®®>*’® iskoris¢en je za sintezu novog 4-hidroksi-3-okso-16,17-sekoandrost-
4-en-16,17a-dinitrila (33). Ovaj postupak je podrazumevao dobijanje jedinjenja 33 iz 4-en-3-
on derivata 14, a sastojao se od dve sintetske faze.

Jedinjenje 14 je podvrgnuto reakciji sa 30%-nim vodonik-peroksidom, u prisustvu
natrijum-hidroksida, u metanolu u toku 90 minuta, na temperaturi od -14°C (Shema 3.30.qa).
Nakon hromatografskog precis¢avanja dobijena je smesa 4a,5a- i 4B,5B-epoksi-3-okso-16,17-
sekoandrostan-16,17a-dinitrila (31a i 31b), u prinosu od 30%.

CN CN
CN a CN
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31b 4p,5B-epoksid
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Shema 3.30. Reakcioni uslovi: a) 30% H,0,, NaOH, MeOH, -14°C, 90 min; b) 30% H,0,, NaOH,
MeOH, st, 5 min, zatim 4°C, 25 min

Promenom reakcionih uslova epoksidacije jedinjenja 14, u odnosu na prethodno
opisan postupak, tj. ukoliko se reakcija izvodi na sobnoj temperaturi u toku 5 minuta, a zatim
na 4°C u toku 25 minuta, smesa epoksida 31a i 31b se dobija u prinosu od 23%, dok se kao
glavni proizvod (38%) dobija smesa jedinjenja 32a i 32b, kod koje je pored gradenja epoksida
doslo i do hidrolize C-16 nitrilne funkcije do amidne (Shema 3.30.b).
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Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuditi da se reakcija epoksidacije jedinjenja
14 mora izvoditi na niskim temperaturama, jer pri povecanju temperature dolazi do nezeljene
hidrolize C-16 nitrilne funkcije.

Spektroskopski podaci dobijene smese proizvoda 31a i 31b ukazuju na odsustvo A’-
dvostruke veze. Naime, u IR spektru je odsutna traka na 1624 cm™ koja je kod jedinjenja 14
poticala od olefinske veze, a u protonskom NMR spektru se javlja manje hemijsko pomeranje
signala za vodonikov atom H-4 [8 5,77 ppm kod jedinjenja 14 — 3,04, tj. 3,11 ppm kod smese
jedinjenja 31a i 31b]. Prisustvo dva signala za vodonikov atom H-4 ukazuje da je dobijena
smesa 4a,5a- i 43,5B-epoksida. U 3C NMR spektru signali na 62,33 i 62,58 ppm koiji poti¢u od
C-4 ugljenikovih atoma, kao i signali na 69,01 i 69,29 ppm koji poticu od C-5 ugljenikovih
atoma, takode imaju manje hemijsko pomeranje u odnosu na signale istih atoma u BC NMR
spektru jedinjenja 14 [5 124,08 ppm za C-4 i 168,68 ppm za C-5], dok signal za C-3 atom ima
veée hemijsko pomeranje [0 198,93 ppm kod jedinjenja 14 — 205,75, tj. 206,05 ppm kod
jedinjenja 31]. U TOF masenom spektru prisutan je pik na 653,40750 masenih jedinica koji
poti¢e od [2M+H]" $to dodatno potvrduje strukturu jedinjenja 31.

U IR spektru smese jedinjenja 32a i 32b javljaju se trake na 3447, 3354 i 3201 cm™
koje poti¢u od valencionih N-H vibracija, dok traka na 1674 cm™ poti¢e od C=0O vibracija
karbonilne grupe iz amidne funkcije. U 'H NMR spektru smese jedinjenja 32a i 32b osim
signala za vodonikov atom u polozaju C-4 koji se javlja na 2,96, tj. 3,04 ppm prisutna su i dva
prosirena signala na 5,75 i 5,96 ppm, koji se gube pri dodatku deutero vode, $to je jos jedan
dokaz da je u molekulima prisutna amidna funkcija. U BC NMR spektru u odnosu na polazno
jedinjenje 14 izostaje signal na 116,87 ppm, a prisutni signali na 118,15, tj. 118,27 ppm govore
da se u molekulima nalazi samo jedna nitrilna grupa. Prisustvo signala na 174,39, tj. 174,58
ppm, koji poti¢u od ugljenikovog atoma amidne funkcije, nam zajedno sa pomenutim
signalima nedvosmisleno potvrduje strukturu jedinjenja 32ai 32b.

Otvaranje oksiranskog prstena smese epoksida 31a i 31b izvrSeno je sa mravljom
kiselinom na temperaturi kljucanja reakcione smese, u toku jednog sata, pri cemu je dobijen
4-hidroksi-3-okso-16,17-sekoandrost-4-en-16,17a-dinitril (33) u prinosu od 41% (Shema
3.31.).

CN CN
CN CN

@)

31ai 31b OH 33

Shema 3.31. Reakcioni uslovi: a) HCOOH, refluks, 1 h

U IR spektru jedinjenja 33 uoava se $iroka traka sa maksimumom na 3420 cm™ koja
potiée od valencionih O—H vibracija hidroksilne grupe. Prisustvo ove grupe dokazano je i u ‘H
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NMR spektru gde se javlja signal na 6,09 ppm, koji se dodatkom D,0 gubi. Usled prisustva 4-
en-3-onskog sistema kod jedinjenja 33, u IR spektru se javljaju trake na 1662 i 1636 cm™ koje
potieu od keto grupe i konjugovane dvostruke veze. U protonskom NMR spektru u odnosu na
spektar smese jedinjenja 31a i 31b, izostaju signali na 3,04 i 3,11 ppm koji su poticali od H-4
atoma, a u °C NMR spektru hemijsko pomeranje C-4 i C-5 atoma je znatno veaee u odnosu na
hemijsko pomeranije istih atoma kod polaznog jedinjenja [0 62,33 i 62,58 (C-4) i 69,01 i 69,29
(C-5) kod jedinjenja 31ai31b — 137,40 (C-4) i 141,22 (C-5) kod jedinjenja 33].

3.2. SINTEZA 16,17-SEKO-16,17a-DINITRILA ESTRANSKE SERIJE

U cilju ispitivanja uticaja strukture A prstena na biolosku aktivnost, sintetizovan je i
16,17-seko-16,17a-dinitril u estranskoj seriji. Kao polazno jedinjenje posluZio je 3-benziloksi-
17-hidroksi-16,17-sekoestra-1,3,5(10)-trien-16-nitril (39) koji je dobijen transformacijom
komercijalno dostupnog estrona (34) u pet sintetskih faza (Shema 3.32.), a prema postupku

e . .. . . . 171-173
koji je ranije opisan u literaturi.

O 0] O
—N_
a b OH ¢
HO BnO BnO
34 35 36

0O

H OH
CN ¢ CN
E—
BnO
39

Shema 3.32. Reakcioni uslovi: a) BnCl, K,CO3;, MeOH, aceton, refluks, 8 h; b) i-Am-ONO, t-
BuOH, t-BuOK, st, 19 h, ¢) NaBH,, metanol, CH,Cl,, 1% aq KOH, st, 30 min; d) p-TsCl, Py, st, 3
h; e) NaBH,, EtOH, st, 30 min

BnO

38

U prvoj fazi sinteze fenolna OH grupa jedinjenja 34 je zastiéena prevodenjem u
benziletarsku funkciju. Reakcija je izvedena dejstvom benzil-hlorida u smesi aceton — metanol,
i u prisustvu kalijum-karbonata i na tacki klju¢anja reakcione smese. Nakon 8 sati dobijen je 3-
benziloksiestra-1,3,5(10)-trien-17-on (35) u prinosu od 92%. Zatim je jedinjenje 35
podvrgnuto reakciji oksiminovanja delovanjem i-amil-nitrita, u prisustvu kalijum-t-butoksida u
t-butil-alkoholu. Reakcija je izvedena na sobnoj temperaturi, u toku 19 sati, pri cemu je
nagraden 3-benziloksiestra-1,3,5(10)-trien-16,17-dion 16-oksim (36) u prinosu od 93%.
Dobijeni oksimino-keton 36 je zatim redukovan natrijum-borhidridom u smesi metanol —
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metilen-hlorid, uz dodatak 1%-nog vodenog rastvora kalijum-hidroksida. Reakcija je izvedena
na sobnoj temperaturi, u trajanju od 30 minuta, pri ¢emu je dobijen 3-benziloksi-17pB-
hidroksiestra-1,3,5(10)-trien-16-on oksim (37) u prinosu od 93%. Beckmann-ova
fragmentacija D-prstena oksimino-alkohola 37 uradena je pomocu p-toluensulfonil-hlorida u
piridinu, na sobnoj temperaturi u toku 3 sata. Dobijen je 3-benziloksi-17-okso-16,17-
sekoestra-1,3,5(10)-trien-16-nitril (38) u prinosu od 43%. Zatim je uradena redukcija
aldehidne grupe kod jedinjenja 38 sa natrijum-borhidridom u etanolu, na sobnoj temperaturi.
Reakcija je trajala 30 minuta, pri ¢emu je dobijen 3-benziloksi-17-hidroksi-16,17-sekoestra-
1,3,5(10)-trien-16-nitril (39) u prinosu od 99%.

Jedinjenje 39 je posluzilo kao prekursor za uvodenje cijano grupe u polozaj C-17.
Medutim, najpre je primarna hidroksilna grupa jedinjenja 39 morala da se prevede u dobru
odlazedéu, meziloksi grupu. Reakcija je izvedena sa metansulfonil-hloridom u piridinu, na 4°C u
toku 22 sata, pri ¢emu je dobijen 3-benziloksi-17-metansulfoniloksi-16,17-sekoestra-
1,3,5(10)-trien-16-nitril (40) u prinosu od 48% (Shema 3.33.)."”*

OH OMs
CN a CN

BnO BnO
39 40

Shema 3.33. Reakcioni uslovi: a) MsCl, Py, 4°C, 22 h

U IR spektru jedinjenja 40 javljaju se intenzivne trake na 1356 cm™i 1175 cm™ koje su
karakteristicne za simetricne i asimetri¢ne valencione vibracije SO, grupe, $to zajedno sa
prisustvom singleta u protonskom NMR spektru na 3,08 ppm za vodonikove atome metil
grupe i signalom iz BC NMR spektra na 37,89 ppm od ugljenikovog atoma metil grupe,
nedvosmisleno dokazuje prisustvo metansulfoniloksi grupe u molekulu. U masenom spektru
visoke rezolucije jedinjenja 40 prisutan je pik na 454,20379 masenih jedinica koji poti¢e od
[M+H]".

U slededoj fazi sinteze jedinjenje 40 je podvrgnuto reakciji supstitucije meziloksi grupe
sa natrijum-cijanidom u dimetilsulfoksidu (Shema 3.34.). Reakcija je izvedena zagrevanjem uz
refluks u toku 7 sati, pri ¢emu je dobijen 3-benziloksi-16,17-sekoestra-1,3,5(10)-trien-16,17a-
dinitril (41) u prinosu od 34%.

OMs CN
CN a CN

BnO BnO
40 41

Shema 3.34. Reakcioni uslovi: a) NaCN, DMSO, refluks, 7 h
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Da je doslo do supstitucije i gradenja dicijano derivata 41 dokazano je BC NMR
spektrom u kome je, pored signala za C-16 nitrilnu grupu na 118,38 ppm, prisutan i signal na
117,12 ppm, koji potice od novouvedene nitrilne grupe. Struktura je potvrdena i TOF
masenim spektrom, gde se javlja pik na 385,22694 masenih jedinica koji poti¢e od [M+H]".

U zavrsnoj fazi, kod jedinjenja 41 uklonjena je benziletarska zastita u polozaju C-3
reakcijom hidrogenolize. Naime, jedinjenje 41 je meSano u atmosferi vodonika, u prisustvu
10% paladijuma na uglju kao katalizatora, na sobnoj temperaturi. Nakon 48 sati dobijen je
ciljni 3-hidroksi-16,17-sekoestra-1,3,5(10)-trien-16,17a-dinitril (42) u prinosu od 98% (Shema
3.35.).

CN CN
CN a CN

E——

BnO HO
41 42

Shema 3.35.Reakcioni uslovi: a) H,, 10% Pd/C, CH,Cl,, st, 48 h

U IR spektru jedinjenja 42 javlja se traka na 3344 cm™ koja poti¢e od O-H valencionih
vibracija fenolne hidroksilne grupe. Prisustvo hidroksilne grupe je potvrdeno i protonskim
NMR spektrom gde se na 8,05 ppm javlja singlet od vodonikovog atoma iz pomenute grupe.
Takode, u 'H i *C NMR spektrima moZe se uoditi izostanak signala na 5,06 ppm, odnosno na
69,94 ppm, kao i signala za aromati¢ne vodonikove i ugljenikove atome koji su kod jedinjenja
41 poticali od benziloksi grupe. Svi ovi podaci zajedno sa pikom na 295,17978 masenih
jedinica koji poti¢e od [M+H]'u TOF masenom spektru nedvosmisleno potvrduju strukturu
jedinjenja 42.
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3.3. ISPITIVANJE ANTIPROLIFERATIVNE AKTIVNOSTI

Razvoj novih, efikasnijih antitumorskih agenasa podrazumeva pronalazenje takvih
molekula koji u niskim koncentracijama izazivaju visok stepen inhibicije rasta neoplasti¢nih
¢elija. Sposobnost nekog jedinjenja da inhibira rast kulture ¢elija kvantitativno se izrazava u
procentima ili kao ICso vrednost — koncentracija ispitivane supstance pri kojoj se broj tretiranih
¢elija smanjuje za 50% u odnosu na kontrolu. Prema opste prihvacenim kriterijumima, neko
jedinjenje pokazuje zadovoljavajuéu antiproliferativnu aktivnost ukoliko je njegova ICso
vrednost niza od 20 uM. Ako je ICso u intervalu 20-100 uM supstanca pokazuje umerenu,
odnosno slabu aktivnost, dok se jedinjenja cija vrednost ICsy prelazi 100 uM smatraju
neaktivnim.

U ovom radu proucavan je uticaj odabranih novosintetizovanih jedinjenja na
proliferaciju sedam C¢elijskih linija humanih tumora, dok je kao kontrola sluzila jedna zdrava
humana éelijska linija:

MCF-7 — adenokarcinom dojke, estrogen receptor pozitivan (ER+),
MDA-MB-231 — adenokarcinom dojke, estrogen receptor negativan (ER-),
PC3 - karcinom prostate, androgen receptor negeativan (AR-),

Hela — karcinom grli¢a materice,

HT-29 — karcinom debelog creva

K562 — hroni¢na mijeloidna leukemija,

A549 — karcinom pluca,

MRC-5 — zdrava ¢elijska linija fibroblasta pluca.

In vitro citotoksi¢nost je odredena kolorimetrijskim MTT testom.'”

Test se bazira na
detekciji Zivih Celija i zbog toga se moZe koristiti za merenje citotoksi¢nosti, proliferacije ili
aktivacije celija. Princip testa je konverzija, odnosno redukcija tetrazolijumove soli [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijum-bromid] (MTT), u plavo obojeni proizvod -
formazan, u prisustvu mitohondrijalnog enzima sukcinat dehidrogenaze. Koli¢ina nastalog
formazana je direktno proporcionalna broju vijabilnih celija, a apsorbancija se ¢ita na
spektrofotometru na talasnoj duzini od 540 nm i referentnoj talasnoj duzini 690 nm.
Eksperimenti su izvedeni tako Sto su kulture delija izlagane dejstvu razli¢itih koncentacija
(0,01, 0,1, 1, 10 i 100 uM) ispitivanih jedinjenja. Formestan je koris¢en kao referentno
jedinjenje. Vrednosti ICso su odredene “Median effect” analizom pomocu programa CalcuSyn i
prikazane su u Tabeli 3.4.
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Tabela 3.4. In vitro antiproliferativna aktivnost odabranih novosintetizovanih jedinjenja i

Formestana
12 31,09 58,32 25,31 2,73 >100 >100 >100 >100
14 16,34 22,43 11,23 6,42 >100 >100 >100 >100
15 >100 0,11 67,8 12,49  >100 - >100 >100
17 >100 >100 >100 >100 >100 >100 = >100
19 >100 7,99 15,87 4,31 >100 >100 >100 >100
27 >100 12,41 17,42 0,48 19,58 - >100 >100
28 >100 >100 >100 >100 53,26 - >100 >100
29 >100 2,78 >100 2,64 16,18 - 58,12 >100
33 60,37 50,15 12,34 15,81 >100 >100 >100 >100
42 22,96 9,89 23,65 8,69 >100 >100 >100 >100

Formestan >100 55,5 48,36 5,55 >100 >100 >100 >100

Analizom rezultata dobijenih prilikom ispitivanja antiproliferativne aktivnosti 3B-
hidroksi-5-en derivata 12 uocena je jaka inhibicija rasta celijske linije Hela (ICso 2,73 uM).
Umerenu citotoksi¢nost jedinjenje 12 je ispoljilo prema ¢elijskim linijama PC3 (ICso 25,31 uM) i
MCF-7 (ICso 31,09 uM), slabu prema MDA-MB-231 (ICsy 58,32 uM), dok prema HT-29, K562 i
A549 malignim celijama nije bilo aktivno.

Iz Tabele 3.4. se vidi da je 4-en-3-on derivat 14 pokazao jaku antiproliferativnu
aktivnost prema celijskoj liniji HelLa (ICso 6,42 uM), znacajnu prema PC3 (ICsp 11,23 uM) i MCF-
7 (ICso 16,34 uM), a umerenu prema MDA-MB-231 celijskoj liniji (ICso 22,43 uM). Prema
ostalim testiranim tumorskim ¢elijama ovo jedinjenje nije pokazalo citotoksi¢nu aktivnost.

Jedinjenje 15 (1,4-dien-3-on derivat) je pokazalo izuzetnu antiproliferativnhu aktivnost
prema Celijskoj liniji MDA-MB-231, IC5o koncentracija je bila ¢ak submikromolarna (0,11 uM).
Znacajnu citotoksi¢nost ovo jedinjenje je ispoljilo prema Hela ¢elijskoj liniji (ICso 12,49 uM),
slabu prema ¢elijama kancera prostate AR-, PC3 (ICso 67,8 uM), dok je prema tri maligne
celijske linije (MCF-7, HT-29 i A549) bilo neaktivno.

Jaku antiproliferativnu aktivnost jedinjenje 19 (3,6-dion-4-en derivat) je pokazalo
prema tri Celijske linije (HelLa, MDA-MB-231, i PC3), a najpotentnije je bilo prema Hela
¢elijskoj liniji (ICso 4,31 uM). Prema ostalim ¢elijskim linijama jedinjenja 19 je bilo neaktivno.
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Jedinjenje 27 (3B-hidroksi-6-oksimino-4-en derivat) je prema Hela Ccelijskoj liniji, sa
ICso koncentracijom koja je bila ¢ak submikromolarna (0,48 uM), ispoljilo izuzetno snaznu
citotoksi¢nost, dok je znacajnu aktivnost ispoljilo prema MDA-MB-231 (ICso 12,41 uM), PC3
(ICs0 17,42 uM) i HT-29 (IC5¢ 19,58 uM) celijskim linijama.

Jaku inhibiciju proliferacije neoplasti¢nih celijskih linija 6-oksimino-4-en-3-on derivat
29 je pokazao prema dve Celijske linije, MDA-MB-231 (ICso 2,78 uM) i Hela (ICs 2,64 uM), a
znacajnu prema HT-29 Ccelijskoj liniji (ICso 16,18 uM). Slabu citotoksi¢nu aktivnost ovo
jedinjenje je ispoljilo prema A549 celijskoj liniji (ICso 58,12 uM), dok prema ostalim ispitivanim
malignim Celijiskim linijama nije bilo aktivno.

Jedinjenje 33 (4-hidroksi-4-en-3-on derivat) je ispoljilo znac¢ajnu citotoksi¢nost prema
dvema Celijskim linijama: PC3 (IC50 12,34 uM) i Hela (ICs0 15,81 uM), slabu prema éelijama ER+
i ER- adenokarcinoma dojke (MCF-7 i MDA-MB-231), dok prema ostalim tretiranim celijskim
linijama ovo jedinjenje nije pokazalo aktivnost.

Iz Tabele 3.4. se vidi da je estra-1,3,5(10)-trienski derivat 42 bio najpotentniji prema
celijskim linijama Hela (ICso 8,69 uM) i MDA-MB-231 (ICs0 9,89 uM). Prema MCF-7 (ICso 22,96
uM) i PC3 (ICso 23,65 uM) jedinjenje 42 je pokazalo umerenu aktivnost, dok prema HT-29,
K562 i A549 linijama nije bilo aktivno.

Jedinjenje 17 (6-metilen-4-en-3-on derivat) i 3B-hidroksi-4-en-6-on derivat 28 nisu
pokazali antiproliferativnu aktivnost prema testiranim tumorskim ¢elijskim linijama.

Vazno je naglasiti da ni jedno od testirana jedinjenja nije inhibiralo proliferaciju
populacije zdravih ¢elija (MRC-5).

Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da je najveci broj sintetizovanih
jedinjenja pokazao jaku antiproliferativnu aktivnost prema celijskoj liniji karcinoma cerviksa
(Hela), od kojih su jedinjenja 12, 19, 27 i 29 bila potentnija od referentnog jedinjenja,
Formestana. Jedinjenja 15, 19, 29 i 42 su ispoljila jaku citotoksi¢nu aktivnost prema celijama
ER- adenokarcinoma dojke (MDA-MB-231). Jedinjenje 15 je pokazalo ¢ak 500 puta vecdu
antiproliferativnu aktivnost u odnosu na Formestan. Snaznu aktivnost prema ¢elijama kancera
prostate (PC3), i to vecu od referentne supstance, pokazala su jedinjenja 14, 19, 27 i 33.
Formestan nije pokazao aktivnost prema celijskim linijama MCF-7 i HT-29, dok su jedinjenja
27 i 29 pokazala znacajnu antiproliferativnu aktivnost prema HT-29, odnosno jedinjenje 14
prema MCF-7 Ccelijskoj liniji. Testirana jedinjenja i Formestan nisu bili aktivni prema
neoplasti¢nim celijama K562 i A549 linija.

Kako bi se ispitao uticaj pojedinih funkcionalnih grupa u molekulima
novosintetizovanih jedinjenja na antitumorsku aktivnost, analizirani su rezultati dobijeni
prilikom ispitivanja antiproliferativne aktivnosti. Ovom analizom uspostavljeni su korelacioni
odnosi (SAR, eng. structure-activity relationship) izmedu strukture i antiproliferativne
aktivnosti ispitivanih jedinjenja.

Antiproliferativna aktivnost je kvantitativno izraZena kao razlika dekadnih logaritama
ICsp vrednosti pojedinih parova jedinjenja po jednoj odredenoj celijskoj liniji. Negativna
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vrednost pokazuje da analog | ima snazniju antiproliferativnu aktivnost od analoga II, dok
pozitivha vrednost odgovara vecoj aktivnosti analoga Il u odnosu na analog | za datu ¢elijsku
liniju.

U cilju ispitivanja uticaja supstituenata u polozaju C-4 i C-6 i prisustva dvostrukih veza
u A prstenu na antiproliferativhu aktivnost uporedena je citotoksi¢nost jedinjenja 14 sa
citotoksi¢noscu jedinjenja 15, 42, 19, 29 i 33 (Slika 3.3.). Na osnovu prikazanih rezultata moze
se zaklju¢iti da uvodenje A" dvostruke veze i aromatizacija A prstena dovode do povecanja
antiproliferativne aktivnost samo prema MDA-MB-231 ¢elijskoj liniji, dok se prisustvo samo 4-
en-3-on sistema u jedinjenju 14 moZe povezati sa ve¢om potentnoséu prema celijskim
linijama Hela, PC3 i MCF-7.

Uvodenje metilenske, keto ili oksimino grupe u polozaj C-6 jedinjenja 14 dovodi do
razlicitih promena u antiproliferativnoj aktivnosti. Iz Tabele 3.4. se vidi da C-6 metilenska
grupa (jedinjenje 17) utic¢e na potpuni gubitak antiproliferativne aktivnosti, dok se iz Slike 3.3.
moze videti da prisustvo C-6 keto (proton akceptorske) grupe (jedinjenje 19) povecava
antiproliferativnu aktivnost prema MDA-MB-231 i neSto malo prema Hela celijama. Prisustvo
oksimino (proton donorske) grupe u istom polozaju (jedinjenje 29) povecava citotoksi¢nost
prema MDA-MB-231, Hela, HT-29 i A549 ¢elijama.

Uvodenje hidroksilne grupe u poloZaju C-4 jedinjenja 14 (jedinjenje 33) dovodi do
smanjenja citotoksi¢nosti prema malignim celijskim linijama MCF-7, MDA-MB-231, PC3 i
Hela.

U cilju ispitivanja uticaja modifikacija D prstena na antiproliferativhu aktivnost
jedinjenja uporedeni su citotoksicni efekti jedinjenja 33 i Formestana. Na osnovu dijagrama
prikazanog na Slici 3.3. moZe se zakljuciti da modifikacija D-prstena, otvaranje i uvodenje
nitrilnih funkcija, dovodi do povecanja antiproliferativne aktivnosti prema PC3 i MCF-7
celijskim linijama.
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Slika 3.3. Uticaj 1-en i 1,3,5(10)-trien sistema, kao i prisustva supstituenata u polozaju C-4 i C-

6 na antiproliferativnu aktivnost

Na Slici 3.4. su uporedene antiproliferativne aktivnosti 6-supstituisanih jedinjenja.

Poredenjem jedinjenja 19 i 29 moZe se zapaziti da prisustvo proton akceptorske keto grupe

doprinosi povecanju citotoksi¢nosti jedino prema PC3 ¢elijskoj liniji, dok proton donorska
oksimino grupa dovodi do vece potentnosti prema A459, HT-29, Hela i MDA-MB-231

celijskim linijama.
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Slika 3.4. Uticaj prirode supstituenta u polozajima C-3 i C-6 na antiproliferativnu aktivnost

Ukoliko je u polozaju C-3 umesto keto grupe u molekulu jedinjenja 19 i 29 prisutna 3p-
hidroksilna grupa, smanjuje se konjugacija u molekulu, Sto utie na antiproliferativnu
aktivnost. Kod 6-keto derivata prisustvo 3B-hidroksilne grupe (jedinjenje 28) dovelo je do
povecanja antiproliferativne aktivnosti prema HT-29 celijama, dok je u slucaju 6-oksimino
derivata 27 prisustvo ove funkcionalne grupe povezano sa povecanjem antiproliferativne
aktivnosti prema Hela i PC3 celijskim linijama.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

Opste metode — NMR spektri su snimljeni na instrumentu BRUKER AC-250 E, a
hemijska pomeranja (6 skala) su izrazena u ppm, uz tetrametilsilan (TMS) kao interni
standard. Protonski NMR spektri su asignirani metodom homo-dekuplovanja ili 2D COSY
tehnikom. *C NMR spektri su asignirani metodom selektivnog dekuplovanja. IR spektri su
snimljeni na FT spektrofotometru Nexus 670, a poloZaj traka je dat u cm™. Maseni spektar
visoke rezolucije (HRMS) je snimljen na aparatu 6210 Time-of-Flight LC/MS Agilent
Technologies (ESI+). Taéke topljenja su odredene na aparatu Boetius (VEB Kombinat
Nagema), metodom po Kofler-u i nisu korigovane. Za stubnu hromatografiju koriséen je
silikagel Kieselgel 60 (0,04-0,063 mm; MERCK), kao i Kieselgel 60 (0,063-0,2 mm; MERCK). Tok
reakcije je prazen tankoslojnom hromatografijom na aluminijumskim folijama Kieselgel 60
F254 (Merck). Hromatogrami su izazivani sa 50% H,SO,4, uz naknadno zagrevanje na 120°C.
Rastvori su suseni sa anhidrovanim Na,SO,, a rastvaraci su uklanjani na rotacionom vakuum
uparivacu.

4.1. 3[3-HIDROKSIANDROST-5-EN-16,17-DION o

16-0KsIm (2) &N‘OH

HO
2

U rastvor kalijum-t-butoksida u t-butil-alkoholu (0,4 M, 300 mL) se uz mesSanje doda
dehidroepiandrosteron (1; 10 g, 34,67 mmol) i n-amil-nitrit (14 mL). Reakciona smesa se
ostavi na sobnoj temperaturi u toku 20 sati. Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona
smesa se izlije u vodu, a zatim ekstrahuje etrom (3 x 50 mL) u cilju uklanjanja necistoca.
Vodeni sloj se nakon ekstrakcije zakiseli sa hlorovodoni¢nom kiselinom (1:1) do pH 1 i dobijeni
talog procedi. Sirovi proizvod 2 (10,1 g, 92%), koji se dobija u obliku belog praha, se
prekristaliSe iz metanola (t.t. 223°C, lit."*® t.t. 223°C).
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4.2. 33,173-DIHIDROKSIANDROST-5-EN-16-ON

OKSIM (3)
HO

Suspenziji jedinjenja 2 (2,4 g, 7,56 mmol) u etanolu (95%, 40 mL) se doda natrijum-
borhidrid (0,81 g, 21,41 mmol) i reakciona smesa mesa na sobnoj temperaturi, u toku 10
minuta. Po isteku reakcionog vremena, reakciona smesa se izlije u vodu (50 mL) i zakiseli do
pH 1 sa hlorovodoni¢nom kiselinom (1:1), pri éemu se izdvaja beo talog. Talog se proced,i,
ispere vodom i osusi. Sirovo jedinjenje 3 (2,4 g, 99%) se prekristaliSe iz metanola (t.t. 255°C,
lit.'** t.t. 255°C).

4.3. 3B-HIDROKSI-17-0KS0-16,17-SEKOANDROST-5-EN-
16-NITRIL (4) H |

HO'
4

Jedinjenje 3 (7,44 g, 23,29 mmol) se rastvori u apsolutnom piridinu (104 mL), a zatim
doda p-toluensulfonil-hlorid (13,39 g, 70,24 mmol). Reakciona smesSa se mesa na sobnoj
temperaturi u toku 25 minuta, nakon eega se izlije u smesu leda i vode (400 mL), a zatim
zakiseli sa hlorovodoniénom kiselinom (1:1) do pH 1. Dobijen beo talog se procedi i osusi.
Sirovi proizvod se preeéisti fleS hromatografijom (petroletar — aceton, 3:1), pri eemu se dobija
eisto jedinjenje 4 (4,98 g, 70%, t.t. 129-130°C nakon prekristalizacije iz etanola, lit."** t.t. 130-
131°C).

4.4. 3B-ACETOKSI-17-0KSO-16,17-SEKOANDROST-5-EN-
16-NITRIL (5) i

CN,

AcO'
5

Jedinjenje 4 (4,98 g, 16,52 mmola) se rastvori u apsolutnom piridinu (50 mL), a zatim

se doda acetanhidrid (100 mL). Reakciona smesa se ostavi na sobnoj temperaturi u toku 20
sati, a zatim izlije u smesu leda i vode (400 mL) i zakiseli sa hlorovodoni¢nom kiselinom (1:1)
do pH 1. Beo talog se procedi i osusi, pri eéemu se dobija jedinjenje 5 (5,40 g, 95%, t.t. 130-
131°C nakon prekristalizacije iz metanola, lit."*> t.t. 131°C).

4.5. 3B-ACETOKSI-17-HIDROKSI-16,17-SEKOANDROST-5-EN-

16-NITRIL (6) ,Cgtg:
AcO %

6

Jedinjenje 5 (3 g, 8,73 mmol) se rastvori u etanolu (96%, 190 mL), a zatim se doda
natrijum-borhidrid (0,66 g, 17,45 mmol). Reakciona smesa se mesa na sobnoj temperaturi u
toku 10 minuta. Nakon isteka reakcionog vremena, sadrzaj balona se izlije u vodu (500 mL) i
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zakiseli sa hlorovodoni¢nom kiselinom (1:1) do pH 1. Sirov proizvod 6 (2,86 g, 95%) se dobija u
obliku belog taloga koji se prekristalise iz dietiletra (t.t. 162-164°C, lit."® t.t. 164°C).

4.6. 3[3-ACETOKSI-17-P-TOLUENSULFONILOKSI-16,17-SEKOANDROST-

5-EN-16-NITRIL (7) .E i :ggs'
AcO'

7

Rastvor sekocijano-alkohola 6 (5,3 g, 15,34 mmol) u apsolutnom piridinu (113 mL) se
ohladi na 0°C, a zatim doda p-toluensulfonil-hlorid (12,2 g, 63,99 mmol). Reakciona smesa se
ostavi na sobnoj temperaturi u toku 24 sata. Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona
smesa se izlije u smesu leda i vode (1000 mL), a zatim zakiseli do pH 1 sa hlorovodoni¢cnom
kiselinom (1:1). Sirovi proizvod se prekristaliSe iz smesSe n-heksan — aceton, pri éemu se dobija
Cisto jedinjenje 7 u obliku belih kristala (6,8 g, 89%, t.t. 156-159°C, lit.®° t.t. 164°C).

4.7. 3B-ACETOKSI-17-METANSULFONILOKSI-16,17-SEKOANDROST-

5-EN-16-NITRIL (8) /Cgtgj

8

Rastvor jedinjenja 6 (0,5 g, 1,45 mmol) u apsolutnom piridinu (16mL)seohIad|na
0°C, a zatim doda metansulfonil-hlorid (0,9 mL, 1,32 g, 11,52 mmol). Reakciona smesa se
ostavi na 4°C u toku 22 sata, a zatim izlije u 100 ml leda. Nakon zaki$eljavanja reakcione
smese do pH 1 sa hlorovodoni¢nom kiselinom (1:1) izdvaja se beo talog koji se nakon cedenja
i sudenja precisti fle hromatografijom (toluen — etil-acetat, 3:1). Cisto jedinjenje 8 se dobija u
prinosu od 0,53 g (86%, t.t. 178-179°C nakon prekristalizacije iz sme$e n-heksan — aceton,
lit.'*° t.t. 178-179°C).

4.8. 33-ACETOKSI-16,17-SEKOANDROST-5-EN-16,17A-DINITRIL (10) .
CN
CN

PosTuPAK A AcO 20

Jedinjenje 7 (1,0 g, 2,0 mmol) se rastvori u suvom dimetilsulfoksidu (8 mL) i doda
kalijum-cijanid (0,24 g, 3,68 mmol). Reakciona smesa se zagreva na 150-155°C u toku 75
minuta, u atmosferi argona nakon ¢ega se izlije u zasi¢eni rastvor amonijum-hlorida (100 mL).
Sirov proizvod koji se dobija u obliku smedeg taloga se procedi i osusi, a zatim predisti fles
hromatografijom (toluen — etil-acetat, 8:1). Cisto jedinjenje 10 se dobija u obliku belih kristala
(572,7 mg, 84%, t.t. 166-169°C nakon prekristalizacije iz etil-acetata).
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PostuPAK B

Jedinjenje 8 (1,40 g, 3,30 mmol) se rastvori u suvom dimetilsulfoksidu (15 mL) i doda
natrijum-cijanid (0,25 g, 5,10 mmol). Reakciona smesa se zagreva uz refluks u toku 7,5 sati u
atmosferi argona. Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona smesa se izlije u zasiéeni
rastvor amonijum-hlorida (600 mL), pri ¢emu se izdvaja smed talog (1,07 g). Sirovi proizvod se
hromatografski precisti na stubu silikagela (100 g silikagela, toluen — etil-acetat, 8:1) nakon
Cega se dobija Cisto jedinjenje 10 (0,74 g, 63%).

PosTuPAK C

Rastvor jedinjenja 6 (145 mg, 0,42 mmol) u smesi apsolutnog piridina (0,2 mL) i
apsolutnog metilen-hlorida (4 mL) se ohladi na -10°C, a zatim doda ohladen rastvor anhidrida
trifluormetansulfonske kiseline (0,2 mL, 1,19 mmol) u apsolutnom metilen-hloridu (2 ml).
Reakciona smesa se mesSa na sobnoj temperaturi u toku 4 sata. Nakon isteka reakcionog
vremena, u reakcionu smesu se doda ohladena 10% hlorovodoniéna kiselina do pH 1 i vrsi
ekstrakcija metilen-hloridom (3 x 5 mL). Organski sloj se ispere vodom do neutralne sredine,
osusi i upari, pri éemu se dobija jedinjenje 9 koje se odmah koristi za dalju reakciju.

Jedinjenje 9 se rastvori u suvom dimetilsulfoksidu (1,5 mL) i doda kalijum-cijanid (53
mg, 0,81 mmol), a zatim se mesa na sobnoj temperaturi u toku 18,5 sati u atmosferi argona.
Nakon isteka reakcionog vremena reakciona smesa se izlije u zasiceni rastvor amonijum-
hlorida i dobijeni talog procedi. Nakon hromatografskog preeiSeeavanja (6 g, toluen — etil-
acetat, 10:1) dobija se eisto jedinjenje 10 (45 mg, 30%).

IR spektar (KBr, cm™): 2944, 2909, 2856, 2237, 1734,1723, 1247, 1030.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 1,05 (s, 3H, H-19); 1,15 (s, 3H, H-18); 2,05 (s, 3H, CHs,
Ac); 2,38 (s, 2H, H-17); 2,57 (dd, 1H, Jgem = 17,7 Hz, J153,14 = 5,5 Hz, H-15a); 4,61 (m, 1H,
H-3); 5,39 (m, 1H, H-6).

3C NMR spektar (CDCls, ppm): 15,60 (C-15); 19,08; 19,12; 20,13; 21,41 (CHs, Ac);
27,46; 31,09; 31,61; 31,98; 36,49; 36,65; 36,79; 37,59; 38,08; 45,82; 48,63; 73,43 (C-
3); 117,10 (CN); 118,29 (CN); 120,97 (C-6); 139,39 (C-5); 170,54 (C=0, Ac).

M spektar: 295 (M*+ 1 - AcOH)
Elementalna mikroanaliza, C,,H3oN,0,x%H,0 (358,99):
Izracunato: C%, 73,60; H%, 8,56; N%, 7,84

Nadeno: C%, 73,82; H%, 8,84; N%, 7,93
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4.9. DI-(3B-ACETOKSI-16,17-SEKOANDROST-5-EN-

16-NITRIL-17-IL)-ETAR (11) C% 0%
AcO . CN CN "OAc

1

Jedinjenje 8 (1 g, 2,36 mmol) se rastvori u suvom dimetilsulfoksidu (13 mL) i doda
natrijum-cijanid (0,19 g, 3,88 mmol). Reakciona smesSa se zagreva na tacki kljucanja, uz
mesanje, u toku 10 sati u atmosferi argona. Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona
smesa se izlije u zasi¢eni rastvor amonijum-hlorida (500 mL) i dobijeni talog se procedi. Sirov
proizvod se hromatografski precisti na koloni silikagela (50 g, toluen — etil-acetat, 20:1) pri
&emu se dobijaju jedinjenje 11 (0,21 g, 27%, t.t. 155-156°C nakon prekristalizacije iz metanola)
i jedinjenje 10 (0,08 g, 2%).

Jedinjenje 11

IR spektar (KBr, cm™): 2944, 2854, 2242, 1731, 1252, 1039.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 1,05 (s, 6H, H-19 i H-19') 1,07 (s, 6H, H-18 i H-18'); 2,04
(s, 6H, 2CHs, Ac); 2,50 (dd, 2H, Jgem = 17,9 Hz, J15414 = 5,4 Hz, H-15a i H-153a'); 3,35 (d,
2H, Jgem = 11,6 Hz, H-17a i H-17a"); 3,53 (d, 2H, Jgem = 11,6 Hz, H-17b i H-17b'); 4,60 (m,
2H, H-3i H-3'); 5,38 (m, 2H, H-6 i H-6').

3C NMR spektar (CDCls, ppm): 14,96 (C-15); 18,10 (C-18 i C-18'); 19,09 (C-19 i C-19');
19,96; 27,48; 31,58; 35,49; 36,49; 37,61; 42,63; 48,77; 54,44 (C-17 i C-17'); 73,51 (C-3 i
C-3'); 118,76 (2CN); 121,16 (C-6 i C-6'); 139,35 (C-5i C-5'); 170,47 (2C=0).

4.10. 3B-HIDROKSI-16,17-SEKOANDROST-5-EN-16,17A-DINITRIL (12)

CN
CN
POSTUPAK A HO

12

Jedinjenje 10 (1,16 g, 3,27 mmol) se zagreva sa rastvorom natrijum-etoksida u etanolu
(0,1 M, 50 mL) na 50-55°C u toku jednog sata. Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona
smesa se izlije u vodu (300 mL) i zakiseli hlorovodoni¢nom kiselinom (1:1) do pH 1. Dobijeni
beli talog se procedi i osusi. Dobija se jedinjenje 12 (1,01 g, 99%, t.t. 158-161°C nakon
prekristalizacije iz etil-acetata) u obliku belih kristala.

PostuPAK B

Rastvor jedinjenja 13 (99,9 mg, 0,21 mmol) u apsolutnom THF (5,5 mL) se ohladi na
0°C i doda se dietil-aluminijum-cijanid (1,2 mL). Reakciona smesa se zagreva na tacki klju¢anja
u toku 18 sati, u atmosferi argona. Po isteku reakcionog vremena, reakcionoj smesi se doda
hlorovodonicna kiselina (1:1) (2,5 mL) i ostavi da se meSa u toku jednog sata na sobnoj
temperaturi. Proizvod se ekstrahuje etil-acetatom (4 x 5 mL), a zatim hromatografski predisti
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na stubu silikagela (8 g, toluen — etil-acetat, 5:1), pri ¢emu se dobija Cisto jedinjenje 12 (5,7
mg, 9%).

IR spektar (KBr, cm™): 3480, 2967, 2939, 2898, 2246, 1052.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 1,03 (s, 3H, H-19); 1,13 (s, 3H, H-18); 2,38 (s, 2H, H-17);
2,57 (dd, 1H, Jgem = 17,7 Hz, J15414 = 5,5 Hz, H-15a); 3,53 (m, 1H, H-3); 5,36 (m, 1H, H-
6).

C NMR spektar (CDCls, ppm): 15,61 (C-15); 19,09; 19,20; 20,17; 31,05; 31,28; 31,62;
32,10; 36,64; 36,68; 36,73; 38,09; 41,70; 45,87; 48,72; 71,35 (C-3); 117,12 (CN);
118,37 (CN); 120,04 (C-6); 140,42 (C-5).

Cl M spektar: m/e 313 (M* + H).

HRMS (TOF) m/z: CyoH,sN,0 [M+Na]" izra¢unato: 335,20938; nadeno: 335,20906.
Elementalna mikroanaliza, CyoH,sN,0x%H,0 (321,46):

IzraCunato: C%, 74,72; H%, 9,09; N%, 8,71

Nadeno: C%, 74,38; H%, 9,31; N%, 8,77

4.11. 33-HIDROKSI-17-0KSO-16,17-SEKOANDROST-5-EN-16-NITRIL NNHTs |

P-TOLUENSULFONILHIDRAZON (13) o |

HO
13

Sekocijano-aldehid 4 (0,495 g, 1,64 mmol) se rastvori u apsolutnom etanolu (20 mL) i
doda se p-toluensulfonilhidrazid (0,55 g, 2,95 mmol). Reakciona smesa se zagreva na tacki
kljuanja u toku 2 sata, a zatim ostavi da stoji na sobnoj temperaturi preko noéi. Nakon toga
se reakciona smesa izlije u vodu (200 mL), dobijeni talog se procedi, ispere vodom i osusi.
Sirov proizvod se predisti fleS hromatografijom (toluen — etil-acetat, 1:1) pri cemu se dobija
Cisto jedinjenje 13 (0,664 g, 86%, t.t. 190°C nakon prekristalizacije iz benzena, lit."*® t.t. 190°C
uz razlaganje).

4.12. 3-OKs0-16,17-SEKOANDROST-4-EN-16,17A-DINITRIL (14)

;
CN .

:

CN.

[ |

g

o
g

PosTuPAK A 1

Jedinjenje 12 (1,06 g, 3,41 mmol) se rastvori u cikloheksanonu (100 mL) i apsolutnom
toluenu (300 mL), sklopi se aparatura za destilaciju i smesa se zagreje do tacke kljucanja.
Nakon pocetka destilacije zapocCinje se sa dokapavanjem suspenzije aluminijum-izopropoksida
(1,39 g, 6,81 mmol) u apsolutnom toluenu (35 mL) u trajanju od oko 20 minuta. Reakciona
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smesa se dalje zagreva na tacki kljucanja u toku 4 sata, uz istovremenu destilaciju. Po isteku
reakcionog vremena, reakciona smesa se zakiseli sa hlorovodoni¢nom kiselinom (1:1) do pH 1,
a visak cikloheksanona i toluena se ukloni destilacijom sa vodenom parom. Nakon zavrsene
destilacije, proizvod se ekstrahuje metilen-hloridom (4 x 20 mL), organski ekstrakt se osusi i
upari. Sirov proizvod se predisti fleS hromatografijom (toluen — etil-acetat, 30:1), pri ¢emu se
dobija Cisto jedinjenje 14 (0,92 g, 87%, t.t. 128°C nakon prekristalizacije iz smeSe n-heksan —
etil-acetat).

PostuPAK B

Jedinjenje 12 (0,22 g, 0,71 mmol) se rastvori u cikloheksanonu (6 mL) i doda se
prethodno osuseni aluminijum-izopropoksid (0,24 g, 1,18 mmol). Reakciona smesa se zagreva
na tacki kljucanja u toku 3 sata. Nakon hladenja do sobne temperature, reakciona smesa se
obradi kako je opisano u Postupku A, pri ¢emu se dobija Cisto jedinjenje 14 (0,10 g, 44%).

IR spektar (KBr, cm™): 2930, 2855, 2243, 1661, 1624, 1437, 1390, 1215, 735.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 1,17 (s, 3H); 1,22 (s, 3H); 2,61 (dd, 1H, Jgem = 18,1 Hz,
Jisa,14 = 6,0 Hz, H-153); 5,77 (s, 1H, H-4).

*C NMR spektar (CDCl3, ppm): 15,80 (C-15); 17,50 (C-19); 19,09 (C-18); 20,28; 31,04;
31,15; 32,20; 33,75; 35,41; 35,77, 36,71, 38,29; 38,51, 44,87; 52,33; 116,87 (CN);
118,09 (CN); 124,08 (C-4); 168,68 (C-5); 198,93 (C-3).

HRMS (TOF) m/z: Co0H26N,0 [M+H]" izraéunato: 311,21179; nadeno: 311,21204.
Elementalna mikroanaliza, CyoH,6N,0 x 0,1H,0 (312,43):
Izracunato: C%, 76,81; H%, 8,39; N%, 8,96

Nadeno: C%, 76,93; H%, 8,39; N%, 8,97

4.13. 3-OKS0-16,17-SEKOANDROSTA-1,4-DIEN-16,17A-DINITRIL (15)

CN/|

PosTuPAK A .

Jedinjenje 14 (204 mg, 0,66 mmol) se rastvori u apsolutnom toluenu (9 mL) i doda se
DDQ (296 mg, 1,32 mmol), TFA (0,02 mL, 0,26 mmol) i BSTFA (0,8 mL, 2,98 mmol). Reakciona
smesa se zagreva uz refluks u atmosferi argona u toku 6 sati. Nakon isteka reakcionog
vremena sadrZaj balona se ispira zasi¢enim rastvorom natrijum-hidrogenkarbonata sve dok se
vodeni sloj boji Zuto, a zatim organski sloj osusi i upari. Sirov proizvod se predisti fles
hromatografijom (toluen — etil-acetat, 15:1), pri ¢emu se dobija Cisto jedinjenje 15 (91,4 mg,
45%, t.t. 180°C nakon prekristalizacije iz smeSe n-heksan — etil-acetat).
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PostuPAK B

Jedinjenje 14 (50,5 mg, 0,16 mmol) se rastvori u apsolutnom benzenu (3 mL) i doda se
DDQ (47 mg, 0,21 mmol). Reakciona smesa se zagreva na tacki klju¢anja, u atmosferi argona,
u toku 10 sati. Nakon isteka reakcionog vremena, reakcionoj smesi se doda benzen (10 mL) i
procedi od neizreagovanog DDQ. Filtrat se ispere sa zasi¢enim rastvorom natrijum-karbonata,
a organski sloj se osusi i upari. Sirov proizvod se hromatografski precisti (17 g, toluen — etil-
acetat, 10:1), pri cemu se dobija Cisto jedinjenje 15 (14,2 mg, 28%).

IR spektar (KBr, cm™): 2944, 2857, 2243, 1662, 1623, 1604, 755.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 1,20 (s, 3H); 1,26 (s, 3H); 6,11 (s, 1H, H-4); 6,26 (dd, 1H,
J12,=10,4 Hz, J, 4 = 1,8 Hz, H-2); 7,03 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-1).

C NMR spektar (CDCls, ppm): 16,04 (C-15); 18,78 (C-19); 19,16 (C-18); 21,91; 30,96;
32,12; 32,78; 35,67; 36,91; 38,21; 42,89; 44,76; 50,54; 116,71 (CN); 117,97 (CN);
124,06 (C-4); 128,10 (C-2); 154,10 (C-1); 166,82 (C-5); 185,81 (C-3).

HRMS (TOF) m/z: Ca0H24N,0 [M+H]" izraéunato: 309,19614; nadeno: 309,19609.

4.14. 3-OKS0-16,17-SEKOANDROSTA-1,4,6-TRIEN-

16,17A-DINITRIL (16) ﬁéﬂig:.
Io) =

Jedinjenje 12 (47,9 mg, 0,15 mmol) se rastvori u apsolutnom dioksanu (2 mL) i doda se

DDQ (47 mg, 0,21 mmol). Reakciona smesa se zagreva na tacki klju¢anja, u atmosferi argona,
u toku 10 sati. Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona smesa se izlije u zasi¢en rastvor
natrijum-karbonata (10 mL), ekstrahuje metilen-hloridom (5 x 10 mL), a organski sloj se osusi i
upari. Sirov proizvod se hromatografski precisti na koloni silikagela (4,5 g, toluen — etil-acetat,
10:1), pri ¢emu se dobija Cisto jedinjenje 16, u obliku ¢vrstog ulja (20,2 mg, 43%).

IR spektar (film, cm™): 3018, 2934, 2245, 1727, 1652, 1602, 1456.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 1,23 (s, 3H); 1,26 (s, 3H); 5,31 (s, 1H, H-4); 6,12 (d, 1H, J
= 10,0 Hz, H-6); 6,30 (dd, 1H, J1, = 10,2 Hz, J,4 = 1,7 Hz, H-2); 6,42 (dd, 1H, Js; = 10,0
Hz, J;5 = 2,8 Hz, H-7); 7,07 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-1).

C NMR spektar (CDCls, ppm): 15,77 (C-15); 19,12 (C-19); 20,56 (C-18); 21,14; 30,94;
37,01; 38,09; 38,21; 40,84; 42,91; 46,74; 116,63 (CN); 117,81 (CN); 124,61 (C-4);
128,68 (C-2); 129,85 (C-6); 133,11 (C-7); 151,68 (C-1); 160,17 (C-5); 185,95 (C-3).

HRMS (TOF) m/z: Ca0H22N,0 [M+H]" izraéunato: 307,18049; nadeno: 307,18130.
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4.15. 6-METILEN-3-0KSO-16,17-SEKOANDROST-4-EN- o
16,17A-DINITRIL (17) cm

17

Jedinjenje 14 (270 mg, 0,87 mmol), trietilortoformijat (0,57 mL, 0,51 g, 3,78 mmol), p-
toluensulfonska kiselina (8,2 mg, 0,04 mmol), apsolutni etanol (0,4 mL) i apsolutni
tetrahidrofuran (2,8 mL) se zagrevaju na 55°C, u toku jednog sata, uz mesanje. Nakon toga,
reakcionoj smesi se doda nova koli¢ina p-toluensulfonske kiseline (8,2 mg, 0,04 mmol) i
zagreva se jo$ 3 sata na 55°C. Zatim se u reakcionu smesu doda 40% formaldehid (0,23 mL,
8,29 mmol) i N-metilanilin (0,23 mL, 0,23 g, 2,13 mmol) i zagreva na 55°C u toku 4 sata. Nakon
isteka reakcionog vremena, reakciona smesa se ohladi na 0°C, doda se koncentrovana
hlorovodonicna kiselina (1,5 mL) i reakciona smesa mesa na sobnoj temperaturi u toku jednog
sata. Zatim se doda voda (75 mL) i nastavi se sa meSanjem jos 2 sata. Nakon ekstrakcije
proizvoda sa metilen-hloridom (3 x 15 mL), ekstrakt se osusi i upari. Sirovi proizvod se precisti
na koloni silikagela (35 g, petroletar — etil-acetat, 3:1), pri ¢emu se dobija Cisto jedinjenje 17 u
obliku belih kristala (156,1 mg, 56%, t.t. 196-198°C nakon prekristalizacije iz sme$e n-heksan —
etil-acetat).

IR spektar (KBr, cm™): 3017, 2947, 2858, 2244, 1667, 1601, 754.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 1,12 (s, 3H); 1,16 (s, 3H); 5,08 (s, 1H, =CH,); 5,16 (s, 1H,
=CH,); 5,94 (s, 1H, H-4).

3C NMR spektar (CDCls, ppm): 15,71 (C-15); 17,21 (C-19); 19,07 (C-18); 20,18; 31,01;
33,64; 34,79; 35,75 (CH); 36,71; 38,14; 38,92; 39,08; 45,18 (CH); 51,02 (CH); 115,85
(=CH,); 116,80 (CN); 117,92 (CN); 121,84 (C-4); 143,85 (C-6); 166,93 (C-5); 199,21 (C-
3).

HRMS (TOF) m/z: C51H,6N,0 [M+H]" izra¢unato: 323,21179, nadeno: 323,21271.

4.16. 6-METILEN-3-0KSO-16,17-SEKOANDROSTA-1,4-DIEN-
CN:
16,17A-DINITRIL (18) o

18

Jedinjenje 17 (56,4 mg, 0,18 mmol) se rastvori u apsolutnom toluenu (3 mL) i doda se
DDQ (82,3 mg, 0,37 mmol), TFA (0,02 mL, 0,26 mmol) i BSTFA (0,22 mL, 0,82 mmol).
Reakciona smesa se zagreva uz refluks u atmosferi argona u toku 22 sata. Nakon isteka
reakcionog vremena sadrzaj balona se ispira zasiéenim rastvorom natrijum-
hidrogenkarbonata dok se vodeni sloj boji Zuto, a zatim organski sloj osusi i upari. Sirov
proizvod se precisti fleS hromatografijom (petroletar — etil-acetat, 2:1), pri ¢emu se dobija
Cisto jedinjenje 18 u obliku ¢vrstog ulja (4,4 mg, 8%).
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IR spektar (film, cm™): 2924, 2855, 2244, 1728, 1658, 1619.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 1,18 (s, 3H); 1,21 (s, 3H); 5,10 (s, 1H, =CH,); 5,13 (s, 1H,
=CH;); 6,20 (d, 1H, J = 1,7 Hz, H-4), 6,30 (dd, 1H, J1, = 10,2 Hz, J,4 = 1,8 Hz, H-2); 7,07
(d, 1H,J=10,2 Hz, H-1).

3C NMR spektar (CDCls, ppm): 15,91 (C-15); 19,23 (C-19); 19,73 (C-18); 21,81 (CH,);
31,00 (CH,); 35,83 (CH); 36,90 (Cq); 38,13 (CH,); 39,66 (CH,); 43,14 (Cq); 45,11 (CH);
48,36 (CH); 113,78 (=CH,); 116,62 (CN); 117,74 (CN); 122,72 (C-4); 128,29 (C-2);
143,71 (C-6); 152,89 (C-1); 165,90 (C-5); 186,02 (C-3).

HRMS (TOF) m/z: C31H,4N,0 [M+H]"izra¢unato: 321,19614, nadeno: 321,19606.

4.17. 3,6-DI0KS0O-16,17-SEKOANDROST-4-EN-

16,17A-DINITRIL (19) /f\fg’tgz

U'VW
O 19

U ohladeni rastvor (0°C) jedinjenja 12 (384,6 mg, 1,23 mmol) u acetonu (50 mL)
dokapava se, uz intenzivno mesanje, Jones-ov reagens (3,43 g CrOs u 3 mL H,SO4 i 12 mL

vode) dok se ne dobije postojana narandZasta boja. Reakciona sme$a se me$a na 0°C u toku
25 minuta. Reakcija se prekida izlivanjem u vodu (100 mL), vodeni rastvor se ekstrahuje
metilen-hloridom (5 x 20 mL), a spojeni ekstrakti se osuse i rastvarac upari. Zaostalo ulje se
precisti fleS hromatografijom (petroletar — aceton, 2,5 : 1), pri ¢emu se dobija Cisto jedinjenje
19 u obliku Zutih kristala (252,6 mg, 65%, t.t. 195°C nakon prekristalizacije iz smeSe n-heksan
— aceton).

IR spektar (KBr, cm™): 2948, 2244, 1686.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 1,17 (s, 3H, H-18); 1,20 (s, 3H, H-19); 2,98 (dd, 1H, Jgem =
15,4 Hz, J;54,14 = 3,6 Hz, H-15a); 6,30 (s, 1H, H-4).

C NMR spektar (CDCl3, ppm): 15,55 (C-15); 17,50 (C-18); 19,20 (C-19); 19,89 (C-11);
30,90 (C-17); 33,82 (C-2 i C-8); 35,08 (C-1); 36,76 (C-10); 37,81 (C-12); 38,95 (C-13);
45,13 (C-7); 45,43 (C-9); 49,08 (C-14); 116,58 (CN); 117,34 (CN); 126,35 (C-4); 158,02
(C-5); 198,72 (C-3, CO); 199,20 (C-6, CO).

HRMS (TOF) m/z: Ca0H24N,0, [M+H]"izracunato: 325,19105, nadeno: 325,18996.
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4.18. 3-0KS0-6,7:16,17-DISEKOANDROST-4-EN-16,17A-DINITRIL- m
CN_
6,7-DIONSKA KISELINA (20) oN|

NS

U rastvor jedinjenja 12 (0,41 g, 1,31 mmol) u acetonu (30 mL) dokapava se, uz
intenzivno mesanje na sobnoj temperaturi, Jones-ov reagens (pripremljen na isti nacin kao u
postupku 4.17.) dok se ne dobije postojana narandzasta boja. Reakciona smesa se mesa u
toku 75 min. Po zavrSetku reakcije, reakciona smesa se izlije u vodu (100 mL), a proizvod
ekstrahuje metilen-hloridom (4 x 30 mL). Spojeni ekstrakti se osuse i rastvarac upari. Zaostalo
ulje se preisti stubnom hromatografijom (30 g, toluen — etil-acetat, 1:3). Cisto jedinjenje 20
se dobija u obliku Zutog ulja (0,13 g, 27%).

IR spektar (film, cm™): 3500-2300, 2243, 1697, 1605.

'H NMR spektar (DMSO-D6, ppm): 0,92 (s, 3H, H-18); 1,43 (s, 3H, H-19); 6,29 (s, 1H, H-
4).

C NMR spektar (DMSO-D6, ppm): 15,88 (C-15); 17,94 (C-18); 22,87 (C-19); 23,61;
28,39; 29,09; 33,51; 35,53; 37,19; 40,84; 42,61; 45,32; 48,64, 118,43 (CN); 119,12
(CN); 130,66 (C-4); 157,58 (C-5); 168,11 (C-7, COOH); 176,31 (C-6, COOH); 198,95 (C-3,
C=0).

4.19. 3,6-DIOKS0-16,17-SEKOANDROSTA-1,4-DIEN-

16,17A-DINITRIL (21) | i tgﬁ
Q

0 21

Jedinjenje 19 (252,6 mg, 0,79 mmol) se rastvori u apsolutnom toluenu (11 mL) i doda

se DDQ (343 mg, 1,53 mmol), TFA (0,04 mL, 0,52 mmol) i BSTFA (0,95 mL, 3,54 mmol).
Reakciona smesSa se zagreva uz refluks u atmosferi argona u toku 42 sata. Nakon isteka

reakcionog vremena sadrzaj balona se ispira zasiéenim rastvorom natrijum-
hidrogenkarbonata sve dok se vodeni sloj boji Zuto, a zatim organski sloj osusi i upari. Sirov
proizvod se precisti fleS hromatografijom (toluen — aceton, 8:1), pri ¢emu se dobija Cisto
jedinjenje 21 u obliku ulja (28,1 mg, 11%).

IR spektar (film, cm™): 3019, 2944, 2877, 2245, 1699, 1660, 1624.

'H NMR spektar (Aceton-D6, ppm): 1,18 (s, 3H, H-18); 1,26 (s, 3H, H-19); 6,23 (dd, 1H,
J1,=10,0 Hz, J,4 = 1,9 Hz, H-2); 6,28 (d, 1H, /= 1,9 Hz, H-4); 7,31 (d, 1H, J = 10,0 Hz, H-
1).

BC NMR spektar (Aceton-D6, ppm): 15,94 (C-15); 18,57 (C-18); 19,10 (C-19); 22,52;
29,50; 35,94 (CH); 37,47; 38,32; 44,83; 46,29; 46,52 (CH); 48,18 (CH); 118,28 (CN);
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119,79 (CN); 125,18 (C-4); 128,64 (C-2); 154,16 (C-1); 161,36 (C-5); 185,22 (C-3, CO);
198,89 (C-6, CO).

4.20. 50,60 1 5p,63-EPOKSI-3[3-ACETOKSI-16,17-SEKOANDROSTAN-

CN |

16,17A-DINITRIL (22a i 22b) oN|

AcO 27
o]
22ai22b

Jedinjenje 10 (206 mg, 0,58 mmol) se rastvori u metilen-hloridu (11 mL) i podesi pH na
8 pomocu zasi¢enog rastvora natrijum-hidrogenkarbonata. Reakciona smesa se ohladi na 0°C,
zatim se doda m-hlorperbenzoeva kiselina (284,7 mg, 1,65 mmol) i mesa na istoj temperaturi
u toku jednog sata. Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona smesa se izlije u vodu, a
zatim ekstrahuje metilen-hloridom (3 x 20 mL). Ekstrakti se spoje i isperu sa rastvorom
natrijum-tiosulfata (5%, 20 mL), a zatim sa rastvorom natrijum-hidrogenkarbonata (10%, 20
mL). Nakon susSenja i uklanjanja susila, rastvor se upari. Sirova smesa se hromatografski
precisti na stubu silikagela (25 g, toluen — etil-acetat, 7:1) pri ¢emu se dobija smesa jedinjenja
22a i 22b u obliku belih kristala (150 mg, 70%, t.t. 115°C nakon prekristalizacije iz smese n-
heksan — aceton).

IR spektar (film, cm™): 3018, 2947, 2875, 2244, 1732, 1248, 756.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 0,98 i 1,00 (2s, 3H, 2CHs); 1,05 i 1,08 (2s, 3H, 2CHs);
1,99 2,00 (2s, 3H, 2CHs, Ac); 2,95 i 3,15 (2m, 1H, H-6B i H-6a); 4,72 i 4,90 (2m, 1H,
2H-3).

C NMR spektar (CDCl;, ppm): 15,33 i 15,80 (2C-15); 15,56; 16,85; 18,38; 18,90;
19,53; 20,84, 21,15; 26,76; 26,84, 28,50; 30,03; 30,78; 30,88; 31,15; 31,68; 31,94,
35,12; 35,23; 35,51; 36,13; 36,44; 37,32; 37,83; 41,36; 45,54; 46,00; 49,48; 58,11 i
62,65 (C-6); 61,90 i 64,53 (C-5); 70,80; 116,99 (CN); 118,14 i 118,51 (2CN); 170,06 i
170,32 (C=0).

HRMS (TOF) m/z: C3,H30N,03: [M+H]" izracunato 371,23292, nadeno 371,23424.

4.21. 3[3-ACETOKSI-S(X-HIDROKSI-G-OKSO-16,17-SEKOANDROSTAN-

16,17a-DINITRIL (23) N PN
i CN%
AcO Ht‘i" I %

(o}
PosTuPAK A 23

Smesa epoksida 22ai 22b (92,3 mg, 0,25 mmol) se rastvori u acetonu (5 mL), zatim se
rastvor ohladi na 0°C i doda ohladeni vodeni rastvor hrom(Vl)-oksida (3,3 M) do postojane
narandzaste boje. Reakciona smesa se meSa na 0°C u toku 30 minuta, a zatim na sobnoj
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temperaturi u toku 24 sata. Nakon toga se na 0°C doda nova koli¢ina rastvora hrom(VI)-oksida
i nastavi meSanje na sobnoj temperaturi naredna 24 sata. Reakciona smesa se zatim izlije u
vodu (100 mL) i ekstrahuje metilen-hloridom (3 x 25 mL). Spojeni ekstrakti se osuse, a
rastvarac upari. Sirov proizvod se prekristaliSe iz smesSe n-heksan — aceton, pri cemu se dobija
Cisto jedinjenje 23 (83,9 mg, 87%, t.t. 206-208°C) u obliku belih kristala.

PostuPAK B

Rastvor jedinjenja 10 (0,38 g, 1,07 mmol) u metilen-hloridu (6 mL) se ohladi na 0°C, a
zatim doda m-hlorperbenzoeva kiselina (0,26 g, 1,51 mmol). Reakciona smesa se zagreje do
sobne temperature na kojoj se mesa u toku 90 minuta. Nakon toga se u reakcionu smesu
doda aceton (14 mL), rastvor se ohladi na 0°C i doda vodeni rastvor hrom(VI)-oksida (0,10 g, 1
mmol u 0,30 mL vode). Reakciona smesa se zagreje do sobne temperature na kojoj se mesa u
toku 20 minuta. Zatim se smesa ponovo ohladi na 0°C i doda nova koli¢ina vodenog rastvora
hrom(VI)-oksida (0,05 g u 0,15 mL vode). Rastvor se dalje mesa na sobnoj temperaturi u toku
narednih 50 minuta. Kada je reakcija zavrSena, reakciona smesa se izlije u vodu (50 mL) i
ekstrahuje etil-acetatom (2 x 50 mL). Ekstrakti se spoje i isperu vodom (9 x 50 mL), zatim 10%
rastvorom natrijum-hidrogenkarbonata (5 x 50 mL), vodom (2 x 50 mL) i na kraju zasi¢enim
rastvorom natrijum-hlorida (1 x 50 mL). Nakon susenja i uklanjanja susila i rastvaraca, sirov
proizvod se predisti fleS hromatografijom (toluen — etil-acetat, 2:1), pri ¢emu se dobija Cisto
jedinjenje 23 (0,41 g, 97%).

IR spektar (film, cm™): 3446, 3019, 2947, 2875, 2245, 1715, 1246, 755.

'H NMR spektar (Aceton-D6, ppm): 0,83 i 1,08 (2s, 3H, H-18 i H-19); 1,96 (s, 3H, CHs,
Ac); 2,30 (dd, 1H, J7a7¢ = 12,9 Hz, J7¢ 5 = 4,8 Hz, H-783); 2,55 (dd, 1H, Jis, 15 = 18,2 Hz,
Jisa14 = 4,2 Hz, H-15a); 2,71 (dd, 1H, J1sa150 = 18,2 Hz, J154 14 = 4,8 Hz, H-15b); 2,89 (dd,
1H, J727¢ = 12,9 Hz, J7.8 = 12,0 Hz, H-7a); 4,91 (s, 1H, OH); 5,04 (m, 1H, H-3).

BC NMR spektar (Aceton-D6, ppm): 13,88 (CHs); 15,68 (C-15); 18,58 (CHs); 21,05
(CHs, Ac); 21,09; 26,95; 30,00; 30,50; 32,85; 37,59; 38,58; 38,89; 41,32; 42,30; 43,99;
46,66; 70,76 (C-3); 79,69 (C-5); 118,36 (CN); 119,83 (CN); 170,36 (CO, Ac); 210,34 (C-6,
CO).

HRMS (TOF) m/z: CyH3oN,04: [M+NH4]" izraéunato 404,25438, nadeno 404,25380;
[M+Na]" izra¢unato 409,20978, nadeno 409,20897.
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4.22. 3B-ACETOKSI-5-0KS0-5,6:16,17-DISEKOANDROSTAN- onl
16,17A-DINITRIL-6-ONSKA KISELINA (24) o
AcO O "COOCH

24

Smesa epoksida 22a i 22b (1,24 g, 3,35 mmol) se rastvori u acetonu (67 mL), a zatim
rastvor ohladi na 0°C i doda ohladeni vodeni rastvor hrom(VI)-oksida (26 mL, 3,5 M, 91
mmol). Reakciona smesa se mesa na 0°C u toku 30 minuta, a zatim na sobnoj temperaturi u
toku 24 sati. Reakciona smesa se izlije u vodu (300 mL) i ekstrahuje metilen-hloridom (3 x 50
mL). Spojeni ekstrakti se osuSe, a rastvaraC upari. Sirov proizvod se precisti stubnom
hromatografijom (50 g, toluen — etil-acetat, 2:1), pri ¢emu se dobija Cisto jedinjenje 23 (0,33
g, 26%) u obliku belih kristala i jedinjenje 24 (0,43 g, 32%) u obliku bezbojnog ulja.

Jedinjenje 24

IR spektar (film, cm™): 3700-2500, 2245, 1790, 1728, 1600, 1458, 1427, 1379, 1274,
1128, 1074, 1037, 758.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 0,90 i 1,30 (2s, 3H, H-18 i H-19); 1,99 (s, 3H, CHs, Ac);
4,20 (m, 1H, H-3).

C NMR spektar (CDCls, ppm): 10,81 (CHs); 13,96 (CHs); 15,97 (C-15); 17,39; 18,34;
21,11 (CHs, Ac); 22,82; 23,58; 28,76; 29,52; 30,19; 31,04; 36,63; 38,56; 52,49; 68,03;
73,59 (C-3); 117,30 (CN); 118,65 (CN); 167,67 (COOH); 170,47 (C=0, Ac); 216,45 (C=0).

4.23. 33-ACETOKSI-6-0KSO-16,17-SEKOANDROST-4-EN-

N
CN.
16,17A-DINITRIL (25) 3
AcO
Y
25

Rastvor jedinjenja 23 (0,45 g, 1,12 mmol) u apsolutnom piridinu (21 mL) se ohladi na
0°C i doda tionil-hlorid (0,76 mL, 1,27 g, 10,67 mmol). Reakciona smesa se mesa na 0°C u toku
90 minuta. Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona smesa se izlije u vodu (10 mL) i
zakiseli sa hlorovodoni¢nom kiselinom (1:1) do pH 1, a zatim ekstrahuje sa metilen-hloridom
(4 x 10 mL). Ekstrakti se spoje i osuse, a zatim rastvarac upari. Sirovi proizvod se precisti fles
hromatografijom (petroletar — etil-acetat, 7:4), pri ¢emu se dobija Cisto jedinjenje 25 u obliku
bezbojnog ulja (0,34 g, 80%),.

IR spektar (film, cm™): 2947, 2244, 1734, 1689, 1637, 1237, 754.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 1,05 i 1,15 (2s, 3H, H-18 i H-19); 2,07 (s, 3H, CHs, Ac);
2,52 (dd, 1H, Jisa,155 = 18,1 Hz, J15514 = 5,5 Hz, H-15a); 2,83 (dd, 1H, J7a,7 = 15,9 Hz, J7e s
= 4,3 Hz, H-7B); 5,33 (m, 1H, H-3); 6,20 (m, 1H, H-4).
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BC NMR spektar (CDCls;, ppm): 15,41 (C-15); 19,09 (CHs); 19,44 (CHs); 19,70; 21,03
(CHs, Ac); 23,95; 30,81; 33,88; 34,01; 36,71; 37,56; 37,87; 44,66; 45,48; 49,28; 68,86
(C-3); 116,82 (CN); 117,66 (CN); 130,32 (C-4); 145,75 (C-5); 170,57 (C=0, Ac); 199,28
(C-6). HRMS (TOF) m/z: CyHsN,0s: [M+NH,]" izracunato 386,24382, nadeno
386,24393.

4.24. 3B-ACETOKSI-(6E)-HIDROKSIIMINO-16,17-SEKOANDROST- | ~qy
4-EN-16,17A-DINITRIL (26) ™

AcO i

N “OH

26

Jedinjenje 25 (0,34 g, 0,92 mmol) se rastvori u apsolutnom piridinu (30 mL) i doda se

hidroksilamin-hidrohlorid (0,39 g, 5,59 mmol). Reakciona smeSa se meSa na sobnoj
temperaturi u toku 24 sata. Nakon isteka reakcionog vremena, iz reakcione smese se ukloni
piridin kodestilacijom sa benzenom, a zatim se doda voda (100 mL) i ekstrahuje etil-acetatom
(4 x 30 mL). Spojeni ekstrakti se osuse i rastvarac¢ upari, nakon ¢ega se dobija jedinjenje 26 u
obliku ulja (0,35 g, 99%).

IR spektar (film, cm™): 3385, 3019, 2944, 2857, 2245, 1729, 1245, 756.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 1,02 i 1,14 (2s, 3H, H-18 i H-19); 2,06 (s, 3H, Ac); 3,63
(dd, 1H, Jgem = 15,1 Hz, J7¢ 3 = 4,8 Hz, H-7f); 5,28 (m, 1H, H-3); 5,78 (s, 1H, H-4).

C NMR spektar (CDCls, ppm): 15,59 (C-15); 18,54 (CHs); 19,08 (CHs); 19,87; 21,25
(CHs, Ac); 24,20; 28,62; 30,96; 33,70; 33,74, 36,81; 37,57; 38,09; 45,81 (C-9); 50,83 (C-
14); 69,35 (C-3); 116,92 (CN); 118,06 (CN); 123,86 (C-4); 142,08 (C-5); 155,65 (C-6);
170,95 (C=0, Ac).

HRMS (TOF) m/z: C2,H,5N305: [M+H]" izracunato 384,22817, nadeno 384,22719.

4.25. 3B-HIDROKSI-(6E)-HIDROKSIIMINO-16,17-SEKOANDROST-
4-EN-16,17A-DINITRIL (27) -

PosTuPAK A 27

U rastvor natrijum-etoksida u etanolu (0,1 M, 22 mL) doda se jedinjenje 26 (0,35 g,
0,92 mmol) i reakciona smesa se zagreva na 50-57°C u toku 2,5 sata. Nakon isteka reakcionog
vremena, reakciona smesa se izlije u vodu (500 mL) i zakiseli sa hlorovodoni¢cnom kiselinom
(1:1) do pH 1. Proizvod se izdvaja u obliku taloga koji se procedi i ispere vodom do pH 6.
Dobijeni talog se hromatografski precisti na koloni silikagela (30 g, toluen — etil-acetat, 2:1),
pri cemu se dobija jedinjenje 27, u obliku belih kristala (0,197 g, 63%, t.t. 122-124 °C nakon
prekristalizacije iz benzena) i jedinjenje 28, u obliku amorfnog taloga (0,075 g, 25%).
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PostuPAK B

U rastvor natrijum-etoksida u etanolu (0,1 M, 17 mL) se doda jedinjenje 26 (192 mg,
0,50 mmol) i reakciona smesa mesa na sobnoj temperaturi u toku jednog sata. Nakon isteka
reakcionog vremena, reakciona smesa se izlije u vodu (500 mL) i zakiseli sa hlorovodoni¢nom
kiselinom (1:1) do pH 1. Dobijeni talog se procedi i ispere vodom do pH 6. Proizvod se predisti
fleS hromatografijom (petroletar — aceton, 1:1), pri cemu se dobija Cisto jedinjenje 27 (91 mg,
53%) u obliku belih kristala.

PosTuPAK C

U rastvor kalijum-hidroksida u metanolu (0,2 M, 4,5 mL) doda se jedinjenje 26 (94,7
mg, 0,25 mmol) i reakciona smeSa mesa na sobnoj temperaturi u toku jednog sata, u
atmosferi argona. Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona smesa se izlije u vodu (50 mL),
zakiseli sa hlorovodoni¢nom kiselinom (1:1) do pH 1. Dobijeni talog se procedi i ispere vodom
do pH 6 Proizvod se precisti fleS hromatografijom (petroletar — etil-acetat, 1:6), pri cemu se
dobija Cisto jedinjenje 27 (41 mg, 49%) u obliku belih kristala.

Jedinjenje 27
IR spektar (film, cm™): 3336, 3057, 2931, 2855, 2245, 1455, 1267, 736.

'H NMR spektar (Aceton-D6, ppm): 0,96 i 1,09 (2s, 3H, H-18 i H-19); 3,69 (dd, 1H, Jgem
= 15,3 Hz, J7¢ 3 = 4,9 Hz, H-783); 4,14 (m, 1H, H-3); 5,78 (s, 1H, H-4).

3¢ NMR spektar (CDCls, ppm): 15,77 (C-15); 18,68; 19,13; 19,98; 28,31; 29,28; 31,04;
33,97; 34,07; 36,87; 37,85; 38,14; 45,86 (C-9); 50,98 (C-14); 66,85 (C-3); 116,99 (CN);
118,28 (CN); 129,60 (C-4); 139,86 (C-5); 157,39 (C-6).

HRMS (TOF) m/z: Ca0H27N30,: [M+H]" izracunato 342,21760, nadeno 342,21789.

4.26. 3B-HIDROKSI-6-0KSO-16,17-SEKOANDROST-4-EN-
16,17A-DINITRIL (28) -

:
CN_
:
:

HO'
0

PosTuPAK A 2]

U rastvor kalijum-hidroksida u metanolu (2 M, 9 mL) doda se jedinjenje 25 (230 mg,
0,62 mmol) i reakciona smeSa mesa na tacki klju¢anja u toku 2 sata, u atmosferi argona.
Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona smesa se izlije u vodu (30 mL), zakiseli sa
hlorovodoni¢nom kiselinom (1:1) do pH 1 i ekstrahuje etil-acetatom (3 x 10 mL). Organski sloj
se osusi i rastvarac upari. Sirov proizvod se hromatografski precisti (15 g, toluen — etil-acetat,
5:1), pri ¢emu se dobija amorfno jedinjenje 28 (80 mg, 40%).
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PostuPAK B

Rastvoru jedinjenja 19 (0,11 g, 0,34 mmol) u metanolu (5 mL) se doda kobalt(Il)-hlorid
heksahidrat (0,06 g, 0,25 mmol), a zatim se uz mesSanje na sobnoj temperaturi dodaje
natrijum-borhidrid (0,04 g, 0,10 mmol), u porcijama, u toku 8 minuta. Nakon 15 minuta
reakcija je zavrSena. Reakciona smesa se neutraliSe sa hlorovodoni¢nom kiselinom (1:1), a
metanol upari. Nakon uparavanja, ostatak se rastvori u etil-acetatu (10 mL), ispere vodom (10
mL) i zasi¢enim rastvorom natrijum-hlorida (10 mL), zatim osusi i upari. Sirov proizvod se
prekristaliSe iz smeSe n-heksan — aceton, pri ¢emu se dobija amorfno jedinjenje 28 (0,07 g,
64%).

IR spektar (film, cm™): 3480, 2949, 2928, 2870, 2855, 2244, 1673, 1612, 1400, 1259.

'H NMR spektar (DMSO-D6, ppm): 0,90 i 0,94 (s, 3H, H-18 i H-19); 4,06 (m, 1H, H-3);
5,03 (d, 1H, OH); 6,05 (s, 1H, H-4).

C NMR spektar (DMSO-D6, ppm): 14,74 (C-15); 17,85 (CHs); 19,32; 19,37 (CHs);
27,76; 29,25; 33,86; 34,21 (CH); 36,16; 37,09; 37,15; 44,61; 45,07 (CH); 48,75 (CH);
65,30 (C-3); 118,50 (CN); 119,97 (CN); 135,04 (C-4); 143,52 (C-5); 200,19 (C-6).

HRMS (TOF) m/z: CaoH26N20,: [M+H]" izra¢unato 327,20670, nadeno 327,20618.

4.27. (6E)-HIDROKSIIMINO-3-0KS0-16,17-SEKOANDROST- e
4-EN-16,17A-DINITRIL (29) N

o ]

N
"OH
29

Jedinjenje 27 (91 mg, 0,26 mmol) se rastvori u piridinu (12 mL) i u kapima doda u
rastvor hrom(VI)-oksid — piridinskog kompleksa, koji je prethodno pripremljen rastvaranjem
hrom(VI)-oksida (0,35 g, 3,50 mmol) u piridinu (12 mL) na 0°C, u toku 2 sata. Kada se sav
rastvor jedinjenja 27 doda u rastvor kompleksa, ledeno kupatilo se ukloni i reakciona smesa
mesa na sobnoj temperaturi u toku 75 minuta. Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona
smesa se izlije u 200 mL etil-acetata i filtrira. Filtrat se ispira prvo sa 10% HCI (3 x 20 mL),
zatim 10% NaHCOs (3 x 20 mL) i zasi¢enim rastvorom NaCl (20 mL). Na kraju se filtrat osusi i
rastvarac upari. Proizvod se precisti fleS hromatografijom (petrol-etar — aceton, 3:1), pri ¢emu
se dobija jedinjenje 29 u obliku belog praha (73 mg, 80%, t.t. 128-129°C nakon
prekristalizacije iz smeSe n-heksan — aceton).

IR spektar (KBr, cm™): 3221, 3018, 2947, 2874, 2245, 1651, 1455, 1233, 756.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 1,17 i 1,64 (2s, 3H, H-18 i H-19); 2,69 (dd, 1H, J1sa,156 =
18,1 Hz, Ji5a14 = 5,5 Hz, H-15); 3,68 (dd, 1H, J757b=15,4 Hz, J7¢5=4,9 Hz, H-7(3); 6,63 (s,
1H, H-4).
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3C NMR spektar (CDCls, ppm): 15,54 (C-15); 16,48; 19,01; 19,82; 28,51; 30,92; 32,52;
33,35; 34,24; 36,67; 37,89; 38,28; 45,95 (C-9); 49,28 (C-14); 116,88 (CN); 117,99 (CN);
122,25 (C-4); 152,93 (C-5); 160,59 (C-6); 201,09 (C-3, C=0).

HRMS (TOF) m/z: Ca0H,5N30,: [M+H]" izra¢unato 340,20195, nadeno 340,20154.

4.28. (3E) 1 (3Z)-HIDROKSIIMINO-16,17-SEKOANDROST-

4-gN-16,17A-DINITRIL (30a 130b) thjig:
N

HO 30ai30b

Jedinjenje 14 (0,1 g, 0,32 mmol) se rastvori u etanolu (16 mL), a zatim se doda
natrijum-acetat (34 mg, 0,41 mmol) i hidroksilamin-hidrohlorid (37 mg, 0,53 mmol).
Reakciona smesa se zagreva na 70°C u toku 2 sata. Nakon isteka reakcionog vremena, etanol
se ukloni uparavanjem, a u ostatak se doda voda (10 mL) i ekstrahuje sa metilen-hloridom (3 x
10 mL). Organski sloj se osusi i rastvarac upari. Sirov proizvod se hromatografski precisti (15 g,
toluen — aceton, 20:1), pri cemu se dobija smesa E- i Z- diastereoizomera, jedinjenja 30a i 30b
(94,4 mg, 90%, t.t. 210-212°C nakon prekristalizacije iz smeSe n-heksan — aceton), u obliku
belih kristala.

IR spektar (KBr, cm™): 3195, 3019, 2942, 2857, 2244, 1637, 1434, 1390, 962, 754.

'H NMR spektar (CDCl;, ppm): 1,10 (s, 3H, CHs); 1,15 (s, 3H, CHs); 2,60 (dd, 1H, Jgem =
18,0 Hz, Jis514 = 5,8 Hz, H-15a); 3,07 i 3,14 (2m, 1H, H-2a); 5,92 (s, 1H, H-4, E-izomer);
6,55 (s, 1H, H-4, Z-izomer); 6,92 (bs, 1H, NOH).

'H NMR spektar (DMSO-D6, ppm): 0,95 (s, 3H, CHs); 1,00 (s, 3H, CHs); 5,73 (s, 1H, H-4,
E-izomer); 6,36 (s, 1H, H-4, Z-izomer); 10,27 (s, 1H, NOH, Z-izomer); 10,54 (s, 1H, NOH,
E-izomer).

C NMR spektar (CDCl;, ppm): 15,23 (C-15); 17,72 (CHs); 17,91 (CHs); 18,49 i 20,08;
20,28 (CH,); 29,51 (CH,); 31,451 31,78 (CH,); 31,97 i 32,60; 34,07; 35,76 i 36,23; 36,30
(CH); 36,43; 45,12 (CH); 52,04 i 52,28 (CH); 110,81 i 117,97 (C-4); 118,76 (CN); 120,34
(CN); 151,01 151,61 (C-5); 154,16 i 155,43 (C-3).

4.29. 40,50-14p,5B-EPOKSI-3-0KSO-16,17-SEKOANDROSTAN- f\'/\ ;
e
CN:

16,17A-DINITRIL (31a131b) ’ 4
0% ¢

i

31ai31b

Jedinjenje 14 (0,1 g, 0,32 mmol) se rastvori u metanolu (3,6 mL), a zatim se rastvor
ohladi na 0°C i doda se vodeni rastvor natrijum-hidroksida (0,1 M, 0,25 mL, 0,025 mmol) i
vodonik-peroksid (30%, 0,4 mL, 0,35 mmol). Reakciona smesa se ostavi na -14°C u toku 90
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minuta. Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona smesa se izlije u vodu (100 mL) i zakiseli
do pH 1 sa hlorovodoni¢nom kiselinom (1:1). Vodeni rastvor se ekstrahuje metilen-hloridom
(3 x 20 mL), zatim se ekstrakt osusi i rastvarac upari. Sirovi proizvod se precisti hromatografski
na koloni silikagela (14 g, toluen — etil-acetat, 30:1), pri ¢emu se dobija precis¢ena smesa
40,5a- i 4B,5B-epoksida 31a i 31b u obliku bezbojnog ulja (0,031 g, 30%).

IR spektar (film, cm™): 3058, 2946, 2856, 2243, 1707, 1438, 1391, 1267, 861, 786, 736,
702.

'H NMR (CDCls, ppm): 1,17 i 1,18 (2s, 1H, H-19); 1,20 (s, 1H, H-18); 2,58 i 2,65 (2dd,
1H, Jgem = 10,4 Hz, J15p,14 = 6,0 Hz, H-15a); 3,04 i 3,11 (2s, 1H, H-4ou i H-483).

C NMR (CDCls, ppm): 15,80 i 15,91 (C-15); 16,55 (C-18); 18,83 i 19,14 (C-19); 20,68;
25,86; 29,06 i 29,18; 29,67 i 29,78; 31,04 i 31,16; 32,40; 32,85; 35,28 i 35,52; 38,24 i
38,34; 44,70 i 44,90; 45,34; 49,28; 62,33 i 62,58 (C-4); 69,01 i 69,29 (C-5); 116,84 i
116,92 (C-20, CN); 118,04 i 118,09 (C-16, CN); 205,75 i 206,05 (C-3, CO).

HRMS (TOF) m/z: CyoH26N,0, [2M+H]" izradunato: 653,40613; nadeno: 653,40750.

-

4.30. 40,50~ 14p,5B-EPOKSI-17-ClJANO-3-0KS0-16,17-
SEKOANDROSTAN-16-AMID (32a 132b) -

fo) TN

32ai32b

Jedinjenje 14 (0,298 g, 0,96 mmol) se rastvori na sobnoj temperaturi u metanolu (13
mL), a zatim se rastvoru doda natrijum-hidroksid (0,1 M, 0,85 mL, 0,085 mmol) i vodonik-
peroksid (30%, 1,4 mL, 1,23 mmol). Reakciona smesa se mesa na sobnoj temperaturi u toku 5
minuta, a zatim se ostavi da stoji na 4°C u toku 25 minuta. Nakon isteka reakcionog vremena,
reakciona smesa se izlije u vodu (100 mL) i zakiseli do pH 1 sa hlorovodoni¢cnom kiselinom
(1:1). Vodeni rastvor se ekstrahuje metilen-hloridom (3 x 40 mL), zatim se ekstrakt osusi i
rastvarac upari. Sirova smesa proizvoda se razdvoji na koloni silikagela (30 g, toluen — etil-
acetat, 15:1, zatim toluen — etil-acetat, 1:1), pri ¢emu se dobija smesa 4a,5a- i 4B,5B-
epoksida 31a i 31b, (0,072 g, 23%), i smesa jedinjenja 32a i 32b, u obliku Zutog ulja (0,126 g,
38%).

Jedinjenja 32ai 32b:
IR spektar (film, cm™): 3447, 3354, 3201, 3057, 2944, 2243, 1706, 1674, 1613, 736.

'H NMR (CDCls, ppm): 0,97 i 1,02 (2s, 1H, H-19); 1,11 (s, 1H, H-18); 2,96 i 3,04 (2s, 1H,
H-4oui H-4B); 5,751 5,96 (2bs, 2H, NH,).

C NMR (CDCls, ppm): 16,49 (C-18); 18,07 i 18,78 (C-19); 20,68; 25,74; 29,37 i 29,43;
30,92 i 31,01; 32,42 i 32,84; 35,66 i 35,80; 36,27; 36,56; 36,94; 37,92; 38,05 i 38,41,
45,25 i 45,34; 49,52; 62,28 i 62,54 (C-4); 69,39 i 69,44 (C-5); 118,15 i 118,27 (CN);
174,39 174,58 (C-16, CONH,); 205,91 i 206,57 (C-3, CO).
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4.31. 4-HIDROKSI-3-0KSO-16,17-SEKOANDROST-4-EN- "
16,17A-DINITRIL (33) CN

OH 33

Smesa epoksida 31ai 31b (68,3 mg, 0,21 mmol) se rastvori u mravljoj kiselini (1 mL) i
zagreva na tacki kljucanja u toku jednog sata. Nakon zavrSetka reakcije reakcionoj smesi se
doda voda (5 mL), zatim ekstrahuje metilen-hloridom (3 x 5 mL), organski sloj se osusi i upari.
Sirov proizvod se precisti fleS hromatografijom (toluen — etil-acetat, 2:1), pri ¢emu se dobijaju
beli kristali jedinjenja 33 (28 mg, 41%, t.t. 129-130°C nakon prekristalizacije iz sme$e n-heksan
— aceton).

IR spektar (KBr, cm™): 3420, 2937, 2244, 1662, 1636, 1383, 1170.
'H NMR spektar (CDCls, ppm): 1,16 (s, 3H, H-19); 1,20 (s, 3H, H-18); 6,09 (s, 1H, OH).

3C NMR spektar (CDCls, ppm): 15,70 (C-15); 15,80 (CHs); 17,25 (CHa); 19,23; 22,62;
27,34; 30,28; 31,11; 31,22; 34,35; 35,35; 36,71; 38,48; 45,00 (C-14); 52,83 (C-9);
116,91 (CN); 118,13 (CN); 137,40 (C-4); 141,22 (C-5); 193,24 (C-3).

HRMS (TOF) m/z: Ca0H26N,0, [M+H]" izracunato: 327,20670; nadeno: 327,20652.

(o]

4.32. 3-BENZILOKSIESTRA-1,3,5(10)-TRIEN-17-ON (35) IE ]lj

BnO
35

Jedinjenje 34 (5 g, 18,49 mmol) se rastvori u smesi acetona i metanola (1:1, 250 mL), a
zatim doda kalijum-karbonat (5 g, 36,18 mmol) i benzil-hlorid (38,6 mL, 0,33 mmol). Smesa se
zagreva uz refluks u toku 8 sati, nakon Cega se ohladi i procedi radi uklanjanja kalijum-
karbonata. Filtrat se upari, a viSak benzil-hlorida ukloni destilacijom sa vodenom parom.
Ostatak nakon destilacije se procedi, pri ¢emu se dobija jedinjenje 35 u obliku belog praha
(6,12 g, 92%, t.t. 133-135°C nakon prekristalizacije iz metanola, lit.}? t.t. 135-136°C).

4.33. 3-BENZILOKSIESTRA-1,3,5(10)-TRIEN-16,17-DION -

16-0KsIM (36) NOH

Metalni kalijum (2,20 g, 56,40 mmol) se rastvori u t-butil-alkoholu (92 mL) u
anhidrovanim uslovima. Dobijenom rastvoru kalijum t-butoksida u t-butil-alkoholu se doda

benziletar estrona 35 (2,20 g, 6,10 mmol) i nakon 15 minuta mesSanja na sobnoj temperaturi,
doda se i-amil-nitrit (10,3 mL, 75,8 mmol). Reakciona smesa se mesa u toku jednog sata, a
zatim ostavi 18 sati na sobnoj temperaturi. Po isteku reakcionog vremena, reakciona smesa se
izlije u vodu i neutraliSe hlorovodoni¢nom kiselinom (1:4). Dobijeni talog se procedi i osusi, pri
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¢emu se dobija jedinjenje 36 (2,21 g, 93%, t.t. 194-196°C nakon prekristalizacije iz metanola,
lit.}”3 t.t. 193,5-195,5°C) u obliku belog praha.

4.34. 3-BENZILOKSI-173-HIDROKSIESTRA-1,3,5(10)-TRIEN- ot
«H
16-ON OKsIM (37) _ =N,
|
BnO =

Oksimino-keton 36 (7,32 g, 18,77 mmol) rastvori se uz zagrevanje u smesi metanola
(150 mL) i metilen-hlorida (60 mL), uz dodatak 1%-nog vodenog rastvora kalijum-hidroksida
(220 mL). Ohladenom rastvoru se doda natrijum-borhidrid (1,42 g, 37,56 mmol) u porcijama,
uz mesanje. Nakon mesanja reakcione smese na sobnoj temperaturi u toku 30 minuta, doda
se glacijalna siréetna kiselina do pH 5. Organski sloj se odvoji i upari, a zaostalo ulje tretira
acetonom, pri ¢emu proizvod ocvrsne. lzdvojeni kristali se isperu vodom do pH 7 i osuse, pri
¢emu se dobija jedinjenje 37 (6,4 g, 93%, t.t. 193-194°C nakon prekristalizacije iz metanola,
lit.!”* t.t. 195-196°C) u obliku belih kristala.

4.35. 3-BENZILOKSI-17-0KS0-16,17-SEKOESTRA-1,3,5(10)- 8
TRIEN-16-NITRIL (38) -~ /*;N

BnO~ S
38

Jedinjenje 37 (4,78 g, 12,2 mmol) i p-toluensulfonil-hlorid (7,31 g, 47,16 mmol) se
rastvore u apsolutnom piridinu (30 mL). Reakciona smesa se meSa 3 sata na sobnoj
temperaturi, a zatim se izlije u smesu leda i vode (400 mL) i zakiseli pomoc¢u hlorovodoni¢ne
kiseline (1:1) do pH 3. lzdvojeni talog se procedi, ispere vodom do pH 7 i osusi.
Hromatografskim preciséavanjem na koloni silikagela (400 g, toluen — etil-acetat, 19:1) dobija
se &isto jedinjenje 38 (1,94 g, 43%, t.t. 137°C nakon prekristalizacije iz metanola, lit."’* t.t. 137-
138°C).

4.36. 3-BENZILOKSI-17-HIDROKSI-16,17-SEKOESTRA-1,3,5(10)-TRIEN-

16-NITRIL (39) @:Ej:g:
BnO i

39

Jedinjenje 38 (1,54 g, 4,13 mmol) se rastvori u etanolu (95%, 20 mL), a zatim se doda

natrijum-borhidrid (0,40 g, 1,06 mmol). Reakciona smesa se mesa na sobnoj temperaturi, u
toku 30 minuta. Po isteku reakcionog vremena, reakciona smesa se izlije u vodu (50 mL) i
zakiseli do pH 1 sa hlorovodoniénom kiselinom (1:1), pri €éemu se izdvaja jedinjenje 39 u
obliku belog taloga (1,53 g, 99%, t.t. 134-136, lit.""* t.t. 135-136°C).
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4.37. 3-BENZILOKSI-17-METANSULFONILOKSI-16,17-SEKOESTRA-

1,3,5(10)-TRIEN-16-NITRIL (40) /@igt?:
BnO %

40

Rastvor jedinjenja 39 (1,53 g, 4,16 mmol) u apsolutnom piridinu (20 mL) se ohladi na
0°C, doda metansulfonil-hlorid (4 mL, 5,92 g, 51,68 mmol) i reakciona smesa se ostavi na 4°C
u toku 22 sata. Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona smesa se izlije u ledenu vodu
(200 mL) i zakiseli sa hlorovodoni¢nom kiselinom (1:1) do pH 1. Dobijeni talog se procedi, a
zatim hromatografski precisti na koloni silikagela (102 g, toluen — etil-acetat, 10:1), pri ¢emu
se dobija Cisto jedinjenje 40 u obliku ulja (0,90 g, 48%).

IR spektar (film, cm™): 3027, 2938, 2866, 2243, 1731, 1608, 1500, 1356, 1175, 960,
842, 754.

'H NMR spektar (CDCls;, ppm): 1,05 (s, 3H, H-18); 2,65 (dd, 1H, Jgem = 17,9 Hz, J15514 =
5,4 Hz, H-15a); 3,08 (s, 3H, CH;, Ms); 3,92 (d, 1H, Jgem = 10,2 Hz, H-17a); 4,19 (d, 1H,
Jgem = 10,2 Hz, H-17b); 5,06 (s, 2H, CH,, Bn); 6,76-7,49 (grupa signala, 8H, aromaticni

protoni).

C NMR spektar (CDCls, ppm): 15,42 (C-15); 15,77; 25,63; 26,80; 29,73; 35,51; 37,13;
37,89 (CHs, Ms); 39,07; 40,90; 42,43; 69,76 (CH,, Bn); 75,70 (C-17); 112,59; 114,28;
118,96 (CN); 126,24; 127,30; 127,74; 128,40; 131,45; 137,02; 137,28; 156,83 (C-3).

HRMS (TOF) m/z: Co6H31:NO4S [M+H]" izraunato: 454,20466; nadeno: 454,20379.

4.38. 3-BENZILOKSI-16,17-SEKOESTRA-1,3,5(10)-TRIEN-

16,17A-DINITRIL (41) ?biﬁ

4

Jedinjenje 40 (0,53 g, 1,38 mmol) se rastvori u dimetilsulfoksidu (15 mL) i doda se
natrijum-cijanid (120 mg, 2,45 mmol). Reakciona smesa se zagreva uz refluks u toku 7 sati u
atmosferi azota. Po zavrsetku reakcije, reakciona smesa se izlije u zasi¢en rastvor amonijum-
hlorida (100 mL) i ekstrahuje metilen-hloridom (3 x 20 mL). Organski sloj se osusi i upari, a
sirov proizvod hromatografski precisti na koloni silikagela (50 g, toluen — etil-acetat, 10:1).
Cisto jedinjenje 41 se dobija u obliku belih kristala (0,15 g, 34%, t.t. 144°C nakon
prekristalizacije iz smeSe n-heksan — aceton).

IR spektar (KBr, cm™): 3032, 2923, 2242, 1608, 1500, 1237, 1025.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 1,15 (s, 3H, H-18); 2,67 (dd, 1H, Jgem = 17,8 Hz, J15514 =
5,4 Hz, H-15a); 5,06 (s, 2H, CH,, Bn); 6,74-7,47 (grupa signala, 8H, aromaticni protoni).
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C NMR spektar (CDCls, ppm): 15,87 (C-15); 19,06 (C-18); 26,07; 26,99; 29,79; 31,20;
37,03; 38,52; 39,46; 42,58; 44,34, 69,94 (CH,, Bn); 112,77; 114,44, 117,12 (CN); 118,38
(CN); 126,33; 127,42; 127,88; 128,54; 131,28; 137,10; 137,28; 157,06 (C-3).

HRMS (TOF) m/z: Co6H,sN,0 [M+H]" izraéunato: 385,22744; nadeno: 385,22694.

4.39. 3-HIDROKSI-16,17-SEKOESTRA-1,3,5(10)-TRIEN-

16,17A-DINITRIL (42) Qlii:

42

Jedinjenje 41 (47,8 mg, 0,16 mmol), metilen-hlorid (2,5 mL) i paladijum na ugljeniku
(10%, 6,5 mg) se intenzivno mesaju na sobnoj temperaturi u atmosferi vodonika u toku 24
sata. Nakon toga doda se joS jedna porcija paladijuma na ugljeniku (10%, 4,9 mg) i nastavi
mesanje u atmosferi vodonika u toku naredna 24 sata. Nakon isteka reakcionog vremena,
reakciona smesa se procedi od katalizatora preko celita, a rastvor se posle cedenja upari, pri
¢emu se dobija sirovo jedinjenje 42 (35,7 mg, 98%), koje se prekristaliSe iz smeSe metilen-
hlorid — metanol (t.t. 222°C).

IR spektar (KBr, cm™): 3344, 2944, 2921, 2254, 1611, 1508, 1446, 1230.

'H NMR spektar (Aceton-D6, ppm): 1,11 (s, 3H, H-18); 2,64 (dd, 1H, Jgem = 18,0 Hz,
Jisa14 = 3,9 Hz, H-15a); 6,56 (d, 1H, J = 2,4 Hz, H-4); 6,63 (dd, 1H, J;,= 8,4 Hz, J;,= 2,6
Hz, H-2); 7,15 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-1); 8,05 (s, 1H, OH).

C NMR spektar (Aceton-D6, ppm): 16,01 (C-15); 18,68 (C-18); 27,02; 27,82; 30,50;
30,85; 37,56; 39,02; 41,12; 43,54; 45,54; 113,90; 115,65; 118,59 (CN); 120,17 (CN);
127,25; 131,07; 138,03; 156,24 (C-3).

HRMS (TOF) m/z: C19H22N,0 [M+H]" izraéunato: 295,18049; nadeno: 295,17978.
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5. ZAKUJUCAK

U ovoj doktorskoj disertaciji su opisane sinteze novih androstanskih i estranskih
16,17-seko-16,17a-dinitrila.  Antiproliferativna aktivnhost odabranih novosintetizovanih
jedinjenja testirana je in vitro na ¢elijama humanih tumora.

U planiranoj sintezi 3B-hidroksi-16,17-sekoandrost-5-en-16,17a-dinitrila (12) kao
polazno jedinjenje posluZio je 3B-hidroksi-17-okso-16,17-sekoandrost-5-en-16-nitril (4) koji je
dobijen iz dehidroepiandrosterona (1). Transformacija dehidroepiandrosterona (1) zapoceta
je reakcijom oksiminovanja sa n-amil-nitritom u baznoj sredini, pri ¢emu je dobijen 3pB-
hidroksiandrost-5-en-16,17-dion 16-oksim (2) u prinosu od 92%. Stereospecificnom
redukcijom jedinjenja 2 natrijum-borhidridom dobijen je isklju¢ivo 3B,17B-dihidroksiandrost-
5-en-16-on oksim (3), u prinosu od 99%. Beckmann-ovom fragmentacijom u D-prstenu
jedinjenja 3 pomodu p-toluensulfonil-hlorida sintetizovan je 3B-hidroksi-17-okso-16,17-
sekoandrost-5-en-16-nitril (4) u prinosu od 70%. Sinteza ciljnog 3B-hidroksi-16,17-
sekoandrost-5-en-16,17a-dinitrila (12) je uradena na dva nacina. Prvi pravac obuhvatao je
najpre zastitu hidroksilne grupe u poloZaju C-3 kod jedinjenja 4 sa acetanhidridom pri cemu je
3B-acetoksi-17-okso-16,17-sekoandrost-5-en-16-nitril (5) sintetisan u prinosu od 95%. Zatim
je redukovana aldehidna funkcija u polozaju C-17, pri ¢emu je dobijen 3B-acetoksi-17-
hidroksi-16,17-sekoandrost-5-en-16-nitril (6) u prinosu od 95%. U cilju uvodenja cijano
funkcije u molekul i dobijanja 3B-acetoksi-16,17-sekoandrost-5-en-16,17a-dinitrila (10), bilo je
neophodno C-17 hidroksilnu grupu jedinjenja 6 prevesti u bolju odlaze¢u grupu. Stoga je
radena reakcija tozilovanja jedinjenja 6 sa p-toluensulfonil-hloridom i 3B-acetoksi-17-p-
toluensulfoniloksi-16,17-sekoandrost-5-en-16-nitril (7) je dobijen u prinosu od 89%.
Jedinjenje 6 je podvrgnuto i mezilovanju sa metansulfonil-hloridom, pri cemu je dobijen 3B-
acetoksi-17-metansulfoniloksi-16,17-sekoandrost-5-en-16-nitril (8) u prinosu od 86%. U
reakciji jedinjenja 6 sa anhidridom trifluormetansulfonske kiseline dobijen je 3B-acetoksi-17-
trifluorometansulfoniloksi-16,17-sekoandrost-5-en-16-nitril (9) koji je odmah nakon obrade
reakcione smese koris¢en za sledecu reakciju supstitucije. Jedinjenja 7, 8 i 9 su zatim
podvrgnuta reakciji supstitucije sa kalijum- ili natrijum-cijanidom, pri ¢emu se kao
najpovoljniji postupak dobijanja jedinjenja 10 pokazao postupak supstitucije jedinjenja 7 sa
kalijum-cijanidom u dimetilsulfoksidu, na 150-155°C u trajanju od 75 minuta. Pri reakciji
jedinjenja 8 sa natrijum-cijanidom u dimetilsulfoksidu na tacki klju¢anja, u trajanju od 10 sati
kao glavni proizvod je nastao di-(3B-acetoksi-16,17-sekoandrost-5-en-16-nitril-17-il)-etar (11)
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u prinosu od 27%. U cilju uklanjanja acetoksi zastite u polozaju C-3, jedinjenje 10 je tretirano
sa natrijum-etoksidom i dobijen je 3B-hidroksi-16,17-sekoandrost-5-en-16,17a-dinitril (12) u
prinosu od 99%. Drugi sintetski put dobijanja jedinjenja 12 iz jedinjenja 4 obuhvatao je dve
sintetske faze. U prvoj fazi je jedinjenje 4 sa p-toulensulfonilhidrazidom prevedeno u 3pB-
hidroksi-17-okso-16,17-sekoandrost-5-en-16-nitril p-toluensulfonilhidrazon (13) koji je u
reakciji sa dietil-aluminijum-cijanidom dao jedinjenje 12. Analizom dobijenih rezultata
zaklju¢eno je da je prvi sintetski put iako duZzi, povoljniji jer je ukupan prinos u odnosu na
drugi sintetski put znacajno vedi.

Sa ciljem uvodenja 4-en-3-on sistema izvrSena je Oppenauer-ova oksidacija jedinjenja
12 sa cikloheksanonom i aluminijum-izopropoksidom. Reakcija je izvedena na dva nacina.
Prema prvom nacinu reakcionoj smesi je dodat toluen i uz zagrevanje je istovremeno vrsena
destilacija, dok je prema drugom nacinu reakciona smesa zagrevana uz refluks, bez dodatka
toluena. 3-Okso-16,17-sekoandrost-4-en-16,17a-dinitril (14) je dobijen u prinosu od 87%,
odnosno 44%. Iz jedinjenja 14 je dobijen 1,4-dien-3-on derivat 15 reakcijom dehidrogenacije
koja je izvedena pri razlic¢itim uslovima. Kao najpogodnija se pokazala reakcija jedinjenja 14 sa
DDQ u apsolutnom toluenu u prisustvu TFA i BSTFA, pri ¢emu je nastao 3-okso-16,17-
sekoandrosta-1,4-dien-16,17a-dinitril (15) u prinosu od 45%. U reakciji jedinjenja 12 sa DDQ u
dioksanu dobijen je 3-okso-16,17-sekoandrosta-1,4,6-trien-16,17a-dinitril (16) u prinosu od
43%.

U cilju uvodenja metilenske grupe u polozaj C-6 jedinjenje 14 je podvrgnuto reakciji sa
trietilortoformijatom, u prisustvu p-toluensulfonske kiseline, nakon c¢ega su dodati
formaldehid i N-metilanilin. Dobijen je 6-metilen-3-okso-16,17-sekoandrost-4-en-16,17a-
dinitril (17) u prinosu od 56%. Jedinjenje 17 je podvrgnuto reakciji sa DDQ u prisustvu TFA i
BSTFA, pri ¢emu je dobijen 6-metilen-3-okso-16,17-sekoandrosta-1,4-diena-16,17a-dinitril
(18).

Za dobijanje 4-en-3,6-dionskog sistema izvrSena je modifikovana Jones-ova oksidacija
5-en-3B-ola 12, pri ¢emu je dobijen 3,6-diokso-16,17-sekoandrost-4-en-16,17a-dinitril (19) u
prinosu od 65%. Jones-ovom oksidacijom jedinjenja 12 u koncentrovanijem acetonskom na
viSoj temperaturi i duzim reakcionim vremenom nastao je B-seko derivat 20. U reakciji
jedinjenje 19 sa DDQ, u prisustvu TFA i BSTFA dobijen je 3,6-diokso-16,17-sekoandrosta-1,4-
diena-16,17a-dinitril (21) u prinosu od 11%.

Kao pogodan intermedijer za sintezu 16,17-seko-16,17a-dinitrila sa oksimino
funkcijom u poloZaju C-6 posluzio je 3B-acetoksi-5a-hidroksi-6-okso-16,17-sekoandrostan-
16,17a-dinitril (23), koji je dobijen iz jedinjenja 10, na dva nacina. Prvi nacin se sastojao iz
dve sintetske faze. U prvoj fazi je oksidovana dvostruka veza u jedinjenju 10 sa m-
hlorperbenzoevom kiselinom, u baznoj sredini, pri ¢emu je dobijena smesa 5a,6a- (22a) i
5B,6B-epoksida (22b), u prinosu od 70%. Smesa jedinjenja 22a i 22b je zatim podvrgnuta
oksidativhom otvaranju oksiranskog prstena. Reakcija je izvedena na dva nacina. Prvi nacin je
podrazumevao dodavanje vodenog rastvora CrO3 u acetonski rastvor polaznog jedinjenja, do

postojane narandZaste boje, pri ¢emu je dobijen 3B-acetoksi-5a-hidroksi-6-okso-16,17-
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sekoandrostan-16,17a-dinitril (23) u prinosu od 87%. Kada je u acetonski rastvor smese
jedinjenja 22a i 22b odjednom dodat veliki visak aq CrOs, kao glavni proizvod reakcije
dobijena je 5,6-seko-5-keto-6-kiselina 24, dok je jedinjenje 23 dobijeno u prinosu od 26%.
Jedinjenje 23 je dobijeno i brzim i jednostavnijim ,,one-pot“ postupkom. Naime, jedinjenje 10
je sa m-hlorperbenzoevom kiselinom dalo sme3u 50,6a- (22a) i 53,6p3-epoksida (22b), u koju
je bez izolovanja proizvoda reakcije dodat aceton i vodeni rastvor hrom(VI)-oksida, pri ¢emu
je dobijen 5a-hidroksi-6-keto derivat 23 u visokom prinosu od 97%. Dehidratacijom jedinjenja
23 sa tionil-hloridom dobijen je 3[B-acetoksi-6-okso-16,17-sekoandrost-4-en-16,17a-dinitril
(25) u prinosu od 80%. Jedinjenje 25 je sa hidroksilaminom-hidrohloridom dalo 3B-acetoksi-
(6E)-hidroksiimino-16,17-sekoandrost-4-en-16,17a-dinitril (26) u prinosu od 99%. Zatim je
jedinjenje 26 podvrgnuto reakciji uklanjanja acetatne zastite. Kada je izvedena reakcija
jedinjenja 26 sa natrijum-etoksidom u etanolu, na 50-57°C, nakon 2,5 sata dobijen je 3pB-
hidroksi-(6E)-hidroksiimino-16,17-sekoandrost-4-en-16,17a-dinitril (27), u prinosu od 63%.
Pored oksimino derivata 27 koji je dobijen kao glavni proizvod reakcije, pri ovim reakcionim
uslovima je nastao i 6-keto derivata 28, u prinosu od 25%. Istom reakcijom, ali na sobnoj
temperaturi, u toku jednog sata, jedinjenje 27 je dobijeno u nesto nizem prinosu (53%).
Uklanjanjem zastite kod jedinjenja 26 sa kalijum-hidroksidom u metanolu, nakon jednog sata
na sobnoj temperaturi, nastalo je jedinjenje 27 u prinosu od 49%. U cilju dobijanja 4-en-3-
onskog sistema kod jedinjenja 27 je izvrsena oksidacija hidroksilne grupe u polozaju C-3 sa
hrom(VI)-oksid-piridinskim  kompleksom. Dobijen je (6E)-hidroksiimino-3-okso-16,17-
sekoandrost-4-en-16,17a-dinitril (29) u prinosu od 80%.

Polazedi od jedinjenja 14 sintetisani su i (3E)- i (32)-hidroksiimino-16,17-sekoandrost-4-
en-16,17a-dinitrili (30a i 30b) u prinosu od 90%.

U cilju dobijanja 4-hidroksi-4-en-3-on sistema kod androstanskog 16,17-seko-16,17a-
dinitrila, jedinjenje 14 je podvrgnuto reakciji sa 30%-nim vodonik-peroksidom, u prisustvu
natrijum-hidroksida, na temperaturi od -14°C. Dobijena je smesSa 4a,5a- i 4B,5B-epoksi-3-
okso-16,17-sekoandrostan-16,17a-dinitrila (31a i 31b), u prinosu od 30%. Kada je reakcija
radena na sobnoj temperaturi u toku 5 minuta, a zatim na 4°C u toku 25 minuta, smesa
jedinjenja 31a i 31b je dobijena u prinosu od 23%, dok je kao glavni proizvod (38%) dobijena
smesa jedinjenja 32a i 32b. Otvaranje oksiranskog prstena smese epoksida 31a i 31b izvrSeno
je sa mravljom kiselinom pri ¢emu je dobijen 3-okso-4-hidroksi-16,17-sekoandrost-4-en-
16,17a-dinitril (33) u prinosu od 41%.

U cilju ispitivanja uticaja strukture A prstena na biolosku aktivnost, sintetisan je i
16,17-seko-16,17a-dinitril u estranskoj seriji. Kao polazno jedinjenje posluzio je 3-benziloksi-
17-hidroksi-16,17-sekoestra-1,3,5(10)-trien-16-nitril (39) koji je dobijen transformacijom
estrona (34) u pet sintetskih faza. Fenolna OH grupa jedinjenja 34 je zasticena prevodenjem u
benziletarsku zastitu dejstvom benzil-hlorida, u prisustvu kalijum-karbonata i dobijen je 3-
benziloksiestra-1,3,5(10)-trien-17-on (35) u prinosu od 92%. Zatim je jedinjenje 35
podvrgnuto reakciji oksiminovanja pri ¢emu je nagraden 3-benziloksiestra-1,3,5(10)-trien-
16,17-dion 16-oksim (36) u prinosu od 93%. Dobijeni oksimino-keton 36 je zatim redukovan
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pomocu natrijum-borhidrida, uz dodatak 1%-nog vodenog rastvora kalijum-hidroksida i 3-
benziloksi-17B-hidroksiestra-1,3,5(10)-trien-16-on oksim (37) je dobijen u prinosu od 93%.
Beckmann-ovom fragmentacijom D-prstena oksimino-alkohola 37 sa p-toluensulfonil-
hloridom dobijen je 3-benziloksi-17-okso-16,17-sekoestra-1,3,5(10)-trien-16-nitril (38) u
prinosu od 43%. Zatim je redukcijom aldehidne grupe kod jedinjenja 38 sa natrijum-
borhidridom sintetizovan 3-benziloksi-17-hidroksi-16,17-sekoestra-1,3,5(10)-trien-16-nitril
(39) u prinosu od 99%. Jedinjenje 39 je mezilovano sa metansulfonil-hloridom i dobijen je 3-
benziloksi-17-metansulfoniloksi-16,17-sekoestra-1,3,5(10)-trien-16-nitril (40) u prinosu od
48%. Jedinjenje 40 je podvrgnuto reakciji supstitucije meziloksi grupe sa natrijum-cijanidom u
dimetilsulfoksidu, pri ¢emu je dobijen 3-benziloksi-16,17-sekoestra-1,3,5(10)-trien-16,17a-
dinitril (41) u prinosu od 34%. U zavrsnoj fazi kod jedinjenja 41 je uklonjena benziletarska
zaStita i ciljni 3-hidroksi-16,17-sekoestra-1,3,5(10)-trien-16,17a-dinitril (42) je dobijen u
prinosu od 98%.

U radu je takode proucavan je uticaj odabranih novosintetizovanih jedinjenja na
proliferaciju sedam celijskih linija humanih tumora (MCF-7, MDA-MB-231, PC3, Hela, HT-29,
K562 i A549), dok je kao kontrola sluzila jedna zdrava humana éelijska linija (MCR-5).

Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da je najveci broj sintetizovanih
jedinjenja pokazao jaku antiproliferativhu aktivhost prema Hela celijskoj liniji, od kojih su
jedinjenja 12, 19, 27 i 29 potentnija od referentnog jedinjenja, Formestana. Jedinjenja 15, 19,
29 i 42 su ispoljila jaku citotoksi¢nu aktivnost prema malignim céelijama MDA-MB-231 linije,
dok su snaznu aktivnost prema PC3 Ccelijskoj liniji, kao i vecu aktivhost od referentne
supstance pokazala jedinjenja 14, 19, 27 i 33. Jedinjenja 27 i 29 su pokazala znacajnu
antiproliferativnu aktivnost prema HT-29, a jedinjenje 14 prema MCF-7 C(elijskoj liniji.
Testirana jedinjenja i Formestan nisu uticali na proliferaciju malignih ¢éelija K562 i A549.
Ispitivanjem uticaja supstituenata u polozaju C-4 i C-6 i prisustva dvostrukih veza u A prstenu
na antiproliferativhu aktivnost zaklju¢eno je da uvodenje A" dvostruke veze i aromatizacija A
prstena jedinjenja 14 dovode do povecanja antiproliferativne aktivnost samo prema MDA-
MB-231 Ccelijskoj liniji, dok prisustvo samo 4-en-3-on sistema u jedinjenju 14 povecava
potentnost prema Ccelijskim linijama Hela, PC3 i MCF-7. Uvodenje metilenske, keto ili
oksimino grupe u polozaj C-6 kod jedinjenja 14 dovodi do razli¢itih promena u
antiproliferativnoj aktivnosti. C-6 metilenska grupa (jedinjenje 17) uti¢e na potpuni gubitak
antiproliferativne aktivnosti, dok prisustvo C-6 keto grupe (jedinjenje 19) povecava
antiproliferativnu aktivnost prema MDA-MB-231 i neSto malo prema Hela celijama. Prisustvo
oksimino grupe u istom polozZaju (jedinjenje 29) povecava citotoksi¢nost prema MDA-MB-231,
Hela, HT-29 i A549 C(elijama. Prisustvo hidroksilne grupe u polozaju C-4 jedinjenja 14
(jedinjenje 33) povezano je sa smanjenjem antiproliferativne aktivnosti. Radi ispitivanja
uticaja D-prstena na antiproliferativnu aktivnost uporedene su citotoksi¢nosti jedinjenja 33 i
Formestana, pri cemu je zaklju¢eno da modifikacija D-prstena, otvaranje i uvodenje nitrilnih
funkcija, dovodi do povecanja citotoksi¢nosti prema PC3, MDA-MD-231 i MCF-7 ¢elijskim
linijama. Poredenjem citotoksi¢ne aktivnosti jedinjenja 19 i 29 zakljuCeno je da prisustvo
proton akceptorske keto grupe u polozaju C-6 doprinosi povecdanju citotoksi¢nosti jedino
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prema PC3 celijskoj liniji, dok proton donorska oksimino grupa dovodi do veée potentnosti
prema A459, HT-29, Hela i MDA-MB-231 ¢elijskim linijama. Prisutvo 3B-hidroksilne grupa u
poloZaju C-3 umesto keto grupe u molekulu 6-keto derivata 19 (jedinjenje 28) dovodi do
povecanja antiproliferativne aktivnosti samo prema HT-29 celijskoj liniji, a u molekulu 6-
oksimino derivata 29 (jedinjenje 27) prema Hela i PC3 celijskim linijama.

101



Andrea Nikoli¢ Doktorska disertacija

6. SKRACENICE

Ac acetil

Am amil

BPO benzoil-peroksid

BSTFA bis(trimetilsilil)-trifluoracetamid
Bz benzoil

CPBA hlorperbenzoeva kiselina

CSA kamforsulfonska kiselina
DABCO 1,4-diazabiciklo[2.2.2]oktan
DDQ 2,3-dihloro-5,6-dicijano-1,4-benzohinon
DEG dietilen-glikol

DMF dimetilformamid

DMSO dimetilsulfoksid

Et etil

Me metil

MMPP magnezijum bis(monoperoksiftalat) heksahidrat
Ms Metansulfonil (mezil)

NBS N-bromsukcinimid

NMO N-metilmorfolin N-oksid

PCC piridinijum-hlorhromat

PDC piridinijum-dihromat

Ph fenil

102



Andrea Nikoli¢

Doktorska disertacija

Py
Rh;(cap),
TBDMS
TBDMSCI
TBHP
TEOF

Tf

TFA
TFAA
THF

Ts

piridin
dirodijum-kaprolaktam
t-butildimetilsilil etar
t-butildimetilhlorosilan
t-butil-hidroperoksid
trietilortoformijat
trifluormetansulfonil
trifluorsiréetna kiselina
trifluoracetanhidrid
tetrahidrofuran

toluensulfonil (tozil)
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