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Uvod

1. UVOD

Androgena jedinjenja se primenjuju u medicini kao anabolici, antiinflamatorni i
antimikrobni agensi, a naro¢ito u tretmanu brojnih hormon zavisnih oboljenja'?, kao §to su
karcinom dojke, prostate, ovarijuma, karcinom cerviksa, zatim hirsutizam i benigna hiperplazija
prostate.

Kancer prostate je danas jedan od najceS¢ih uzroka smrti kod muskaraca u Evropi i SAD-
u. Do skoro, primarni nain lecenja je bila hirurSka intervencija, medutim, obzirom da ova
intervencija ne obuhvata adrenalna i druga tkiva u kojima se produkuju androgeni, sve viSe se
primenjuje hormonalna terapija. S druge strane, jedno od najrasprostranjenijih malignih
oboljenja kod Zena je karcinom dojke. Smatra se da je oko 30-50% kancera dojke estrogen-
Zavisno.

Sinteza androgena 1 estrogena, pre svega testosterona, dihidrotestosterona,
androstendiona, estradiola i dr. iz holesterola, odvija se preko klju¢nih enzima steroidogeneze.
Stoga se prekomerna biosinteza androgena, odnosno estrogena moZe spreciti inhibicijom
pojedinih enzima steroidogeneze (Sa-reduktaze, 17a-hidroksilaza/17,20-lijaze i aromataze), Sto
predstavlja efektivnu terapiju u leCenju raznih hormon zavisnih oboljenja, kao Sto su kancer
prostate, dojke, ovarijuma i dr. Terapeutici prve (testololakton, aminoglutetimid) i druge
(formestan, fadrozol) generacije, koji se koriste u leCenju kancera dojke, su se pokazali kao
manje selektivni i aktivni u poredenju sa novijim lekovima tree generacije (eksemestan,
anastrozol i letrozol). Iz tog razloga su sva novija istrazivanja usmerena prema iznalazZenju novih
potentnijih i selektivnijih terapeutika.

Utvrdeno je da se uvodenjem heteroatoma u steroidno jezgro poboljsava njihova bioloska
aktivnost 1 da dolazi do pojave novih bioloskih 1 farmakoloskih svojstava. U literaturi su opisana
mnoga steroidna jedinjenja koja u svojoj strukturi poseduju heterocikli¢ni prsten sa azotovim
atomom, kao Sto su prostanozol, stanozolol, danazol, furazabol, finasterid, a koja su nasla

primenu u lecenju brojnih hormon zavisnih bolesti. Osim antitumorske, ovakva jedinjenja su
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pokazala i antimikrobnu, antiviralnu i antifungalnu aktivnost kao Sto su solakongestidin,
solafloridin, verazin, plakinamin B.

Cilj istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije je sinteza novih 17-pikolil 1 17-
pikoliniliden androstanskih derivata, sa modifikacijama u A- i/ili B-prstenovima, kao i
ispitivanje njihove antiproliferativne aktivnosti in vitro. U okviru na$ih ranijih istraZivanja je
sintetisan vec¢i broj androstanskih derivata, od kojih su neki ispoljili dobru inhibitornu aktivnost
prema pojedinim enzimima uklju¢enim u steroidogenezu, a isto tako su se pojedini pokazali kao
jaki citotoksi¢ni agensi. Stoga se oCekuje da i jedinjenja sintetizovana u okviru ovog rada pokazu
znacajnu citotoksi¢nost prema odredenim malignim c¢elijskim linijama, posebno prema celijskim
linijjama karcinoma dojke 1 prostate, a da budu netoksi¢ni prema zdravim ¢elijama.

Predvidena istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji su veoma aktuelna, obzirom da je
danas predmet rada mnogih nauc¢nih timova Sirom sveta upravo sinteza androgenih hormona,
rasvetljavanje njihove strukture, a posebno njihova primena u terapijske svrhe. Saznanja o
mogucénosti primene antagonista androgena, tj. antiandrogena, u leCenju mnogih androgen
zavisnih bolesti i hormon zavisnih tumora (kancer prostate, kancer dojke i ovarijuma, benigna
hiperplazija prostate, hirsutizam i dr.), intenzivirala su istraZivanja u oblasti sinteze i primene
ovih jedinjenja u terapeutske svrhe.

Obzirom na postavljene ciljeve istraZivanja, u Opstem delu ovog rada dat je detaljan
pregled literature u kojoj su opisana steroidna i nesteroidna jedinjenja kao antitumorski agensi, a
takode je ukazano i na znacaj heteroatoma u strukturi steroidnog jezgra, za koji je utvrdeno da
uti¢e na poboljSanje bioloSke aktivnosti jedinjenja. Takode su detaljno opisane sinteze steroidnih
derivata sa heterocikliénim prstenom, zatim pregled razli¢itih hemijskih transformacija kod
steroidnih derivata, pre svega oksidacije, redukcije 1 fragmentacije, ¢ime se dobijaju potencijalno
bioloski aktivna jedinjenja.

U okviru Rezultata i diskusije su opisane sinteze kako polaznih, tako i novih 17-
supstituisanih androstanskih derivata, a takode su detaljno diskutovani spektroskopski podaci na
osnovu kojih su utvrdene strukture novosintetizovanih jedinjenja (pojedina jedinjenja su
dokazana i na osnovu rentgeno-strukturne analize). Takode su prikazani i diskutovani rezultati
antiproliferativne aktivnosti odabranih jedinjenja prema nekoliko malignih ¢elijskih linija:
adenokarcinom dojke ER+ (MCF-7), adenokarcinom dojke ER- (MDA-MB-231), kancer
prostate  AR- (PC3), karcinom cerviksa (HelLa), karcinom debelog creva (HT-29) i

2
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adenokarcinom plu¢a (A549), i prema jednoj liniji zdravih humanih celija (fetalni fibroblasti
pluca (MRC-5)). Na kraju je izvrSena korelacija antiproliferativne aktivnosti i strukture
odabranih sintetizovanih jedinjenja, kako bi se ispitao uticaj pojedinih funkcionalnih grupa kod
17a-pikolil i 17-pikoliniliden androstanskih derivata na antitumorsku aktivnost.

U Eksperimentalnom delu rada su opisani postupci dobijanja polaznih i
novosintetizovanih jedinjenja, a njihove strukture su utvrdene na osnovu spektroskopskih
podataka (IR, "Hi *C NMR i HRMS-TOF spektri).

U Zakljucku su saZeto opisani rezultati rada.

Slike IR, 'Hi >C NMR spektara novosintetizovanih jedinjenja su date u Prilogu.
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2. OPSTI DEO

2.1. Steroidna jedinjenja kao antikancerogeni agensi

Steroidna jedinjenja ispoljavaju raznovrsnu bioloSku aktivnost preko razli¢itih
funkcionalnih grupa smestenih oko njihovog krutog tetracikli¢nog jezgra. Imaju sposobnost
regulacije niza bioloSkih procesa, pa samim tim predstavljaju i potencijalne lekove u terapiji
mnogih bolesti kao Sto su kancer dojkel, kancer prostatez, leukemija“, autoimune bolestiS,
osteoporoza® i druge. Mnogi terapeutici bazirani na steroidnim jedinjenjima predstavljaju semi-
sintetske proizvode ili analoge, koji su dobijeni uvodenjem odgovarajuc¢ih funkcionalnih grupa u

strukturu steroidnog jezgra.

Androgeni hormoni, testosteron (2, T) i dihidrotestosteron (3, DHT) imaju vaZnu ulogu u
razvoju androgen-senzitivnih organa’”, ali isto tako i u razvoju bolesti poput kancera prostate,
benigne hiperplazije prostate, akni, hirsutizma i éelavosti'®. Kod muskaraca, najvaZniji
cirkuliSu¢i androgen je testosteron, dok je dihidrotestosteron glavni intracelularni androgen u

11,12
prostati .

Testosteron se sintetiSe u intersticijalnim (Leydig-ovim) celijama testisa iz
androstendiona (1), katalitickom aktivnoS¢u enzima 17f-hidroksisteroid dehidrogenaze (17f-
HSD), dok se konverzija testosterona u dihidrotestosteron odvija dejstvom Sa-reduktaze (50-R)"

(shema 2.1.).
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Androgeni efekat

Shema 2.1. Biosinteza testosterona (2) i dihidrotestosterona (3)

Androgeni hormoni ispoljavaju svoju aktivnost vezivanjem za androgene receptore
(AR)". Funkcija AR je da reguliSu vezivanje androgena, Sto dovodi do sekvencijalne promene
konformacije receptora, usled Cega se javljaju receptor-protein i receptor-DNK interakcije. AR
vezuju i Citav niz sintetskih molekula koji ispoljavaju drugaciji afinitet u odnosu na prirodne
androgene. Ovi AR ligandi se mogu klasifikovati kao steroidni ili nesteroidni, u zavisnosti od
njihove strukture, i za njih se moZe rec¢i da imaju antiandrogenu aktivnost. Oni umanjuju ili u
potpunosti blokiraju bioloSku aktivnost androgena, pa se stoga mogu Kkoristiti u lecenju
pomenutih hormon zavisnih oboljenja.

Mnogi sintetski steroidi su dobijeni modifikacijom strukture testosterona koja se vrsi u cilju
smanjenja androgenog efekta’™. Esterifikacijom 17B-hidroksilne grupe se pojaCava aktivnost
steroida 1 produZava njihovo dejstvo, obzirom da se povecava lipofilnost molekula, pa samim tim

i sposobnost zadrZavanja u masnom tkivu.

Kancer je trenutno, prema Svetskoj Zdravstvenoj Organizaciji (SZO) drugi glavni uzrok

smrti, kako u razvijenim, tako i u zemljama u razvoju. Medu najces¢e dostupnim lekovima u

terapiji kancera su bioalkilujuéi agensi kao $to je hlormetin (4, trgovacki naziv-Mustargen)'®",

18.1 . . . e .
8, 9, zatim antitumorski antibiotik

antimetaboli¢ki agensi kakav je fluorouracil (S, Adrucil)
doksorubicin (6, Adriamycin)®, kao i jedinjenja izolovana iz biljaka i njihovi derivati, npr.

paklitaksel (7, Taxol)21 (slika 2.1.).
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Slika 2.1. Antikancerogeni lekovi

Doza antikancerogenog leka koja je potrebna da uniSti tumorske celije je najCeSce
toksi¢na i za zdravo tkivo, tako da dovodi do brojnih sporednih neZeljenih efekata, Sto opet
ograniava efikasnost terapije. Dugoroc¢na efikasnost leka je Cesto ograni¢ena pojavom
kumulativne kardiotoksi¢nosti kao i sticanjem rezistencije na lekove® ™, Stoga je neophodno
razviti nove terapijske agense u tretmanu karcinoma koji bi bili mnogo aktivniji, i uz manje

sporednih efekata.

Poznato je da pojedini tercijerni amino steroidi (8, DAP, slika 2.2.)* pokazuju znacajnu
antitumorsku aktivnost prema transplantibilnim tumorima kod tri vrste Zivotinja: misSeva, hr¢aka
i pacova. U pokusaju da se iznadu novi analozi ovog tipa steroidnih molekula koji ispoljavaju
mnogo vecu aktivnost, a ujedno se dobijaju jednostavnijom hemijskom sintezom, pojavili su se
novi 16E-ariliden androstanski derivati kao potencijalni antitumorski agensi, kao Sto su

jedinjenja 9 (DPJ-RG-1110)***7, 10”1 11%° (slika 2.2.).
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Slika 2.2.

Ove studije ukazuju da uvodenje heterocikli¢nog prstena u strukturu steroida ima znacajan uticaj
na aktivnost jedinjenja, tako da ovaj tip 16E-ariliden androstanskih amino derivata predstavljaju

novu klasu potencijalnih antikancer agenasa™.

2.1.1. Karcinom dojke

Karcinom dojke je najcesci tip maligne bolesti kod Zena, dok je kod muSkaraca veoma
redak’. U Srbiji se godiSnje otkrije oko 3500 slucajeva pacijentkinja obolelih od karcinoma
dojke. Iako ovo oboljenje jo§S uvek ima veliku stopu smrtnosti, poslednjih godina se broj
izleCenih pacijenata povecava. To je rezultat napretka u lecenju, a narocito povecanog broja
preventivnih pregleda, Sto doprinosi ranom otkrivanju karcinoma i time pove¢anoj mogucnosti
izleéenja32. Faktori rizika su dobro poznati: godine starosti, porodi¢na istorija karcinoma dojke,

prvi porodaj posle tridesete godine Zivota, kasna menopauza i gojaznost>>.

Rak dojke nastaje od tkiva dojke, najéesce od tkiva unutraSnjosti mlecnih kanala ili
lobulusa®. Maligni tumori dojke mogu se podeliti u dve grupe. Prvu (vecu) grupu &ne tumori

zlezdanog porekla, koji se nazivaju karcinomima i predstavljaju naj¢es¢a maligna obolenja kod

8
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Zena. Drugu (manju) grupu Cine sarkomi - tumori vezivnog tkiva. Prvi simptomi bolesti su:
¢vori€ ili zadebljanje u dojci, uvlacenje ili mreSkanje koze, jednostrano uvlacenje bradavice koje
ranije nije postojalo, spontana sekrecija iz bradavice (ponekad sa sukrvicom) i promena veliine

ili oblika dojke (novonastala asimetrija)>.

Postoje Cetiri stadijuma bolesti. Prvi stadijum (T1) podrazumeva tumor u dojci najveceg
precnika 2 cm, bez zahvacenosti limfnih ¢vorova istostrane jame pazuha. Drugi (T2)
podrazumeva tumor u dojci do 5 cm u najve¢em precniku sa palpabilnim pokretnim limfnim
¢vorovima u istostranoj aksili. Tre¢i stadijum (T3) podrazumeva tumor bilo koje veliine s
fiksiranim limfnim ¢vorovima u aksili ili tumor bilo koje veli¢ine koji zahvata zid grudnog kosa
i/ili kozu dojke. Cetvrti i poslednji stadijum (T4) podrazumeva pojavu udaljenih metastaza, bez

obzira na veli¢inu tumora ili Zlezda® (slika 2.3.).
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7 AV )
J T1 stadijum p " 4!;! T3 stadijum
: \
==turmon {r : /
/ ™ /
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Slika 2.3. Stadijumi kancera dojke (T1-T4)*

U muskoj dojci se, za razliku od Zenske, retko javljaju patoloSke promene. To su najcesSce
ginekomastija i karcinom. Ginekomastija je jednostrano ili obostrano povecanje dojke nastalo
usled relativnog ili apsolutnog povecanja koli¢ine estrogena. Iako je karcinom muske dojke

izuzetno redak, metastaze se veoma brzo razvijaju i na okolne limfne Zlezde.

9
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2.1.1.1. Uloga androgena u razvoju i rastu karcinoma dojke

Kancer dojke je danas najce$¢i uzrok smrti medu Zenama Sirom sveta, a naro€ito kod
mladih Zena u zemljama u razvoju. Dobro je poznato da su tumori dojke hormon-zavisni i da

predstavljaju vazan eksperimentalni model za ispitivanje terapija zasnovanih na hormonima®’.

Polni hormoni imaju vaznu ulogu u razvoju i progresiji karcinoma dojke, mada ona jo$

.. . e 38 . . . . .
uvek nije u potpunosti razjasnjena’. Razumevanje uloge androgena u karcinogenezi dojke je
veoma znacajna jer mnoge Zene koriste testosteron u svojoj terapiji, kako bi olakSale simptome

menopauze, a naroCito Zene koje su usled hirurSke intervencije rano usle u menopauzu.

Prema klinickim ispitivanjima, mnoge Zene, pre i posle menopauze, mogu da razviju

simptome nedostatka androgena®*!

, ukljucujuci neobjaSnjivu gojaznost, loSe raspolozenje ili
smanjeni libido. Iz tog razloga se androgeni esto prepisuju kao terapija®. Iako je dokazano da
terapija zamene hormona poboljSava ove simptome, zajedno sa pozitivnim efektom na gustinu

kostiju, postoji poveéani rizik od pojave kancera dojke’®.

Postoje razlicita miSljenja o uticaju androgena na cCelije kancera dojke. S’ jedne strane,
smatra se da androgeni stimuliSu rast kancera dojke, obzirom da sluZe kao prekursori u biosintezi
estrogena, ¢ime se povecava nivo estrogena u organizmu. S’ druge strane, postoji Citav niz
istraZivanja kojima je utvrdeno da nizak nivo adrenalnih androgena dovodi do pojave kancera,
dok vi§i nivo spreava razvoj karcinoma®*”.

Za adrenalne androgene je definisano da imaju dva primarna uticaja na tumorske celije dojke: (1)
U odsustvu estrogena, oni stimuliSu rast karcinoma dojke vezivanjem za estrogene receptore
(ER), Sto moZe biti spreceno tretmanom sa antiestrogenima. (2) U prisustvu estrogena, oni se
ponasaju kao antiestrogeni i tako inhibiraju estrogen-stimulisani rast tumorskih ¢elija. To se vr$i

preko AR i moZe se spreéiti upotrebom antiandrogena®”.

Na osnovu ove hipoteze, moglo bi se zakljuditi da kod Zena u postmenopauzi, kod kojih
je nivo cirkuliSuc¢eg estrogena nizak, androgeni mogu delovati stimulativno na rast ¢elija kancera
direktnim vezivanjem za ER, dok kod Zena u premenopauzi kod kojih je nivo estrogena relativno
visok, androgeni imaju pretezno antiestrogeni efekat, tako da potiskuju estrogen-stimulisani rast

kancerogenih celija.

10
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2.1.1.2. Terapija u lecenju karcinoma dojke

Terapija u leCenju karcinoma dojke se moze podeliti na lokalnu 1 sistemsku.

Lokalnom terapijom se uklanja ili uniStava tumor u dojci, i podrazumeva hirurSku
intervenciju (poStedni hirurSki zahvati, mastektomija-radikalne operacije) i radioterapiju. U
sluaju da se kancer dojke prosiri 1 na ostale delove tela, lokalna terapija se moZe primeniti samo
za kontrolu bolesti u predelu dojki43 .

Sistemska terapija obuhvata hormonsku (edokrinu) terapiju, imunoterapiju i
hemioterapiju. Sa ovim terapijama se moze zapoceti pre ili posle hirurSke intervencije, jer one
deluju kroz krvotok i tako uniStavaju ili odrZzavaju kancer pod kontrolom™. Najbolje rezultate
daje kombinovano le€enje, shodno terapijskim protokolima. Sam izbor modaliteta leCenja zavisi

od stadijuma bolesti i opsteg stanja bolesnice™.

2.1.1.3. Hormonska (endokrina) terapija

Estrogen je glavni promoter rasta ¢elija kancera dojke. U vecini slucajeva, ¢elije kancera
poseduju receptore koji omogucavaju vezivanje slobodnog estrogena, ¢ime se pospesuje rast
tumora. Tumori koji poseduju ovaj receptor su estrogen receptor (ER)-pozitivni i/ili progesteron
receptor (PR)—pozitivni44, 1 za takve tumorske celije anti-hormonska terapija moZe biti dosta
korisna. Medutim, ukoliko je tumor ER- i PR-negativan, onda je mala verovatnoc¢a da ¢e anti-
hormonska lekovi biti od koristi. Cesto se anti-hormonska i hemioterapija kombinuju, u
zavisnosti od stadijuma kancera, medutim kada kancer jednom postane hormon-rezistentan

hemioterapija postaje jedina alternativa.

- Selektivni ER modulatori (SERM )-blokiraju vezivanje estrogena za receptore:

Tamoksifen (12, Nolvadex, slika 2.4.) je jedan od najranije primenjivanih nesteroidnih
SERM-a. On inhibira rast tumora dojke deluju¢i kao kompetitivni ER antagonist*’, mada takode
delimi¢no deluje 1 kao estrogen agonist. Tamoksifen se obi¢no uzima oralno u toku pet godina,
nakon cCega ima veoma malo dodatne koristi. Tamoksifen predstavlja korisnu terapiju kod

pacijenata sa metastazom i primarni je agens kod ranog ER+ i/ili PR+ kancera dojke.

11
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Toremifen (13, Fareston, slika 2.4.)-antiestrogen slican tamoksifenu, moZe biti opcija
kod Zena u postmenopauzi sa uznapredovalim karcinomom dojke.

Raloksifen (14, Evista, slika 2.4.) je agens koji se zbog antiestrogenog dejstva prema
kanceru dojke primenjuje u leCenju ove bolesti, ali se isto tako zbog svog estrogenog dejstva na

kosti koristi i u prevenciji osteoporoze kod Zena u postmenopauzi*®.

HOQ
H3C\N/CH3 O
O .
CHy o ‘ /S
TG S e
g OH
=

Tamoksifen (12) Toremifen (13) Raloksifen (14)

Slika 2.4. Strukture najznacajnijih SERM-a

- Progestini

PR-pozitivni uznapredovali tumor dojke moZe biti uspeSno tretiran sintetskim
progesteronskim agensima kakav je megestrol acetat (15, Megace, slika 2.5.). Dokazano je da
megestrol acetat umanjuje ucestalost valunga kod pacijentkinja sa kancerom dojke u
postmenopauzi®’. Progestini se uglavnom koriste kao druga ili treéa terapijska linija, posle

inhibitora aromataze i/ili antiestrogena.

Slika 2.5. Megestrol acetat (15)
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- Luteinizirajuci hormon oslobadajuci hormon agonisti (LHRH)

LHRH analozi kao s$to su goserelin (16, Zoladex) i leuprolein (17, Lupron) (slika 2.6.),
pripadaju grupi lekova koji potiskuju produkciju estrogena u ovarijumima, sve do nivoa
produkcije u postmenopauzi. U sustini, na taj nain dovode do potencijalne povratne medicinske
ablacije (amputacije) ovarijuma. Najefikasniji su kod ER-pozitivnog, rano dijagnostifikovanog

. - .4
karcinoma kod Zena u premenopauzi 5
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Goserelin (16) Leuprolein (17)
Slika 2.6. LHRH agonisti

- Inhibitori aromataze (IA)

Kod Zena u postmenopauzi estrogeni se vise ne produkuju u ovarijumima, ali se androgeni
(androstendion i testosteron), uglavnom iz adrenalnih Zlezda, transformisu u estrogene (estron i
estradiol) u perifernim tkivima, dejstvom enzima aromataze™®. Inhibitori aromataze (IA) su klasa
jedinjenja koji deluju sistemski tako $to inhibiraju biosintezu estrogena u tkivima. Iz tog razloga
oni nisu od znacaja kod pacijentkinja u premenopauzi, kod kojih se primarna biosinteza
estrogena odvija u ovarijumima®. Razlikuju se dva tipa IA, reverzibilni i ireverzibilni i oba tipa
kompetituju sa normalnim supstratima u vezivanju za enzim. Prema strukturi IA se mogu
podeliti na steroidne 1 nesteroidne. Nekompetitivni inhibitori, kakvi su steroidni, se ireverzibilno
vezuju za enzim, i time ga ostavljaju trajno inaktiviranim®'. IA su klasifikovani u prvu, drugu i

trecu generaciju (tabela 2.1.).
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Tabela 2.1. Klasifikacija inhibitora aromataze.

Opsti naziv Trgovacki naziv Generacija
Aminoglutetimid Prva, nesteroidni
Formestan Lentaron Druga, steroidni
Eksemestan Aromasin Treca, steroidni
Atamestan Treca, steroidni
Anastrozol Armidex Treca, nesteroidni
Fadrozol CGS16949A Treca, nesteroidni
Letrozol Femara Treca, nesteroidni
Vorozol Treca, nesteroidni

Aminoglutetimid je bio prvi IA i mada je bio efikasan pacijenti su ga slabo tolerisali

(pospanost, groznica, inhibicija sinteze Kkortizola).

Kasnije je

zamenjen 4-hidroksi

androstendionom (formestan), koji je bio mnogo bolje tolerisan. Tre¢a generacija IA (slika 2.7.)

se moZze podeliti u dva tipa:

- nesteroidni, reverzibilni triazolski derivati (anastrozol (18), fadrozol (19), letrozol

(20) i vorozol (21))

- steroidni, ireverzibilni inhibitori (eksemestan (22) i atamestan (23))

Trenutno naj¢esce primenjivani A su eksemestan, anastrozol i letrozol.

14
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Slika 2.7. Treca generacija inhibitora aromataze
Nezeljeni sporedni efekti koji se mogu javiti tokom terapije inhibitorima aromataze su
valunzi, znojenje, vrtoglavica, povracanje, dijareja.

Inhibitori aromataze se danas intenzivno koriste u terapiji rano dijagnostifikovanog

. . . . . . .. .. . . .52
karcinoma dojke, §to moZe imati uticaj i na njihovu primenu kod bolesti u metastazi>”.

- Estrogen receptor antagonisti

Kako bi se upotpunio Sirok spektar ve¢ ranije prikazanih agenasa koji se primenjuju u
hormonalnoj terapiji kancera dojke, vazno je pomenuti i selektivni estrogen-receptor antagonist

fulvestrant (24, Faslodex, slika 2.8.)>>.
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Slika 2.8. Fulvestrant (24)

Fulvestrant ima strukturu slicnu estradiolu tako da kompetitivno inhibira vezivanje
estradiola za estrogene receptore. Fulvestrant za razliku od tamoksifena ne pokazuje agonisticki

efekat, a afinitet vezivanja za ER mu je mnogo ja&i u odnosu na tamoksifen*.

2.1.2. Terapijski agensi u leCenju kancera prostate

Karcinom prostate je najrasprostranjenije maligno oboljenje i drugi vodec¢i uzrok smrti
kod musSkaraca u Evropi i SAD-u™. Simptomi bolesti javljaju se kasno, znatno kasnije nego
simptomi benignog povecanja prostate. Najces¢i simptomi su ucestalo, oteZano i isprekidano
mokrenje, krv u mokra¢i i semenoj teCnosti, bol i pecenje pri mokrenju, problemi sa
reproduktivnim organima, ¢esta bol i ukocenost donjeg dela leda, a u kasnijoj fazi bolesti
mrSavljenje, gubitak apetita 1 slabost. Tumor prostate formira se u Zlezdanom tkivu prostate,
sporo raste, pa je gotovo 90% svih kancera prostate klinicki teSko uocljivo. Terapija kancera
prostate moZe biti hirurSka, radioterapija, terapija zraCenjem ili hormonalna terapija, a ponekad i
kombinacija antiandrogena i citostatika™. Uprkos napretku u skriningu i intenzivnim terapijama,

uznapredovali stadijum kancera prostate ostaje neizleciv.

Androgeni su odgovorni za normalan razvoj i funkcionisanje prostate, ali isto tako imaju i
kljuénu ulogu u razvoju, rastu i napredovanju kancera prostate’®. Huggins i Hodges®' su 1967.
godine primili Nobel-ovu nagradu za otkri¢e iz 1941. g., da se hirurSkom ili medicinskom
kastracijom moZe ograniciti napredak karcinoma prostate u metastazi, i samim tim poboljsati
simptomi urinarnog trakta kao i kvalitet Zivota uopSte. Do skoro, primarni nacin lecenja je bila
hirurs§ka intervencija kao i terapija luteiniziraju¢im hormonom, medutim, ove metode lecenja ne

obuhvataju adrenalna i druga tkiva u kojima se produkuju androgeni. Stoga se prekomerna
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biosinteza androgena moZe spreCiti inhibicijom enzima koji ucestvuju u steroidogenezi

androgena. Na slici 2.9. je prikazan biosintetski put androgenih hormona

58

Progestageni

Pregnenolon|

17-OH 17-OH
pregnenclon progesteron
Adrenalni androgeni
17-keto
3p-HSD reduktaza
e
0
DHEA Androstendion

Periferni androgeni OH

Testosteron

Slika 2.9. Biosintetski put androgenih hormona
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Hormonalnom terapijom sprecava se dalji rast i razmnoZavanje malignih celija u prostati,
uticanjem na sintezu testosterona. Testosteron se delovanjem 5So-reduktaze pretvara u aktivniji
oblik, dihidrotestosteron (DHT), koji moZe pokrenuti ili podrZavati stvaranje zlo¢udnih celija u
prostati. Blokada stvaranja ovog stimuliraju¢eg hormona moZze se posti¢i hormonalnim lekovima
(antiandrogenim supstancama) ili operativnim odstranjivanjem testisa u kojima se testosteron
stvara. Hormonalna terapija se ne primenjuje dugo, jer se u vecini slu€ajeva stvara rezistencija na
delovanje leka, pa se nakon nekoliko godina mogu javiti recidivi - ponovljeni karcinom prostate,
bez obzira na nivo testosterona. Stoga se ovaj oblik hormonalne terapije obi¢no kombinuje sa
drugim metodama leGenja®. Mehanizam delovanja androgena (DHT) na éelijskom nivou je

prikazan na slici 2.10.%°.

Testosteron

Su- reduktaza

L rispag R HEPAD
@ HEF7

Proliferacija
celije

Slika 2.10. Mehanizam delovanja androgena

Testosteron prolazi u ¢eliju gde se dejstvom enzima Sa-reduktaze transformiSe u DHT,
koji se zatim vezuje za androgeni receptor (AR). Tom prilikom dolazi do konformacionih
promena u oblasti vezivanja liganda, Sto prouzrokuje toplotnu Sok disocijaciju proteina od AR.

Transformisani AR podleZe dimerizaciji, fosforilovanju i translokaciji do jedra, gde se vezuje za
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androgen-odgovorni element u DNK, i time aktivira transkripciju AR ciljanih gena, §to u krajnjoj

liniji vodi do ¢elijske proliferacije.

Kao dobri terapeutici u leCenju karcinoma prostate pokazali su se derivati androgena koji
sadrze atome sumpora, kiseonika i azota u svojoj strukturi’*. Oni ispoljavaju svoje delovanje

inhibiraju¢i enzime steroidogeneze Sa-reduktazu ili 17a-hidroksilazu/17,20-lijazu.

2.1.2.1. Inhibitori 5a-reduktaze

Sa-Reduktaza (50-R, 3-okso-5a-steroid dehidrogenaza) je jedan od enzima ukljucenih u
metabolizam steroida. Ucestvuje u tri metabolicka puta: biosintezi Zucnih kiselina, androgena i
estrogena®. 5a-Reduktaza katalizuje zasi¢ivanje dvostruke veze u poloZaju A* testosterona, pri
¢emu dolazi do formiranja dihidrotestosterona (shema 2.1.).

Kod muske populacije kod koje je aktivnost ovog enzima manja, manji je i rizik od
nastajanja tumora prostate’’. Inhibiranjem ovog enzima smanjuje se koncentracija
dihidrotestosterona, a povecava koncentracija testosterona, pa time moZda i nivo estradiola.
Zbog toga se inhibitori ovog enzima koriste kao lekovi za leCenje beningne hiperplazije prostate,

tumora prostate, kao i nekih drugih androgen-zavisnih bolesti i poremecéaja (npr. ¢elavosti)®.

Finasterid (25, Proscar, slika 2.11.) je sinteticki antiandrogen koji konkurentno inhibira
Sa-reduktazu. Naime, on je aza-analog testesterona, koji ima afinitet vezivanje za Sa-reduktazu.
Za razliku od testosterona, finasterid se dalje ne prevodi u dihidrotestosteron. Na taj nacin se
smanjuje zapremina prostate, poboljSavaju se simptomi benigne hiperplazije prostate i smanjuje

se rizik od kancera prostate®.

Jo$ jedan inhibitor ovog enzima je Dutasterid (26, slika 2.11.). Dutasterid se koristi za

le¢enje beningne hiperplazije i za smanjenje rizika od tumora prostate®.

Turosterid (27, slika 2.11.) je selektivni inhibitor 5a-reduktaze, koji je proucavan kao

moguci lek za leCenje beningne hiperplazije prostate, ali nikada nije dospeo na trziste®.
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Finasterid (25) Dutasterid (26) Turosterid (27)

Slika 2.11. Steroidni inhibitori Sa-reduktaze

Steroidni molekuli koji u poloZaju C-17 imaju karbamatnu funkciju (slika 2.12.)
inhibiraju Sa-reduktazu u ¢elijama karcinoma prostate, te na taj nacin inhibiraju proliferaciju
ovih éelija65. Osim toga, pojedini C-17 steroidni karbamati mogu da inhibiraju i CYP17 enzim®,

dok neki ispoljavaju antiproliferativni efekat prema ¢elijama kancera prostate®’.

R, =R, =Rs=Ry= H; R3,R, = dvostruka veza (28)
R,R; = R;Ry= R;5 R¢ = dvostruka veza (29)
R; =R, = H; R3; R, = Rs R = dvostruka veza (30)
Ri =R, =R3=R4=Rs5=Rs=H (31)

Slika 2.12. C-17 steroidni karbamati
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2.1.2.2. Inhibitori 17 a-hidroksilaze/17,20-lijaze P450,7, (CYP17)

Inhibitori enzima lijaze P450,7, (CYP17) predstavljaju novu klasu lekova, koji su se
pokazali kao veoma dobri antitumorski agensi u tretmanu tumora prostate®. Multifunkcionalna
170-hidroksilaza/17,20-1ijaza je citohrom P450 enzim smesSten u endoplazmati¢énom retikulumu
nadbubreznih Zlezda, testisa, placenti i ovarijumima, i nalazi se na raskr$¢u sinteze polnih
hormona 1 glukokortikoida69. Ovaj enzim katalizuje reakcije oksidacije, ali takode poseduje i
lijaznu aktivnost koja se ogleda u raskidanju C-17/C-20 veze. Na slici 2.13. prikazan je
kompjuterski model ljudskog enzima CYP17"°.

Slika 2.13. Kompjuterski model ljudskog enzima CYP17

Kako 3D kristalna struktura enzima joS uvek nije razjaSnjena, dizajn inhibitora je
zasnovan na informacijama prikupljenim primenom razli¢itih metoda kao Sto su ’docking’ 1
tehnike molekulskog modelovanja. Generelno, CYP17 inhibitori se prema strukturi mogu

podeliti na steroidne i nesteroidne.

Steroidni inhibitori su po strukturi sli¢ni prirodnim supstratima enzima, pregnenolonu i
progesteronu, i najceS¢e imaju modifikovani D-prsten u poloZzaju C-17. Oni se dalje mogu

podeliti na: tip I kompetitivne inhibitore, tip II kompetitivne inhibitore, inhibitore zasnovane na
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mehanizmu, i afinitet-obeleZavajuée agense™. Najée§¢e proudavani su tip II kompetitivni

inhibitori koji u svojoj strukturi sadrze azot kao heteroatom.

Veliki broj inhibitora enzima CYP17 su razvijeni kao potencijalni lekovi u terapiji

71-74
kancera prostate” .

Na osnovu brojnih preklinickih studija, jedan od danas najpotentnijih, visokoselektivnih,
ireverzibilnih inhibitora enzima lijaze je steroidni citostatik abirateron (32, slika 2.14.).
Koncentracija abiraterona neophodna za smanjenje aktivnosti CYP17 za 50% je oko 10 puta
manja u odnosu na ketokonazol, poznati agens u leCenju tumora prostate. Takode, abirateron
smanjuje nivo testosterona ispod granica detekcije, 1 kao Sto je 1 za ocekivati, umanjuje nivo
estradiola, dehidroepiandrosterona i androstendiona™. Obzirom na slabu biodostupnost samog
abiraterona, sintetisan je prolek abirateron-acetat (33, Zytiga, slika 2.14.), koji se veoma brzo
deacetiluje in vivo do aktivnog metabolita. Abirateron-acetat je 2011. godine odobren da se

koristi u leCenju pacijenata sa metastazom kancera prostate.

-

Zytiga

tablats

Abirateron (32) Abirateron-acetat (33, Zytiga)

Slika 2.14.

Antifungalni agens ketokonazol (34), nespecifi¢ni citohrom P450 inhibitor, se koristi u
leCenju kancera prostate, mada je pokazao skromnu efikasnost obzirom da su pacijenti postali
rezistentni na terapiju’ "' °. Ketokonazol se obi¢no koristi u visokim dozama usled &ega se javljaju
1 izvesni sporedni efekti: hepatotoksicnost, gastrointestinalna toksi¢nost 1 adrenalna
insufiscijencija. I pored ovih ogranicenja ketokonazol ostaje Sirom primenjivan kao sekundarna

hormonalna terapija kancera prostate™.
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VN/124-1 (35, TOK-001, Galeteron) je racionalno dizajniran kao inhibitor biosinteze
androgena preko inhibicije enzima CYP17. On pripada seriji novih A'°-17-azolil steroida kod
kojeg je, za razliku od poznatih 17-heteroaril steroida, azolska funkcija vezana za C-17 poloZaj

steroida preko azotovog atoma’’. Trenutno je u fazi klinickih ispitivanja.

TAK-700 (36) je nesteroidni imidazolski CYP17 inhibitor, koji je trenutno u fazi

klinickih ispitivanja kod pacijenata sa kancerom prostate. Utvrdeno je da je ovaj agens ¢ak 260

puta selektivniji prema CYP17 u odnosu na 11B-hidroksilazu’”".

Strukture CYP17 inhibitora ketokonazola (34), VN/124-1 (35, TOK-001) i TAK-700

(36), prikazane su na slici 2.1 5.%

(0] N
) <
O/\(g\No/j >—N\_/N—O N:© H3CO:“O%‘$
@ - HiCO SO
Cl Cl HO

Ketokonazol (34) VN/124-1 (35, TOK-001) TAK-700 (36)
Slika 2.15. Strukture CYP17 inhibitora u klini¢koj primeni i klini¢kim ispitivanjima

Azolil steroidni derivati VN/85-1 (37) i VN/87-1 (38) su takode razvijeni kao inhibitori
enzima P450cl7 u cilju lecenja karcinoma prostate, medutim jo$ uvek nisu nasli klinicku

primenu (slika 2.16.)%"*",
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VN/85-1 (37) VN/87-1 (38)

Slika 2.16.
2.1.2.3. Primenjivani antiandrogeni u lecenju kancera prostate

Antiandrogeni su, kao Sto je ve¢ ranije pomenuto, kompetitivni inhibitori koji sprecavaju
prirodne ligande da se vezu za androgene receptore. Znacajan aspekt trenutnog istraZivanja
primene hormonske terapije ukljucuje optimalnu upotrebu antiandrogena u leCenju kancera
prostategz. Prema strukturi i mehanizmu antiandrogeni se mogu podeliti na steroidne i
nesteroidne. Steroidni agensi imaju parcijalnu agonisti¢ku aktivnost na androgenim receptorima,

dok su nesteroidni Cisti antiandrogeni.

Najpoznatiji steroidni antiandrogeni su svakako ciproteron acetat (39, Androcur, slika
2.17.) i megestrol acetat (15, Megace, slika 2.5.). Steroidni antiandrogeni su slabi delimi¢ni
agonisti 1 kompetitivni inhibitori AR u ciljnim organima.

Ciproteron acetat je sintetski C-21 17-hidroksiprogesteron koji se osim u terapiji
kancera prostate koristi i u leCenju benigne hiperplazije prostate (BHP), hiperseksualnosti, akni i
hirsutizma. Takode ulazi u sastav nekih kombinovanih oralnih kontraceptivnih tableta. Sporedni
efekti primene ciproteron acetata obuhvataju znacajno smanjeni libido, ginekomastiju, valunge,

zadrZavanje fluida i tromboemboliju®.
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Slika 2.17. Ciproteron acetat (39)

Megestrol acetat je takode sintetski progestin koji ispoljava i izvesnu aktivnost prema
glukokortikoidnim i1 mineralikortikoidnim receptorima. Osim kancera prostate koristi se 1 u
leCenju karcinoma dojke. U poredenju sa ostalim antiandrogenima, megestrol acetat je prili¢no

inferioran i njegova primena je ograni¢ena uglavnom na drugu terapijsku liniju®.

Sto se tiGe nesteroidnih antiandrogena u terapiji kancera prostate, najée$¢e su u upotrebi
flutamid (40, Eulexin), nilutamid (41, Nilandron) i bikalutamid (42, Casodex) (slika 2.18.).

Oni su kompetitivni inhibitori bez klinic¢ki znacajne agonisticke aktivnosti na AR in vivo.

0
Os® O
O,N N)k( SN
H (I)@
Flutamid (40) Nilutamid (41)
E F HO o 0
H \
F
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N&
Bikalutamid (42)

Slika 2.18. Nesteroidni antiandrogeni
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Flutamid je bio prvi AR blokator koji je dostigao Siroku primenu. U organizmu se
prevodi u hidroksi-flutamid, bioloSki aktivni oblik leka. In vitro studije su pokazale da flutamid
slabo aktivira AR. Kod 10-20% pacijenata se kao sporedni efekat javlja dijareja, dok se kod

svega 0.2% pacijenata razvija klini¢ko oboljenje jetre®.

Nilutamid je drugi antiandrogen koji je dobio klini¢ku upotrebu, i on se veoma aktivno
metabolizuje u jetri. Njegovo poluvreme eliminacije iz organizma je 38-40 casova, S§to
dozvoljava jednu dnevnu dozu leka. Nilutamid moZe izazvati nekoliko neZeljenih sporednih
efekata koji nisu zapaZeni kod ostalih nesteroidnih antiandrogena. Spora adaptacija na mrak,
nakon izlaganja jakom svetlu primecena je kod 5-50% tretiranih pacijenata, idiopatski alergijski
pneumonitis kod 1-2% 1 sindrom netolerancije na alkohol kod 5-19% pacijenata, koji se

. e 82
karakteriSe znojenjem i osipom"”.

Bikalutamid je Cisti antagonist AR, dok delimi¢na agonisti¢ka aktivnost nije zapaZena u
in vitro studijama. On je najobimnije proucavani nesteroidni alntialndrogen83 . Terapija
bikalutamidom moZe da rezultuje smanjenjem masnih naslaga i pove€anjem gustine kostiju, Sto
je utvrdeno kako u klinickim istrazivanjima, tako i u ispitivanjima na Zivotinjama. Medutim,
ginekomastija i bol u dojkama su cesti sporedni efekti u terapiji sa bikalutamidom, i javljaju se
kod 70-80% pacijenata. Ovi neZeljeni efekti delimicno mogu biti ublazeni lokalnom

. .. . . 84
radioterapijom ili tretmanom sa tamoksifenom™".

Usled nedostatka trenutno dostupnih antiandrogena, istrazivanja su usmerena ka razvoju
novih i efikasnijih agenasa®®. Poveéani androgen-receptor nivoi su odredeni kao molekulski
uzrok rezistencije na lekove, a trenutno dostupni antiandrogeni pokazuju androgen-receptor
agonisticku aktivnost. Ovo ukazuje da bi treca generacija antiandrogena mogla biti

okarakterisana manjkom AR agonistickog efekta.
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Obimna SAR (Structure Activity Relationship) istraZivanja, pra¢ena optimizacijom
farmakokinetic¢kih uslova, dovela su do izdvajanja jednog agensa za dalja preklinicka i klinicka
ispitivanja. Radi se o diariltiohidantoinskom antiandrogenu enzalutamidu (43, slika 2.19.),
ranije poznatom kao MDV3100. Enzalutamid je eksperimentalni AR antagonist, koji se vezuje
za AR osam puta jac¢e u odnosu na bikalutamid.

Brojni podaci ukazuju da bi ovaj agens mogao biti pravi AR antagonist, bez delimicne

agonisticke aktivnosti’®.
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Slika 2.19. Enzalutamid (43)

Mada enzalutamid predstavlja vrlo obecavajucu terapiju u leCenju kancera prostate, nisu svi

pacijenti reagovali na terapiju a rezistencija se razvila u mnogim slucajevima.

Na slici 2.20. je prikazano delovanje najvaznijih pomenutih agenasa u terapiji karcinoma

. e ey, 58
prostate, na androgen-signalizirajucu osu™.
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Slika 2.20. Androgen-signaliziraju¢a osa i njeni inhibitori (DHEA=dehidroepiandrosteron;
DHEA-S=dehidroepiandrosteron sulfat; DHT=dihidrotestosteron; AR=androgen receptor;
ARE=androgen-reaktivni element)

Sinteza androgena u testisima je regulisana gonadotropin oslobadaju¢i hormon-
luteiniziraju¢i hormon (GnRH-LH) osom, dok je adrenalna sinteza androgena regulisana
kortikotropin oslobadaju¢i hormon (CRH)-adrenokortikotropni hormon (ACHT) osom.

Enzalutamid (MDV3100) kompetitivno inhibira vezivanje androgena za AR.
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2.2. Prisustvo heterociklicnog sistema u strukturi steroidnog jezgra

Dobro je poznato da steroidna jedinjenja imaju veoma znacajnu biolosku ulogu. Oni
predstavljaju konstituente biomembrana, hormone, ispoljavaju zastitnu funkciju, stimuliSu rast
biljaka, i drugo. Mnogi predstavnici ove grupe su u Sirokoj upotrebi u medicini kao anabolici,
antiinflamatorni, antimikrobni, antitumorski i kontraceptivni agensigs. Steroidi izolovani iz
mnogih morskih organizama ispoljavaju raznovrsnu biolosku aktivnost. Pojedini su izuzetno
toksi¢ni prema tumorskim ¢elijama, a pokazuju i antimikrobnu kao i druge aktivnosti. Stoga nije
iznenadujuce $to ovi steroidi pobuduju veliki interes ne samo hemicara, nego i farmakologa.

Medicinska hemija steroida pokriva $iroku i interesantnu seriju struktura i bioloskih aktivnosti®”
88

Heterocikli¢ni prsten predstavlja molekulski okvir koji sluzi kao platforma za razvoj
farmaceutskih agenasa za razliCite primene. Antitumorska aktivnost mnogih jedinjenja koja
sadrze heterocikli¢ni prsten je istraZena®™°. Za mnoge od njih je utvrdeno da ispoljavaju

antikancer’ ™

i antimikrobnu aktivnost’**®, dok se u novijim istraZivanjima pominje cak i
.. . . 7 i qen . . . -
njihovo delovanje na Parkinson-ovu bolest’’. Heterocikli¢ni analozi steroida, narogito aza-, oksa-

i tia-derivati su veoma interesantni za SAR istraZivanja’®.

Uvodenje heterocikli¢nog prstena u steroidno jezgro ¢esto dovodi do promene njihove
fizioloSke aktivnosti i do pojave novih, interesantnih farmakoloskih i bioloskih svojstava, pre
svega antiinflamatorne, antineoplasticne i antiandrogene aktivnosti®. Steroidni heterocikli¢ni
antikancer agensi teZze da postignu kako hormonski, tako 1 citotoksi¢ni efekat na celije kancera.
Mnogi sintetski steroidni derivati stupaju u interakciju sa steroidnim receptorima, zbog

strukturne sli¢nosti sa prirodnim supstratima®’.

Kod steroidnih molekula kod kojih je u A ili D prsten uveden heterocikli¢ni sistem (sa N
i/ili O kao heteroatomom) doslo je do znacajnog poboljSanja njihove bioloske aktivnosti. Iz tog
razloga, razli¢iti heterocikli¢ni sistemi su uvedeni u strukturu steroidnog jezgra kao Sto su
pirazolski, pirazolinski, piridinski, pirimidinski, izoksazolski, izoksazolinski, imidazolski prsten,

i mnogi drugi®’.
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U brojnoj literaturi su opisana mnoga steroidna jedinjenja koja u svojoj strukturi poseduju
heterocikli¢ni prsten sa azotovim atomom, kao Sto su abirateron, prostanazol, stanozolol,
danazol, furazabol, finasterid itd., koja su naSla primenu u leCenju brojnih hormon zavisnih
bolesti. Osim antitumorske, ovakva jedinjenja su pokazala i antimikrobnu, antiviralnu i

antifungalnu aktivnost (npr. solakongestidin, solafloridin, verazin, plakinamin B).

U ovom radu ¢e biti prikazane sinteze samo pojedinih primera, od velikog broja, bioloski

aktivnih steroidnih jedinjenja sa azotovim heterociklom.

2.2.1. Bioloski aktivna steroidna jedinjenja sa N-heterocikli¢nim sistemom u D

prstenu

PoloZaj heterocikli¢nog prstena u steroidnom skeletu je veoma znacajan za odredenu
bioloSku aktivnost, a utvrdeno je da jedinjenja sa heterociklom u poloZaju C-17 imaju najbolji
afinitet prema enzimu Cjyqo) lijazi'”. Mnoga steroidna jedinjenja sa razliGitim
heteroaromati¢nim sistemima na steranskom skeletu su ispitana, od kojih su abirateron (32, slika
2.14.) 1 njegov A*-3-keto analog 47 ispoljili znacajnu inhibiciju ovog enzima, Sto je ve¢ ranije
opisano.

Abirateron (32), 17-(3-piridil)androsta-5,16-dien-33-ol, je sintetisan na Institutu za

istrazivanje kancera u Velikoj Britaniji, od strane Porter-a i saradnika'*""'** (shema 2.2.).
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Shema 2.2. a) Tf,0, 2,6-di-t-butil-4-metilpiridin; b) 3-PyBEt,, Pd(PPh;),Cl,, THF, H,O, Na,COs; ¢)
NaOH, H,0, MeOH; d) cikloheksanon, Al(i-PrO)s;.

Dehidroepiandrosteron 3-acetat (DAA, 44) je preveden u 17-enol triflat 45 bazno katalizovanom
reakcijom sa triflat-anhidridom, u prisustvu baze 2,6-di-¢-butil-4-metilpiridina. Zeljena 3-piridil
grupa je zatim uvedena u polozaj C-17 u reakciji sa dietil(3-piridil)boranom u tetrahidrofuranu
(THF), uz bis(trifenilfosfin)paladijum(II)-hlorid kao katalizator, u vodenom rastvoru Na,COs kao
nukleofilnom aktivatoru. Ova reakcija je veoma efikasna, bez potencijalnih sporednih reakcija
hidrolize triflata, pri cemu je dobijen acetat 46, u prinosu od 84%. Acetil grupa, koja je stabilna u
slabo baznim uslovima reakcije kuplovanja, je lako uklonjena vodenim rastvorom NaOH u
metanolu, pri ¢emu je dobijen Zeljeni 3-piridil derivat 32. Jedinjenje 47 sa 4-en-3-on sistemom je
dobijeno Oppenauer-ovom oksidacijom jedinjenja 32, sa cikloheksanonom i aluminium-i-

propoksidom.

Smatra se da je tako visoka efikasnost abiraterona povezana sa prisustvom
heterocikli¢nog sistema u D prstenu, pri ¢emu se slobodan elektronski par na azotovom atomu
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koordiniSe sa atomom gvozda iz hem-a, u aktivhom centru enzima. Takode, 16,17-dvostruka

veza je neophodna za ireverzibilno vezivanje molekula za CYP17 enzim'®,

.. . .104-106
Brodie 1 saradnici

su opisali mnoge inhibitore P450;7, enzima, medu kojima su se
17-imidazolil, pirazolil, izoksazolil, oksazolil i tiazolil androstanski derivati pokazali kao veoma
potentni. Na shemi 2.3. je prikazana sinteza imidazolil derivata 50 i 51'* koji su ispoljili snaZan

inhibitorni efekat.

H
OAc N
<1
') N
_bv .
HO
48 49 50

51

Shema 2.3. a) CrCl,, AcOH; b) HCHO, NH,OH, Cu(OAc),, EtOH; c) cikloheksanon, Al(i-PrO)s, toluen.

Tretiranjem 16a,17a-epoksi-21-acetoksipregnenolona (48) sa CrCl, u sir¢etnoj kiselini dobijen je
16-en derivat 49, koji je zatim kondenzovan sa formaldehidom i amonijum-hidroksidom, pri
¢emu je formiran 16-en-17-(4’-imidazolil) derivat 50. Dalje, Oppenauer-ovom oksidacijom

jedinjenje 50 je prevedeno u 4-en-3-on imidazolil derivat 51.

Zapazenu aktivnost prema enzimu lijazi je ispoljio i A'°-17-azolil steroidni derivat 56,

koji je dobijen u veoma dobrom prinosu105 (shema 2.4.).
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Shema 2.4. a) POCl;-DMF, CHCl3, Ny, refluks; b) 1H-1,2,4-natrijum triazolat, DMF, N,, 80 °C; ¢)
(PPh3),RhCOCI-Ph,P(CH,);PPh,, ksilen, N,, refluks; d) 10% KOH u MeOH, N,, s.t.

Jedinjenje 53 je dobijeno Vilsmeier-Haack-ovom reakcijom DAA sa fosfor-oksihloridom i
dimetil-formamidom, pri ¢emu je kao sporedni proizvod dobijen i 16-deformilovani derivat 52.
Tretiranjem jedinjenja 53 sa natrijum-triazolatom u dimetil-formamidu na 80 °C dobijen je
intermedijerni 17-triazolski derivat 54, koji je u narednim fazama podvrgnut reakcijama
dekarbonilacije u polozaju 16, i hidrolize estarske funkcije u poloZaju 3. Kao finalni proizvod

dobijen je Zeljeni 17-(1H-1,2,4-triazol-1-il) androstanski derivat 56, u prinosu od ¢ak 90%.

Kao vrhunac obimnog istraZivanja na polju potencijalnih inhibitora CYP17 enzima,
Brodie i saradnici'”’ su 2005. godine sintetisali 1 ispitali antikancer aktivnost novog
benzimidazolskog derivata 35 (TOK-001, slika 2.15.), koji je danas, pored abiraterona, medu
najaktivnijim inhibitorima ovog enzima, a samim tim veoma dobar kandidat kao lek u terapiji

kancera prostate. Sinteza jedinjenja 35 je prikazana na shemi 2.5.
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35 (TOK-001)

Shema 2.5. a) benzimidazol, K,CO;, DMF, Ar, 80 °C; b) 10% Pd na aktivnom uglju, PhCN, refluks; c)
10% KOH u MeOH, Ar, s.t.

Tretiranjem jedinjenja 53 sa benzimidazolom u prisustvu K,COs u dimetil-formamidu, na 80 °C
dobijen je intermedijerni 17-1H-benzimidazolski derivat 57, u skoro kvantitativnom prinosu.
Jedinjenje 57 je lako deformilovano sa 10%-nim Pd na aktivnom uglju do jedinjenja S8, koje je u
narednoj fazi podvrgnuto hidrolizi acetoksi funkcije, pri ¢emu je dobijen 3f-hidroksi 17-

benzimidazol 35.

Na osnovu nekih ranijih istrazivanja, izvedena je preliminarna in vitro SAR studija
CYP17 inhibitora/AR antagonista, kao androgen receptor ablativnih agenasa, Sto je prikazano na

slici 2.21.'%,
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M
Benzimidazol = Imidazol;, — /
Purini se ne tolerizu

M

L — Zasicenje se

ne tolerise

MealH se
ne tolerise

HO /
3p-[OH>F >> N, |

Zasicenje se ne tolerise

Slika 2.21. In vitro SAR studija CYP17 inhibitora/AR antagonista

Modifikacije u A- ili B-prstenu rezultuju znacajnim smanjenjem u AR regulatornoj aktivnosti,
$to ukazuje da je 3p-OH-A’ struktura veoma znadajna za aktivnost jedinjenja. Takode je utvrdeno

da zasi¢enje A’ i/ili A'® dvostruke veze umanjuje inhibitornu aktivnost.

Sintezom novih androstanskih derivata sa heterocikli¢nim sistemom u D-prstenu su se
bavili i Wolfling i saradnici'®'', pri Gemu su pojedini derivati pokazali umerenu aktivnost
prema enzimu Ci70-lijazi. Na shemama 2.6. i 2.7. su prikazane sinteze odabranih oksazolinskih

(67) i fenilpirazolil (72) steroidnih derivata.
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crimH
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Shema 2.6. a) Pb(OAc),, BF;-OEt,, MeOH; b) KBH4, MeOH, s.t.; ¢) Al,O3;, Mw; d) P(Ph);, CCly,
refluks; ) NaN;, DMF, 80 °C; f) 3-hlorbenzaldehid, CH,Cl,, BF;-OEt,, s.t.; g NaOCH;, MeOH, s.t.; h)
cikloheksanon, Al(i-PrO);, toluen, refluks.

3B-Acetoksipregn-5-en-20-on (59) je oksidovan pomoc¢u Pb(OAc)s, u prisustvu BF;-OEt, dajuci
jedinjenje 60, koje je zatim redukovano i selektivno deacetilovano do jedinjenja 62. U narednoj
fazi je izvrSeno hlorovanje pri ¢emu je dobijen intermedijer 63, koji je zatim nukleofilnom
supstitucijom sa NaNj3 u dimetilformamidu preveden u derivat 64. Reakcijom a,B-azidoalkohola
64 sa 3-hlorbenzaldehidom, uz BF;-OEt; kao Lewis-ovim katalizatorom, formira se odgovarajuci
steroidni oksazolin 65, koji dalje Zemplén-ovim deacetilovanjem (u prisustvu natrijum-
metoksida) daje derivat 66. Konacno, Oppenauer-ovom oksidacijom jedinjenja 66 dobija se

Zeljeni A*-3-keto oksazolin 67.
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Shema 2.7. a) 4-cijano-fenilhidrazin, AcOH, AcOK, s.t.; b) cikloheksanon, Al(i-PrO)s, toluen, refluks.

U sircetnoj kiselini, jedinjenja 68 i 69 se nalaze u dinamickoj ravnotezi. U reakciji 4-cijano-
fenilhidrazina sa C-20 keto grupom jedinjenja 69 je najpre formiran intermedijerni fenilhidrazon
70, iz kojeg je zatim zatvaranjem 3-pirazolil prstena dobijeno jedinjenje 71. Finalni proizvod 72,
koji je u in vitro testovima pokazao umereni inhibitorni efekat prema enzimu lijazi, je dobijen

Oppenauer-ovom oksidacijom.

Serija novih D-supstituisanih steroidnih pirazolinskih derivata je sintetisana od strane
Banday-a i saradnika’, i ispitana je njihova citotoksi¢nost prema nekoliko humanih tumorskih
¢elijskih linija. Nekoliko novosintetizovanih derivata je ispoljilo izrazit citotoksic¢ni efekat prema
odabranim celijskim linijama, a na shemi 2.8. je prikazana sinteza jedinjenja 75, koje je bilo

najaktivnije prema ¢elijama karcinoma dojke (MCF-7).
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HO
73 74 75

Shema 2.8. a) benzaldehid, KOH, EtOH; b) NH,NH,-H,0, AcOH, refluks.

Pregnenolon (73) je kondenzovan sa benzaldehidom u baznoj sredini, pri ¢emu je preveden u
odgovarajuci benziliden derivat 74, koji je dalje u reakciji sa hidrazin-hidratom transformisan do

Zeljenog pirazolinskog derivata 75.

Kao potencijalni citotoksicni agensi prema MCF-7 ¢elijama tumora dojke, sintetisani su

16-piridilmetilen-17-oksimino androstanski derivati 79 1 80 (shema 2.9.)111.

0] OH
a /(ig:’éj R b R
e _——
HO HO HO
76

7711 78 79 ili 80

N=—
R= 4<\:/> ,za77179
—N
R:4<\:) ,za78180

Shema 2.9. a) piridin-2-karbaldehid ili piridin-3-karbaldehid, NaOH, s.t.; b) NH,OH-HCI,
AcONa-3H,0, refluks.

Piridin-2-karbaldehid ili piridin-3-karbaldehid je kondenzovan sa dehidroepiandrosteron-om 76

(DHA) u baznoj sredini, pri ¢emu su dobijena jedinjenja 77 ili 78, koja su zatim oksiminovana
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pomocu hidroksilamin hidrohlorida do odgovarajuc¢ih 16-(2’-piridilmetilen)-17-oksimino i 16-

(3’-piridilmetilen)-17-oksimino derivata 79 1 80.

Pored antikancer aktivnosti, steroidni derivati sa heterociklicnim prstenom su ispoljili
razli¢itu bioloSku aktivnost, kao Sto je na primer antimikrobna. Potraga za novim antimikrobnim
agensima je danas veoma aktuelna i u porastu, i mnoga jedinjenja su sintetisana sa tim ciljem. Iz
tog razloga, Shingate i saradnici® su sintetisali steroidne C-20 tercijerne alkohole sa piridinskim

prstenom 1 ispitali njithovu antimikrobnu aktivnost (shema 2.10.).

AcO
81 o[ 82 (R = Ac) [ 85 (R= TBDMS)
83 (R = H) f 86 (R=H)
¢ 84 (R = TBDMS) 87 (R= Ac)

Shema 2.10. a) 10% Pd/C, H,, EtOAc, 30 °C, 12 h; b) KOH, MeOH, H,0, 30 °C, 2 h; ¢) TBDMSCI,
imidazol, DMF, 30 °C, 10 h; d) 2-piridil magnezijum bromid, THF, s.t., 2 h; e) n-Bu,NF, THF, 30 °C, 18
h; ) Ac,0, piridin, DMAP, s.t., 2 h.

16-Dehidropregnenolon acetat (81) je katalitickom hidrogenizacijom sa 10%-nim paladijumom
na aktivnom uglju, pra¢enom hidrolizom 3-acetoksi funkcije jedinjenja 82 sa KOH u vodenom
metanolu, preveden u jedinjenje 83. ZaStitom 3B-hidroksilne grupe jedinjenja 83 sa t-
butildimetilsilil hloridom (TBDMSCI) u prisustvu imidazola u DMF-u, dobijeno je jedinjenje 84,
u prinosu od 87%. Nakon toga je na C-20 karbonilnu grupu izvrSena adicija Grignard-evog
reagensa, 2-piridil magnezijum bromida (pripremljenog in situ), pri ¢emu je dobijen 20-(piridin-
2-il) C(20R) tercijerni alkohol 85. Deprotekcijom TBDMS grupe jedinjenja 85 pomocu n-BusNF
u THF-u, pra¢enom selektivnim acetilovanjem 3f-hidroksi funkcije jedinjenja 86, sintetizovano
je krajnje jedinjenje 87.

Na osnovu uradenih in vitro testova na antimikrobnu aktivnost, jedinjenje 85 je pokazalo

znacajnu antifungalnu aktivnost prema humanom patogenu C. albicans, a jedinjenja 85-87 su
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pokazala umerenu antifungalnu aktivnost prema Y. lipolytica, dok su umerenu antibakterijsku

aktivnost prema E. coli ispoljila jedinjenja 85 1 86.

Zapazenu antimikrobnu aktivnost su ispoljili i1 steroidni derivati sa pirazolskim 1

piridazinskim prstenom''? (jedinjenja 90 i 91, shema 2.11.).

88 89

91

Shema 2.11. a) (CH;),NCH(OCH,),, refluks, 20 h; b) CH;COC(C1):NNHPh, Et;N, refluks, 2 h; ¢)
N,H,-H,0, aps. EtOH, refluks, 4 h.

U reakciji progesterona (88) sa dimetilformamid-dimetilacetalom dobijeno je jedinjenje 89, koje
je zatim reagovalo sa C-metilkarbonil-N-fenilhidrazonil-hloridom u prisustvu trietilamina, pri
¢emu je formiran pirazolski derivat 90. U narednoj fazi, ovo jedinjenje je lako prevedeno u
pirazolo[3,4-d]-piridazin 91, u reakciji sa hidrazin-hidratom.

Oba jedinjenja su testirana in vitro pri ¢emu su pokazala zadovoljavajucu aktivnost prema

odredenim gram-pozitivnim i gram-negativnim bakterijama.
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2.2.2. Steroidna jedinjenja sa kondenzovanim N-heterocikli¢nim sistemom u A

prstenu

Steroidna jedinjenja sa heterociklom kondenzovanim za A-prsten steroidnog jezgra su,
zbog svoje bioloske aktivnosti, od velikog farmakoloskog znacaja. U literaturi su poznati brojni
primeri sinteze steroida sa pirazolskim, piridinskim i pirimidinskim prstenom kondenzovanim u
2,3-polozaju steroidnog sistema'*''®. Za mnoge od ovih steroidnih heterocikla je utvrdeno da

poseduju znacajnu biolosku aktivnost, kao Sto je antimikrobna, antiestrogena, antiinflamatorna,

anaboli¢ka i kardiovaskularna aktivnost''*1??,

Medu ovim heterosteroidima, posebnu paznju je privukla sinteza A-kondenzovanih

124-126

steroidnih piridina , obzirom na $iroko rasprostranjenu pojavu bioloski aktivnih piridina u

127

prirodnim proizvodima i farmaceuticima
4124

. Na shemi 2.12. je prikazana sinteza [3,4-b]piridin
androstanskih derivata 93 1 9

Shema 2.12. a) propargilamin, Cu(NOs),-3H,0, EtOH, refluks, 12 h.

U ovoj jednostavnoj reakciji, 17B-hidroksi-17a-metil-androst-4-en-3-on (92) reaguje sa
propargilaminom, u prisustvu bakar(Il)-nitrata kao katalizatora, pri ¢emu su dobijena jedinjenja
93 (47%) 1 94 (6%), koje je bilo veoma teSko izolovati. PredloZeni mehanizam formiranja

piridinskog derivata je prikazan na slici 2.22.
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Slika 2.22. PredloZeni mehanizam formiranja piridinskog derivata

Jedinjenje 92 podleZe reakciji kondenzacije sa propargilaminom (I) u prisustvu soli bakra (II)

kao katalizatora, pri ¢emu se formira imino intermedijer II. Imin-enamin izomerizacija daje

proizvod III, a zatim regioselektivnim 6-endo-dig intramolekulskim nukleofilnim napadom C-

atoma enamino funkcije, na aktiviranu C-C trostruku vezu nastaje organometalni intermedijer

IV. Protonolizom Cgp,-C veze formira se dihidropiridin V, i najverovatnije je njegova oksidacija

42



Opsti deo

inicirana transferom jednog elektrona na Cu®* jon, uz nastajanje Cu* jona i radikal-katjona koji
gubitkom protona daje radikal VI. U prisustvu vazduha, Cu® se ponovo oksiduje do Cu®™ jona
koji sada dalje oksiduje radikal VI do protonovanog piridina VII, a koji kona¢nim gubitkom

protona prelazi u piridinski derivat 93.

Pogodnu strategiju za dobijanje A-kondenzovanih steroidnih piridina, Vilsmeier-ovom

reakcijom enamida u visokom prinosu, prikazali su Barthakur i saradnici'®’ (shema 2.13.).

Shema 2.13. a) NH,OH, HCI; b) Ac,0/Py, Al,03; ¢) DMF-POCI;, CHCls.

Sa-Holestan-3-on (95) je preveden u odgovarajuci 3-oksim pomoc¢u hidroksilamin-hidrohlorida,
koji je tretiran acetanhidridom u piridinu, a zatim podvrgnut reakciji premestanja na neutralnom
AlLOs, pri cemu je dobijen N-acetil-5a-holest-2-en-3-amin (96). Dalje, reakcijom jedinjenja 96
sa sveze destilovanim fosforoksihloridom 1 dimetil-formamidom sintetizovan je Zeljeni proizvod,

6’-hloro-5a-holest[3,2-b]piridin (97), u prinosu od ¢ak 92%.

Veoma interesantnu sintezu 3-aza steroida su 2005. godine objavili Oumzil i saradnici'*®.
Oni su izvrsili prvu totalnu sintezu steroida sa piridinskim sistemom u A-prstenu steroidnog

skeleta, zasnovanu na intramolekulskoj Diels-Alderovoj cikloadiciji (shema 2.14.).
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Shema 2.14. a) dihlor-acetanhidrid, TiCly,, CH,Cl,, MeNO,; b) -BuOK, EtOH; ¢) CH;COSK,
CH;COSH, CH,Cl,; d) pirolidin, CH;CN; e) 3-aza-7-jodo-biciklo[4.2.0]okta-1,3,5-trien, K,COs; f) o-
ksilen, A; g) m-CPBA, CH,CL,.

Kondenzacijom 1,8-bis(trimetilsilil)-2,6-oktadien-a (98, BISTRO) sa dihlor-acetanhidridom
formirano je jedinjenje 99, koje tretiranjem sa -BuOK u etanolu daje epoksid 100 u dobrom
prinosu. U reakciji ovog epoksida sa kalijum-tioacetatom dobijeno je jedinjenje 101 koje je dalje
transformisano u odgovarajudi tiol, u prisustvu pirolidina u acetonitrilu. Ovako dobijeni tiol je
zatim alkilovan in situ pomocu 3-aza-7-jodo-biciklo[4.2.0]okta-1,3,5-trien-a, pri Cemu je

formiran sulfid 102. Njegovom daljom termolizom dobijena je smesa tia-steroida 103a i 103b, u
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molskom odnosu 5:1. Oksidacijom dominantnijeg proizvoda 103a pomoc¢u m-hlorperbenzoeve

kiseline (m-CPBA), dobijen je odgovarajuci N-oksid sulfon 104 u dobrom prinosu.

U cilju sinteze novih potencijalnih antitumorskih agenasa, He i saradnici'® su izvrsili
sintezu novih A-kondenzovanih pirazolskih derivata 109 i 110, strukturnom transformacijom
holest-4a-metil-7-en-3B-ola (105, Lopenol), koji je veoma vaZan prirodni proizvod, mada

njegova farmakoloska aktivnost jo§ uvek nije u potpunosti istraZzena (shema 2.15.).

e
Tl

1l s
I

1l s
T

105 106 107

T

Y

sy
I

109 R = H) 108
110 R = Ar)

Shema 2.15. a) Ac,O/Py; b) CrOs, H,SO,, aceton; ¢) HCOOEt, NaOCH3;, Et,0; d) NH,NH, ili
NH,NHAr, EtOH.

Acetilovanjem jedinjenja 105, a zatim oksidacijom pomocu hrom-trioksida u kiseloj sredini,
dobijen je 3-keto derivat 107, koji je u narednoj fazi Claisen-ovom kondenzacijom na C-2 atomu
sa etil-formijatom, u prisustvu natrijum-metoksida, preveden u 2-hidroksimetilenski derivat 108.
Nakon toga je jedinjenje 108 kondenzovano sa hidrazinom, odnosno fenilhidrazinom, pri ¢emu

su dobijeni odgovarajuc¢i pirazolski derivati 109, odnosno 110.
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Ohta i saradnici'® su jo§ 1968. godine objavili sintezu triazola, kondenzovanog sa A-

prstenom steroidnog sistema, polazeci iz odgovarajuc¢eg 2-hidroksimetilenskog derivata (shema
2.16.).

OH OAc OAc
witH anH anH
HOHC. AcOH HON
& o _ b _
O O O
111 112 113

OAc
[, W H

HON

H NN
115 114

Shema 2.16. a) Ac,0/Py; b) NaNO,, AcOH, MeOH, H,0; ¢) NH,NH,-H,0, MeOH; d) PCls, Py, CHCls;
e) NaOH, MeOH, H,O.

U prvoj fazi sinteze triazola 115, 2-hidroksimetilen-3-keto derivat 111 je preveden u diacetat
112, a zatim pomocu natrijum-nitrita u siréetnoj kiselini u jedinjenje 113, sa 2-hidroksimino
funkcijom. Oksim 113 je dalje transformisan do 3-hidrazona 114 koji je dehidratisan pomocu
fosfor-pentahlorida, i nakon hidrolize acetoksi funkcije dobijen je 17-hidroksiandrost-4-en[2,3-

d]triazol (115).
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2.3. Odabrane reakcije oksidacije A i B prstena steroidnog jezgra

v v . .. . .. . . ...130 - .

Najcesce proucavane reakcije oksidacije u steroidnoj hemiji % Su vriene na jezgru
holesterola, obzirom na prisustvo C-3 hidroksilne i A® dvostuke veze, kao 1 relativno
nereaktivnog C;7-ugljovodoni¢nog niza. Reakcije oksidacije omoguc¢avaju transformaciju na A i

B prstenu, pri cemu lanac na C;7 atomu ostaje nepromenjen.

Jo§ 1907. godine Windaus"' je vriio oksidaciju holesterola (116) 4%-tnim alkalnim
rastvorom KMnQOy (shema 2.17.). Reakcija je izvedena na sobnoj temperaturu u toku dva dana, a
dobijeni proizvod je okarakterisan kao holestan-3f3,50,6a-triol (119, prinos 4-5%). Kada je
kasnije, 1939. godine, izvriena oksidacija holesterola sa osmijum-tetroksidom u etru'>?, prinos je

1znosio 60%.

Pickard i Yates" su dobili epimerni frans-triol (117) zagrevanjem holesteril-acetata
sa sir¢etnom kiselinom i vodonik-peroksidom, a zatim hidrolizom proizvoda. Jedinjenje 117 je
dalje oksidovano do 3f,5a-dihidroksi-6-keto derivata 122, a takode je posluZilo i u daljoj sintezi
jedinjenja 120, 121, 123 i 124 (shema 2.17.).
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trans-triol (117) 118 cis-triol (119)

g
AcO
OAc OH
120 121 122
f h
AcO BzO AcO H
OAc OBz OAc
123 124 125

Shema 2.17. Oksidacija holesterola: a) H,O,, AcOH; b) KMnO, ili OsOy; ¢) CrOs, aceton, 0 °C; d)
Ac,0, 115 °C; e) HCI, MeOH; f) NBS; g) SOCl,, Py; h) BzCl, 210 °C.

Oksidacijom izomernih triola 117 i 119 pomoc¢u hrom(VI)-oksida u acetonu dobijen je 3,6-dion

118.
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2.3.1. Oksidacije Jones-ovim reagensom

Steroidna jedinjenja sa A*-3,6-dionskom strukturom su prirodna jedinjenja i veoma vazni
intermedijeri u daljim transformacijama steroidnog nukleusa. Kao polazno jedinjenje u sintezi
ovih derivata se koriste, komercijalno lako dostupni A’-3B-alkoholi ili njihovi acetati, bez obzira

da 1i se primenjuju ‘multi step’ ili efikasnije i jednostavnije ‘one-pot’ sinteze'*

. Reagensi 1
hemijske metode koje se primenjuju mogu biti razli¢ite, medutim najces$¢e su prinosi proizvoda

dosta mali.

Hunter i Priest'™* su izvriili jednostavnu ‘one-pot’ sintezu nekoliko steroidnih A*-3,6-

diona, koja je zasnovana na klasi¢noj Jones-ovoj oksidaciji'®

, ali se odvija pod blaZim
oksidacionim uslovima, koji se sastoje u dodavanju stehiometrijske koli¢ine rastvora CrOs u
razblaZzenoj H,SO4 (Jones-ov reagens), u hladan acetonski rastvor alkohola (shema 2.18.). Na taj
naCin se moze izvrsiti selektivna oksidacija hidroksilne grupe kod nezasi¢enih alkohola, bez

znacajnijih sporednih reakcija.

HO o)

0]
126 127

Shema 2.18. a) CrOs, H,SO,, aceton, 0 °C, 1-2 h.
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Na shemi 2.19. dat je moguci mehanizam transformacije steroidnih 5-en-3B-ola u 4-en-

3,6-dione pomocu hrom(VI)—oksida136.

H—0O O\\ Jo
) F H
o/ %o 126 O OH 126a O} 126b
\\qr// /é‘r\/"!
I I~
o) t o ©
H2CI’02 + _-—
(0] (0]
] 0,
I\///Cr\OH
(0]
127 126¢

Shema 2.19. Mehanizam oksidacije Jones-ovim reagensom

Pretpostavlja se da u prvoj fazi dolazi do oksidacije C-3 hidroksilne grupe, pri ¢emu nastaje 5-
en-3-keto intermedijer 126b, a zatim se u prisustvu jo§ jednog mola reagensa oksiduje i C-6

ugljenikov atom, uz formiranje 4-en-3,6-diona 127.

Solaja i saradnici'”’ su ispitivali oksidaciju serije steroidnih 5-en-3p-ola, pri Gemu su,
izmedu ostalog, izvrsili oksidaciju dehidroepiandrosterona (76) pomocu Jones-ovog reagensa u

dietil-etru (shema 2.20.).
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HO O O

OH
76 128 129

Shema 2.20. a) Jones-ov reagens, Et,0, refluks.

U reakciji je pored ocekivanog 4-en-3,6,17-triona (129, 24%) dobijen i 6B-hidroksi 4-en-3,17-
dion (128) u prinosu od svega 8%.

Steroidna jedinjenja sa A*-3,6-dionskim sistemom su se pokazala kao vaZzna bioloski
aktivna jedinjenja. Tako je jedinjenje 134 (shema 2.21.), koje je sintetisano iz 16-
dehidropregnenolon acetata (81), ispoljilo veoma snaznu inhibitornu aktivnost prema enzimu So-

: U . 138
reduktazi, na osnovu izvrsenih in vitro i in vivo eksperimenata'*®,

O
—a o
AcO AcO
81
C
0] o) 0]
e d
o) HO AcO
(0] O (0]
134 133 132

Shema 2.21. a) m-CPBA, CHCl;, s.t., 30 min.; b) CrOs, aceton, 0 °C, 1 h; ¢) SOCl,, Py, s.t., 45 min.; d)
NaOH, MeOH, s.t., 30 min.; e) CrO;, H,O-aceton, 0 °C, 1 h.
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U prvoj fazi reakcije izvriena je epoksidacija A’ dvostruke veze sa m-CPBA, a zatim oksidacija
pomoc¢u hrom(VI)-oksida, pri ¢emu je dobijeno jedinjenje 131. Eliminacijom Sa-hidroksilne
grupe, a zatim hidrolizom 3BOAc funkcije dobijen je 3B-hidroksi 4-en-6-keto derivat 133, koji je
u narednoj fazi oksidovan modifikovanom Jones-ovom reakcijom u 4-en-3,6-dion 134.

Jedinjenja 130, 132 i 134 su se, na osnovu uradenih bioloskih testova, pokazala kao mnogo bolji

inhibitori Sa-reduktaze, nego poznati agens u leCenju kancera prostate finasterid (25, slika 2.11.).

Za steroidna jedinjenja sa 4-en-3,6-dionskim sistemom je potvrdeno da su se pokazali i
kao dobri inhibitori enzima aromataze'**'*. Na slici 2.23. su prikazana jedinjenja koja su

ispoljila snaznu inhibitornu aktivnost prema enzimu aromatazi.

O OCOCH,Br

@) O

6-Oksoandrostendion (129) 135 136

Slika 2.23. Inhibitori enzima aromataze

6-Oksoandrostendion (129) je u klinickoj upotrebi u tretmanu estrogen-zavisnog karcinoma
dojke, i jedan je od najranije otkrivenih ireverzibilnih inhibitora aromataze'*. 17B-
Bromacetoksi-androst-4-en-3,6 dion (135)142i 140-hidroksiandrost-4-en-3,6,17-trion (136)143 su

se pokazali kao veoma potentni inhibitori aromataze in vitro.
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2.3.2. Oksidacije steroidnog jezgra sa selen(IV)-oksidom

Rosenheim 1 Starling'** su izudavali oksidaciju holesterola sa selen-dioksidom i

okarakterisali proizvod kao A -holestan-3p,4p-diol (137, prinos 38%) (shema 2.22.).

%, “a,
HO HO [
OH
116

137
Shema 2.22. a) SeO,.
Oksidacija olefina u alilnom poloZaju sa selen(IV)-oksidom se razlikuje od alilne oksidacije sa

olovo-tetraacetatom i ziva(Il)-acetatom u tome S§to dolazi do zadrzavanja dvostruke veze u

originalnom poloZaju'®.

146
3.

Mehanizam uvodenja hidroksilne grupe u alilni poloZaj prikazan je na shemi 2.2

Shema 2.23. Mehanizam alilne oksidacije pomocu selen-dioksida

Mehanizam 4-hidroksilacije steroidnih 5-en-3-ola pomocu selen-dioksida se moZe objasniti time
Sto u prvom koraku (A) dolazi do transfera alilnog protona na selen-dioksid, a u drugom koraku
(B) do [2,3]-sigmatropnog premeStanja. Ovaj mehanizam oksidacije sa selen-dioksidom u

alilnom poloZaju predloZili su Scharpless i saradnici'*”'*.
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Ma i Choi'*® su opisali selektivne alilne oksidacije steroidnih 5-en-3B-ola pregnenolona
(73) 1 dehidroepiandrosterona (76) pomocu selen-dioksida, pri cemu su postigli stereoselektivnu
oksidaciju dobijajuci iskljucivo 4p-hidroksilovane derivate 138, odnosno 139, u prinosima od

61%, odnosno 59% (shema 2.24.).

HO HO
OH
73 138

HO HO
OH

76 139

Shema 2.24. a) SeO,, dioksan, 80 °C, 18 h.

McLaughlin i saradnici'® su 1998. godine izolovali (E) i (Z)-volkendusina (144 i 145,
shema 2.25.), iz kore korena drveta Melia valensii Gurke, sakupljene u Keniji. (E)-Volkendusin
(144) je pokazao znacajnu aktivnost u “brine shrimp” testu, pri testu larve Zute groznice kao 1

prema Sest humanih tumorskih ¢elijskih linija, dok je (Z)-volkendusin ispoljio slabiju aktivnost.
Snider i Shi'*® su godinu dana kasnije izvrs$ili sintetizu (E) i (Z)-volkendusina (144 i 145),

u prinosima od 22%, odnosno 7%, polaze¢i od (17Z)-pregnan-5,17(20)-dien-33-ola (140), u
nekoliko sintetskih faza (shema 2.25).
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/ / /
-mQH O
a b
HO HO HO

140 141 142
C
/ / /
O O O
+ 3
HO HO o
OH OH §e/0

4

o 143

(Z)-volkendusin (145) (E)-volkendusin (144)

Shema 2.25. a) SeO,, -BuOOH, CH,Cl,; b) MnO,, CH,Cl,; ¢) SeO,, dioksan, 55 °C; d) NaHCO:s.

Alilnom oksidacijom u D prstenu jedinjenja 140 sa selen-dioksidom u prisustvu terc-
butilhidroperoksida dobijen je diol 141, koji je zatim bez prethodnog prec¢is¢avanja oksidovan sa
MnO, do 16-keto derivata 142. U narednoj fazi, jedinjenje 142 je oksidovano sa dva mola selen-
dioksida u dioksanu, pri ¢emu je dobijena smeSa (E)- i (Z)-volkendusina 144 i 145, u molskom

odnosu 3:1.

Jo§ jedna korisna primena ove reakcije je za konverziju A*-3-ketona (146) u A'*-dienone
(147) (shema 2.26.). Reakcija je veoma osetljiva, medutim prinos od 50-60 % se pripisuje

151,152

dehidrogenaciji koja se izvodi u #-butanolu koji sadrzi i sir¢etnu kiselinu . Dienoni tipa

(147), koji su stabilni pri daljoj oksidaciji, se takode mogu dobiti i iz zasi¢enih 3-ketona.
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146 147 148 149

Shema 2.26. a) SeO,.

Reakcija progesterona (88) sa selen-dioksidom dokazuje da je moguce selektivno
uvodenje hidroksilne grupe u poloZaj 6 steroidnog skeleta, pri ¢emu se kao glavni proizvod

dobija 6B-hidroksi progesteron (150) (shema 2.27)'%.

O O
2
o) O

88 OH 450

Shema 2.27. a) SeO, dioksan.

Oksidacija testosterona (2) sa selen-dioksidom daje dva proizvoda u odnosu 2:1 (shema
2.28.). Glavni proizvod je 6-hidroksitestosteron (151), dok je drugo izolovano jedinjenje 2,1703-
dihidroksi-1,4-androstadien-3-on (152)"°.

OH OH OH

HO

2 OH 151 152

Shema 2.28. a) SeO,, dioksan.
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Ovi rezultati su pokazali da oksidacija sa selen-dioksidom omogucava selektivnu hidroksilaciju u

poloZaju 6 pojedinih 4-en-3-on steroida'>’.

Sli¢no prethodnim autorima, Ma i Choi'* su izvr§ili dehidrogenacije razli¢itih steroidnih
4-en-3-ona sa selen-dioksidom, pri ¢emu su kao glavne proizvode dobijali odgovarajuce 1,4-

dien-3-on (1531 156) i 1,4-dien-3-on-2-ol derivate (154 i 157, shema 2.29.).

0O 0 0O
HO
_a +
) O )
1 153 154
%, , 22 %, 22
HO
2 . +
O O O
155 156 157

Shema 2.29. a) SeO,, dioksan, 80 °C, 18 h.

11B-(4-Dimetilamino-fenil)-17p-hidroksil-17a-(1-propinil)-estra-4,9-dien-3-on (158,
Mifepriston, shema 2.30.) je poznati progesteron receptor antagonist, koji takode ispoljava i
antiglukokortikoidnu aktivnost. Ovaj agens je sa uspehom primenjivan u kontroli plodnosti kod
ljudi, obzirom da se koristio za prekid rane trudnoce. Pored toga, mifepriston je pokazao
inhibitornu aktivnost u hormon-zavisnom karcinomu dojke, tako da je naSao primenu i u
tretmanu progesteron-zavisnih tumora'>*,

U cilju sinteze novih antiprogestinskih derivata, Strommer i saradnici'™* su oksidovali
mifepriston (158) selen-dioksidom, kako bi selektivno uveli hidroksilnu grupu u polozaj 6

steroidnog skeleta (shema 2.30.).
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160

Shema 2.30. a) SeO,, dioksan, Ar, 80 °C, 20 h.

Jedinjenje 158 je oksidovano u dioksanu selen-dioksidom, pri ¢emu je dobijena smeSa dva
diastereoizomera, 6a- i 6B-hidroksimifepristona 159 i 160, u molskom odnosu 1:9. Oba derivata
su testirana kao potencijalni antiprogestinski agensi prema T47-D ¢elijama karcinoma dojke, i
mada su ispoljili nesto slabiju aktivnost u odnosu na mifepriston, oni predstavljaju vazne bioloski

aktivne intermedijere u sintezi novih 11-supstituisanih steroida.

2.4. Odabrani primeri redukcija karbonilne funkcionalne grupe u

steroidnom jezgru

Za redukciju karbonilne funkcionalne grupe kod steroidnih jedinjenja se najcesS¢e koriste

Wolff-Kishner-ova reakcija, Clemmensen-ova reakcija i redukcija pomoc¢u metalnih hidrida.

Wolff-Kishner-ovom redukcijom se karbonilna funkcionalna grupa, u reakciji sa
hidrazinom, prevodi u odgovaraju¢i hidrazon, a zatim se u baznoj sredini formira metilenska
funkcija. Za Wolff-Kishner-ovu redukciju steroidnih ketona, jedan od prvih primera je bila
redukcija 11-ketoholanata 161 do litoholne kiseline 162, u prisustvu anhidrovanog hidrazina i
natrijum metoksida kao jake baze, koju su 1951. godine objavili Moffett i Hunter (shema

2.31)'.
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AcO"

161

Shema 2.31. a) NH,NH,, MeONa, 200 °C, 16 h.

Djerassi i Fishman"® su Wolff-Kishner-ovom redukcijom A*-22a-spirosten-3-ona (163)

dobili tri izomerna olefina, A4—22a—spirosten (164) i dva proizvoda kod kojih je doslo do

premestanja dvostruke veze u A polozaj, A3—22a,5a—spirosten (165) 1 A3—22a,5B—spirosten (166)
(shema 2.32.).

163 164 165, 5aH
166, 5PH

Shema 2.32. a) NH,NH,, EtONa, 200 °C, 16 h.

Wolff-Kishner-ovom redukcijom testosterona (2) dobijena je kompleksna smeSa proizvoda koja
se nije mogla razdvojiti hromatografski, tako da je izvrSeno acetilovanje ove smeSe, a zatim
razdvajanje na koloni aluminijum-oksida, pri ¢emu je dobijen 5B-androst-3-en 17p-acetat 167
(shema 2.33.)"”’. Blagom baznom hidrolizom ovog acetata dobijen je odgovarajuéi 17p-alkohol

168.
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OH OAc OH
Ljéjé—“ -
b
O
H
2 167 168

Shema 2.33. a) NH,NH,, (CH,OH),, (CH,ONa),; b) Ac,0/Py; c) KOH, MeOH.

Posto se Wolff-Kishner-ova redukcija ne moze primeniti na jedinjenja koja pod baznim
uslovima podlezu i drugim reakcijama, na ovakvim sistemima se vrSi modifikovan postupak
redukcije. Redukcija se zasniva na tome da se aldehidi i ketoni prevedu u odgovarajuce
arilsulfonske-hidrazonske derivate, a zatim redukuju metalnim hidridima do metilenskih

. . . . 158
derivata, pri blagim uslovima ™.

Za redukciju tozilhidrazona moZe se upotrebiti i litijum-aluminijum-hidrid, medutim
koriS¢enjem ovog reagensa Cesto dolazi do nastajanja sporednih proizvoda. Kao pogodnija
metoda se pokazala redukcija steroidnog tozilhidrazona 170 natrijum-bor-hidridom, pri ¢emu je
dobijen redukovani proizvod 171, a obzirom da je ovaj reagens i selektivniji, prinosi proizvoda

su dosta visoki, oko 70-80% (shema 2.34.)159.

GgHy7

g

169 170 171

Shema 2.34. a) TSNHNH,, MeOH, refluks; b) NaBH,, MeOH, refluks.
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Redukcijom tozilhidrazona a,B-nezasi¢enih ketona pomocu alkillitijumovih reagenasa,
dobijaju se konjugovani dieni u veoma dobrom prinosulso. Tako redukcijom a,B-nezasi¢enog
steroidnog tozilhidrazona 172 metillitijjumom, dobijen je dien 173, kod kog nije doSlo do

premestanja dvostruke veze u A-prstenu (shema 2.35.).

CgH47 CgH47

TsHNN

172 173
Shema 2.35. a) MeLi, Et,0.

Takode je utvrdeno da je metillitijum mnogo efikasniji u odnosu na butillitijum, u reakcijama

sinteze konjugovanih diena.

Jo§ jedan primer reakcije u kojoj se aldehidi ili ketoni prevode u odgovarajuce olefine
preko hidrazona kao intermedijera, u prisustvu dva ekvivalenta jake baze, je Shapiro-ova

reakcija'®', ili reakcija dekompozicije tozilhidrazona. Autori Oh i Robinson'®*

su u cilju
proucavanja mehanizma katalitickog delovanja, 1 modela aktivnog centra humane placentalne
aromataze, sintetizovali seriju steroidnih olefina. Na shemi 2.36. je prikazana sinteza izomernih

A%i A® olefina 1761 177.
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174 175 176

OH
THPO

Timnm

177

Shema 2.36. a) TsNHNH,, H", THF-MeOH, 0 °C; b) BuLi, TMEDA, THF, 0 °C.

Smesa regioizomernih olefina 176 i 177 je veoma efikasno dobijena primenom Shapiro-ove
reakcije, pri cemu je keton 174 transformisan do tozilhidrazona 175, koji je zatim podvrgnut
reakciji dekompozicije. U prisustvu viSka butil-litijuma u N,N,N’,N’-tetrametiletan-1,2-diamin

(TMEDA)-THF-u, na 0 °C u toku 3 ¢asa, dobijeni su izomeri 176 i 177 u molskom odnosu 1.3:1.

Clemmensen-ova'® redukcija je komplementarna Wolff-Kishner-ovoj redukciji, sa tom
razlikom Sto se Clemmensen-ova reakcija izvodi u jako kiseloj sredini u prisustvu cinka. Prema
mehanizmu, brzinu ove reakcije odreduje adicija cinka na karbonilnu grupu, a zatim preko niza
intermedijera nastaje redukovani proizvod. Klju¢ni nedostatak Clemmensen-ove redukcije je taj
Sto se redukcija izvodi u veoma kiseloj sredini, tako da postoji mogucnost odigravanja

nepozeljnih sporednih reakcija.

Za holest-4-en-3-on (155) je nadeno da podleze Clemmensen-ovoj redukciji dajuci 5p-
holest-3-en (178), dok a izomer nije izolovan (shema 2.37.). Prilikom redukcije holest-4-en-3-
ona sa velikim viSkom cinka u prahu u sir¢etnoj kiselini na sobnoj temperaturi, nastaje So-holest-

3-en (179)"%.
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Shema 2.37. a) Zn/HCI; b) Zn/AcOH.

Cepa i saradnici'® su sintetizovali nova jedinjenja 180 i 181 kao potencijalne inhibitore

enzima aromataze (shema 2.38.).

0O

1 180 181
Shema 2.38. a) AcOH, Zn u prahu, 118 °C, 15 min.
U ovoj sintezi, androstendion (1) je redukovan sa cinkom u siréetnoj kiselini na 118 °C u toku 15

minuta, pri ¢emu je nastala smesa epimera Sa- i Sp-androst-3-en-17-ona (jedinjenja 180 i 181).

Jedinjenje 180 se pokazalo kao dobar inhibitor enzima aromataze (procenat inhibicije 95.9%).
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2.5. Wharton-ova reakcija

.. 165-16
Wharton-ova reakcija 5-168

(ili Wharton-ova transpozicija, Wharton-ovo premestanje i
Wharton-ova redukcija) je transformacija o,B-epoksi ketona, pomocu hidrazina, do alilnih
alkohola.

Wharton i Bohlen'® su 1961. godine izvrili transformaciju 4B,5B-epoksi koprostanona
(182) u alilni alkohol 183, tako Sto je jedinjenje 182 tretirano sa hidrazin-hidratom (2-3 mola) i
sir¢etnom kiselinom (0.2 mola) u etanolu (shema 2.39.).
0 OH o OH

HO, HO.

() OH
182 183

Shema 2.39. a) NH,NH,-H,0, AcOH, EtOH, refluks, 15 min.

Iste godine Wharton'™ je objavio rad pod naslovom ,,Stereospecificna sinteza 6-metil-trans-5-

ciklodecenona“, opisujuci korisnost gore pomenute reakcije.

Mehanizam Wharton-ove reakcije je analogan mehanizmu Wolff-Kishner-ove redukcije.
Adicijom hidrazina na o,-epoksi keton 184 nastaje hidroksil-hidrazin 184a koji dehidratacijom
daje intermedijerni hidrazon 184b (shema 2.40.). Tautomerizacijom hidrazona 184b nastaje
diazen 184c¢, zajednicki intermedijer u Wharton-ovoj i Wolff-Kishner-ovoj redukciji. Za razliku
od Wolff-Kishner-ove redukcije, diazen 184c¢ otvara susedni epoksid, Sto je praceno
oslobadanjem azota i nastajanjem alilnog alkohola 185. Razlaganje hidrazona se ubrzava
dodatkom baze (npr. NaOH ili Et;N). Shodno ovom mehanizmu, alilni alkohol 185 zadrzava
konfiguraciju o,B-epoksi ketona 184, Sto je potvrdeno mnogobrojnim eksperimentalnim

podacima.
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* NH,NH
184 2

®
Rz /‘ H R, H
OH a N N
R1MH\NH R1/l>)\N/ H
. 2
0 0
184a 184b
lb H,0:
Rz >
R+ R2

O
185 ‘)

184c

Shema 2.40. a) -H,0; b) tautomerizacija.

Ohloff i Uhde'”" su 1970. godine zapazili odstupanje od ,,normalnog® toka Wharton-ove

reakcije. Kada se olefinski epoksiketon 186 tretira hidrazin-hidratom, ne dobija se samo

ocekivani alilni alkohol 187, ve¢ se takode izoluje i biciklicni proizvod 188. Autori

pretpostavljaju da oba produkta nastaju preko zajedni¢kog intermedijera, vinil anjona 191

(shema 2.41.).

186

187 188

189

190 191

Shema 2.41. a) NH,NH,-H,0, ROH, 0 °C.
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Medutim, Stork i Williard'" su dalje prou¢avali ovu reakciju, i nisu prihvatili teoriju o
vinilnom karbanjonu 191 kao intermedijeru, jer takav anjon ne bi mogao da se odrZi u medijumu

kao Sto je metanol, te nije za oCekivati da reaguje sa neaktivnim tri-supstituisanim olefinom.

Dupuy 1 Luche"®

su 1989. godine poboljsali Wharton-ovu reakciju. Oni su otkrili da se
tretiranjem jedinjenja 186 hidrazin-hidratom (2 mola) i sir¢etnom kiselinom (0.1 mol) u
dihlormetanu, dobija odgovaraju¢i epoksihidrazon 189 u priblizno kvantitativnom prinosu. Pored
toga, otkrili su 1 da se tretiranjem Cistim hidrazinom dobijaju bolji prinosi nego tretiranjem

hidrazin-hidratom.

Di Filippo i saradnici'” su prouavajuéi novi sintetski put za dobijanje poznatih
citotoksi¢nih steroidnih agenasa (E)- i (Z)-volkendusina (144 i 145, shema 2.25.)'%,
transformisali keto epoksid 192, Wharton-ovom reakcijom pri baznim reakcionim uslovima, u

smeSu izomernih alilnih alkohola 193 i 194, u prinosu od 64% (molski odnos 91:9), koji se nisu
/
a
HO
OH
193

HO

mogli razdvojiti (shema 2.42.).

0]
HO )
192

OH
194

Shema 2.42. a) NH,NH,, KOH, refluks.
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2.6. Eschenmoser-ova fragmentacija steroidnog jezgra

.- 174-17
Eschenmoser-ova fragmentacija 6

je objavljena 1967. godine, a predstavlja reakciju
a,B-epoksi ketona sa aril-sulfonilhidrazinom, pri ¢emu nastaju alkin i karbonilno jedinjenje. Iste
godine, Tanabe i saradnici'”’ su objavili rezultate podudarne sa Eschenmoser-ovim, tako da se

ova reakcija u literaturi najces¢e nalazi pod imenom Eschenmoser-Tanabe-ova fragmentacija.

Prema mehanizmu, ova reakcija moZe da se podvede pod fragmentaciju Grob-ovog tipa.
Reakcija pocinje kondenzacijom a,B-epoksi ketona 195 sa aril-sulfonilhidrazinom, pri ¢emu se

formira intermedijerni hidrazon 195a (shema 2.43.)178

. Ovaj hidrazon moZe biti dalje ili
protonovan na epoksidnom kiseoniku, ili deprotonovan na sulfonamidnom azotu, u zavisnosti od
toga da li se za iniciranje fragmentacije koristi kiseli ili bazni katalizator. NajceS¢e se reakcija
izvodi tretiranjem sa sir¢etnom kiselinom u metilen-hloridu, pri ¢emu se vrsi transfer protona i
formiranje intermedijera 195b, koji se zatim brzo fragmentiSe do alkina 196 i1 odgovarajuceg

karbonilnog jedinjenja 197.

0] (0]
_S—Ar A
(@] [\lj O/[l]
H <
Rs Ar_ Ne H™> Rs N
\S/ NH, | Rs
o7 J O R
R; R, R s — = R DL
0 N .
Ro R2 Ro
195 195a 195b
_ ArSO,H
-N2(9)
R 0
/ "
R Rs Ry
196 197

Shema 2.43. Mehanizam Eschenmoser-ove fragmentacije
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Primena Eschenmoser-ove reakcije za fragmentaciju steroidnih o,B-epoksi ketona
predstavlja veoma pogodnu metodu za degradaciju A prstena kod steroida. Tako u reakciji smeSe
4a,50- 1 4B,5B-epoksiandrostan-3-ona (198 i 199) sa p-tozilhidrazinom u prisustvu siréetne

kiseline, dobijen je 4,5-seko-derivat 200 (shema 2.44.)'".

OAc OAc
a
o7 ;IE | o
6

198 (40, 5o-epoksid) 200
199 (4B,5B-epoksid)

Shema 2.44. a) TSNHNH,, AcOH, CH,Cl,, s.t.

Veoma interesantan primer upotrebe Eschenmoser-ove reakcije je 1 sinteza ,y-

acetilenskog 5,10-seko-3-keto steroida 205 (shema 2.45.)180.

CgH17 CgH17 CsH17

AcO AcO AcO S

o] O
201 202 203
C
a7 CgHi7
Jﬁgjé T
@) == HO ——
205 204

Shema 2.45. a) H,0,, NaOH, MeOH-CHCl;, s.t., 5 h; b) TSNHNH,, AcOH, CHCI;, s.t., 5 h; ¢) K,CO;,

MeOH, refluks, 2 h; d) Jones-ov reagens, aceton, s.t., 10 min.
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Klju¢na faza sinteze je upravo Eschenmoser-Tanabe-ova fragmentacija 5f,10B-epoksi-6-ketona
202, dobijenog epoksidacijom A’'?-6-keto intermedijera 201, pri &emu je dobijen 5,10-seko
steroid 203, koji je u narednoj fazi reakcije podvrgnut baznoj hidrolizi 3B-acetoksi funkcije do
3B-hidroksilne grupe (jedinjenje 204). Finalna etapa obuhvata oksidaciju 3f-OH funkcije Jones-

ovim reagensom, uz formiranje Zeljenog 5-acetilen 3,10-diona 205.

Sa ciljem sinteze steroidnih antibiotika, Ireland i saradnici'®' su polazeéi od nesteroidnog
jedinjenja sintetisali tetracikli¢ni derivat 210, koji predstavlja intermedijer u sintezi antibiotika -

helvoinske kiseline (211, shema 2.46.).

206 207 208

Shema 2.46. a) Hzoz, NaOH, CH2C12, 0 OC, R,NNH,, C6H6, A, H30+; b) KOH, Hzo-MCOH; (CHon)z,
C6H6, p-TSOH, 1% H2$O4, MCOH, (CHon)z, C6H6, p-TSOH, C) Ll, NH3, THF, Hzo, CH3I, H30+, d)
KOH, H,0-MeOH.
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U ovoj sloZenoj viSefaznoj sintezi, prvi korak je Eschenmoser-ova fragmentacija epoksi derivata
enona 206 pomoc¢u aminodifenilaziridina, pri ¢emu je nastao acetilenski intermedijer 207. Nakon
aldolne kondenzacije, kojom je zatvoren B prsten, hidrolize terminalne acetilenske funkcije 1
selektivne zastite dve keto grupe, dobijen je a,-nezasic¢eni keto derivat 208. Dalja modifikacija
obuhvata reduktivno metilovanje i aldolnu kondenzaciju, ¢ime je zatvoren A prsten, uz

formiranje tetraciklicnog intermedijera 210.
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3. REZULTATI I DISKUSIJA

Kao §to je ve¢ izloZzeno u Opstem delu ovog rada, androstanski derivati se primenjuju u
medicini kao anabolici, antiinflamatorni i antimikrobni agensi, zatim u terapiji osteoporoze,
autoimunih bolesti, a naroCito u tretmanu brojnih hormon zavisnih oboljenja, kao S§to su
karcinom dojke, prostate, ovarijuma, karcinom cerviksa, zatim hirsutizam i benigna hiperplazija
prostate. Utvrdeno je da se uvodenjem heteroatoma u steroidno jezgro poboljSava bioloSka
aktivnost jedinjenja i da dolazi do pojave novih bioloskih i farmakoloskih svojstava.
Heterocikli¢ni sistem sa azotovim atomom se pokazao kao strukturna karakteristika koja utice na
poboljSanje bioloSke aktivnosti steroida, pa su stoga istraZivanja u okviru ove doktorske
disertacije bila usmerena ka sintezi novih androstanskih derivata koji sadrze 17-pikolil ili 17-
pikolinilidenski supstituent. Planirano je da se izvrSe transformacije u A i B prstenu steroidnog
jezgra, pri ¢emu su sintetisana jedinjenja koja pored heterocikli¢nog sistema sadrZe i 3-keto i 6-
keto funkciju, 3-acetoksi, 3-, 4- ili 5-hidroksi grupu, 2-hidroksimetilensku, 2- ili 3-hidroksimino,
2,4-dihidroksimino funkcije, zatim A-seko sistem, A-homo laktamsku funkciju, A-kondenzovani
piridinski prsten kao i 3-en, 3,5-dien i 4,6-diensku funkciju.

Cilj istrazivanja je pre svega sinteza novih potencijalnih selektivnih antitumorskih
agenasa, 1 ispitivanje njihove antiproliferativne aktivnosti in vitro, odnosno da se
novosintetizovana jedinjenja ispitaju prema odabranim humanim ¢elijskim linijama kancera, kao

i prema zdravoj ¢elijskoj liniji.

U prvoj fazi je izvrSena sinteza polaznih 17-pikolil i 17-pikoliniliden androstanskih
derivata. Kao polazno jedinjenje u ovim sintezama upotrebljen je dehidroepiandrosteron (1, DA),

a na shemama 3.1.-3.8. je dat pregled svih sintetizovanih jedinjenja.
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HO

Shema 3.1. a) o-PyCH,Li, THF, s.t., 6 h; b) H,O; c) cikloheksanon, Al(+-BuO);, refluks, 3 h ili
cikloheksanon, Al(+-BuO);, toluen, kodestilacija, 4 h; d) Ac,0, refluks, 6 h; e) KOH, MeOH, refluks, 1 h;
f) cikloheksanon, Al(i-PrO);, refluks, 4 h ili cikloheksanon, Al(+-BuO)j;, toluen, kodestilacija, 2 h.
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Shema 3.2. a) p-TsCl, aps. Py, s.t., 45 h; b) bis(2-aminoetil)amin, refluks, 1 h; c) NaBH,, aps. EtOH, s.t.,
2.5 h; d) Ac,0, aps. Py, s.t., 24 h; e) NH,NH,-H,0, (CH,OH),, MW, 195 °C (170 W), 4 min.; f)
(CH,0OH),, KOH, MW, 195 °C (170 W), 10 min.; g) Zn u prahu, AcOH, refluks, 2 h.
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Shema 3.3. a) SeO,, dioksan, refluks, 25 h; b) Ac,0, aps. Py, s.t., 3 h; ¢) SeO,, dioksan, refluks, 20 h; d)
Jones-ov reagens, 0 °C, 1.5 h; e) IM -BuOK, -BuOH, 45 °C, 3 h; f) 30% H,0,, 4M NaOH, MeOH, 0
°C, 1 h— 10 °C, 24 h; g) SeO,, dioksan, refluks, 3 h.
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Shema 3.4. a) NH,NH,-H,0, 120 °C, 30 min.; b) TsSNHNH,, 50% EtOH, s.t., 1 h — 55 °C, 1 h; ¢) 4M
NaOH, MeOH, refluks, 3.5 h; d) HCOOH, refluks, 50 min.; e) 2% H,SO4AcOH, s.t., 3 h.
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NOH 30

Shema 3.5. a) i-AmONO, IM ¢-BuOK, -BuOH, s.t., 24 h; b) Ac,0, aps. Py, s.t., 1.5 h; ¢)
NH,OH-HCI, AcONa, 95% EtOH, refluks, 1.5 h; d) SOCI,, dioksan, s.t., 1 h; e) HCOOEt, NaH, aps.
benzen, Ar, s.t., 2 h; f) 7M NaNO,, 95% EtOH, 35% HCI, 0 °C, 45 min.
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Shema 3.6. a) p-TsCl, aps. Py, s.t., 19 h; b) bis(2-aminoetil)amin, refluks, 1 h; c) NaBH,, aps. EtOH, s.t.,
2 h; d) Acy0, aps. Py, s.t., 24 h; e) NH,NH,-H,0, (CH,OH),, MW, 195 °C (170 W), 2 min.; f) (CH,OH),,
KOH, MW, 195 °C (170 W), 40 min.; g) Zn u prahu, AcOH, refluks, 2 h; h) NH,NH,-H,O, (CH,OH),,
KOH, MW, 195 °C (170 W), 40 min.
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Shema 3.7. a) Jones-ov reagens, 0 °C, 1.5 h; b) IM -BuOK, -BuOH, s.t., 45 h; ¢) 30% H,0,, 4M
NaOH, MeOH, 0 °C, 1 h — 10 °C, 24 h; d) NH,NH,-H,0, 120 °C, 30 min.; €) 4M NaOH, MeOH,
refluks, 3 h; f) NH,OH-HCI, AcONa, 95% EtOH, refluks, 1.5 h; g) SOCl,, dioksan, s.t., 2 h; h) HCOOEt,
NaH, aps. benzen, Ar, s.t., 2.5 h.
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Shema 3.8. a) propargilamin, Cu(NO),-3H,0, aps. EtOH, Ar, refluks, 16 h.

3.1. Sinteza 17-supstituisanih derivata androst-5-ena

Osnovni cilj pripremne etape istraZivanja odnosi se na dobijanje pogodno
funkcionalizovanih derivata androst-5-ena koji predstavljaju sintetiCke prekursore za dobijanje

novih potencijalno bioloski aktivnih jedinjenja.

3.1.1. Sinteza polaznih 17a-pikolil i 17(F)-pikoliniliden derivata 2-6

Sinteza klju¢nog jedinjenja 17a-pikolil-androst-5-en-3p,17B-diola (2)'%*'%3

izvrSena je
stereoselektivnom adicijom a-pikolil-litijuma na 17-keto grupu dehidroepiandrosterona (1, DA)

(shema 3.9.).
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HO HO

Shema 3.9. a) o-PyCH,Li, THF, s.t., 6 h; b) H,O.

Kako je angularna Cg-metil grupa p-orijentisana, a C-17 ugljenikov atom se nalazi u
neposrednoj blizini ove grupe, a-pikolil-litijum se, kao nukleofil, adira sa sterno manje zasSticene

o-strane. Podesan preparativni postupak za dobijanje a-pikolil-litijuma poznat je u literaturi'®*

Oppenauer-ovom  oksidacijom 17a-pikolil-androst-5-en-33,17B-diola ~ (2)  sa
cikloheksanonom u prisustvu aluminijum-zerc-butoksida, uz refluks u toku 3 casa, dobijen je
17B-hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (3)"®, u prinosu od 40%. Takode, Oppenauer-ovom
oksidacijom jedinjenja 2 sa cikloheksanonom u prisustvu aluminijum-izo-propoksida u toluenu,

uz kodestilaciju u toku 4 ¢asa, dobijeno je jedinjenje 3 u prinosu od 60% (shema 3.10.).

oS0 sbe

Shema 3.10. a) cikloheksanon, Al(z-BuO)s, refluks, 3 h ili cikloheksanon, Al(i-PrO)s, toluen,
kodestilacija, 4 h.

U narednoj fazi, jedinjenje 2 je u reakciji sa acet-anhidridom, uz refluks u toku 6 Casova,

prevedeno u 17(E)-pikoliniliden-androst-5-en-33-il acetat (4)'82183

. Zatim je izvrSena hidroliza
3B-acetoksi funkcije u jedinjenju 4, sa KOH u apsolutnom metanolu uz refluks u toku 1 ¢asa, pri

Gemu je dobijen 17(E)-pikoliniliden-androst-5-en-3B-ol (5, shema 3.11.)".
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HO

Shema 3.11. a) Ac,0, refluks, 6 h; b) KOH, aps. MeOH, refluks, 1 h.

Nakon toga, jedinjenje 5 je Oppenauer-ovom oksidacijom sa cikloheksanonom u
prisustvu aluminijum-izo-propoksida, uz refluks u toku 4 ¢asa, dalo 17(E)-pikoliniliden-androst-
4-en-3-on (6)'*°, u prinosu od 89%. Kada je Oppenauer-ova oksidacija jedinjenja 5 izvedena sa
cikloheksanonom u prisustvu aluminijum-izo-propoksida u toluenu, uz kodestilaciju u toku 2

Casa, dobijeno je jedinjenje 6 u prinosu od 77% (shema 3.12.).

Shema 3.12. a) cikloheksanon, Al(i-PrO)s, refluks, 4 h ili cikloheksanon, Al(z-BuO);, toluen,
kodestilacija, 2 h.

Strukture jedinjenja 2-6 su utvrdene na osnovu spektroskopskih podataka i slazu se sa

literaturnim vrednostima'®> 183133,

Jedinjenja 2, 3, 5 1 6 su posluzila kao klju¢ni prekursori u sintezama novih 17a-pikolil i
17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata, pri ¢emu su pre svega vrSene hemijske transformacije

u A-, B- i D-prstenu steroidnog jezgra.
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3.1.2. Sinteza novih 17a-pikolil derivata 7-14 sa transformacijama u A prstenu

U cilju ispitivanja uticaja 3,5-dienskog sistema kod 17a-pikolilskog derivata, na
citotoksi¢nost prema nekoliko tumorskih ¢elijskih linija, izvrSena je sinteza 17a-pikolil-androsta-
3,5-dien-17p-ola (8)'*. U tu svrhu, u jedinjenju 2 je C-3 hidroksilna grupa najpre tozilovana, pri
¢emu je dobijen 17B-hidroksi-17a-pikolil-androst-5-en-3f-il p-toluensulfonat (7). Obzirom da je
tozil grupa dobro odlaze¢a grupa, njenom eliminacijom u baznim uslovima, npr. sa N-
metilpirolidonom'®’, se uspostavlja dvostruka veza. U ovom radu je upotrebljen bis(2-
aminoetil)amin, uz refluks u toku 1 casa, koji prema naSim saznanjima nije do sada opisan u

literaturi. Dobijeno je jedinjenje 8 sa 3,5-dienskim sistemom u prinosu od 15% (shema 3.13.).

OH OH OH
W\ | AN SN l AN ) l AN
N~ N~ N~
_a _b
HO TsO

Shema 3.13. a) p-TsCl, aps. Py, s.t., 45 h; b) bis(2-aminoetil)amin, refluks, 1 h.

Prisustvo tozil grupe u strukturi jedinjenja 7 je dokazano na osnovu snimljenih 'H i *C
NMR spektara, pri ¢emu se u 'H NMR spektru mogu uogiti dva signala na 7.34 i 7.80 ppm, koji
poticu od aromati¢nih protona iz OTs grupe. Signali za protone iz piridinskog jezgra se javljaju u
oblasti od 7.00 - 8.60 ppm. Takode se u BC NMR spektru javljaju novi signali, u odnosu na
polazno jedinjenje 2, na 127.57, 129.72, 134.71 i 144.38 ppm, koji odgovaraju C-atomima iz
OTs funkcije.

Uvodenje dvostruke veze u polozaj A® kod jedinjenja 8 je potvrdeno na osnovu novih
signala u "H NMR spektru, na 5.41 i 5.94 ppm, koji odgovaraju H-3 i H-4 atomima dvostruke
veze, dok je signal za H-6 atom pomeren ka niZim vrednostima magnetnog polja u odnosu na
polazno jedinjenje (5.63 ppm, kod jedinjenja 2 na 5.36 ppm). U >C NMR spektru jedinjenja 8
registrovani su novi signali koji poti¢u od C-3 i C-4 atoma, na 128.901 125.14 ppm.
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U narednoj fazi sinteze je izvrSena redukcija 3-keto grupe jedinjenja 3 natrijum-
borhidridom u etanolu, na sobnoj temperaturi u toku 2.5 Casa, pri ¢emu je dobijen 17a-pikolil-
androst-4-en-3f,17B-diol (9), u prinosu od 94%, a zatim je, u cilju ispitivanja uticaja strukture
jedinjenja na bioloSku aktivnost, izvrSeno acetilovanje 3B-hidroksilne funkcije jedinjenja 9, acet-
anhidridom u piridinu, na sobnoj temperaturi u toku 24 Casa, pri ¢emu je dobijen 17f-hidroksi-

17a-pikolil-androst-4-en-3p-il acetat (10, shema 3.14.)"™, u prinosu od 56% .

OH OH OH
‘.\\ | \ .\‘\ | \ .‘\\ | \
N__— N~ N~
_a o _b o
0 HO AcO
3 9
10

Shema 3.14. a) NaBH,, aps. EtOH, s.t., 2.5 h; b) Ac,0, aps. Py, s.t., 24 h.

Izostanak karakteristi¢ne trake na 1673 cm™ u IR spektru jedinjenja 9, a koja odgovara
valencionim vibracijama karbonilne grupe u jedinjenju 3, ukazuje da je doslo do redukcije 3-keto
grupe. Uvodenje 3B-hidroksilne funkcije je potvrdeno karakteristicnom Sirokom trakom u IR
spektru na 3417 cm™, a na osnovu 'H NMR spektra je potvrdeno prisustvo H-3 atoma, tako §to je
registrovan multiplet na 4.15 ppm, dok je signal za H-4 atom pomeren na 5.30 ppm, u odnosu na
polazno jedinjenje 3 (5.74 ppm). U BC NMR spektru jedinjenja 9 je signal za C-3 atom pomeren
ka niZim vrednostima hemijskog pomeranja (67.93 ppm), u odnosu na polazno jedinjenje 3
(199.71 ppm), usled redukcije keto funkcije.

Prisustvo OAc grupe u poloZaju 3 kod jedinjenja 10 je dokazano na osnovu pojave
intenzivne trake na 1730 cm™ u IR spektru, koja odgovara valencionim vibracijama karbonilne
grupe iz estarske funkcije. Takode je u 'H NMR spektru jedinjenja 10 uocen singlet na 2.06 ppm
koji potice od metil grupe iz OAc, dok su u 5C NMR spektru registrovana dva nova signala na
21.46 1 171.04 ppm, koji odgovaraju primarnom, odnosno kvaternernom C-atomu iz estarske

funkcije.
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Poznato je da je upotreba mikrotalasa u sintezi efikasna, sigurna i za okolinu bezbedna
metoda, kojom se skracuje reakciono vreme, povecevaju prinosi i olakSava tehnika rada'®®,
Transformacija A prstena kod 17a-pikolil derivata izvrSena je Wolff-Kishner-ovom redukcijom
4-en-3-on sistema u jedinjenju 3, uz mikrotalasno ozragivanje'® umesto konvencionalnim
zagrevanjem. Naime, jedinjenje 3 je u prisustvu 98%-nog hidrazin-hidrata u etilen-glikolu,
mikrotalasnim ozradivanjem (195 °C, 170 W) u toku 3 minuta, transformisano prvo do
intermedijernog 17-hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-hidrazona (11), koji je zatim u
prisustvu jake baze kalijum-hidroksida izlagan dejstvu mikrotalasa (195 °C, 170 W) u toku 10

minuta, pri cemu je dobijena kompleksna smesa proizvoda iz koje se nije mogao izolovati Zeljeni

proizvod 12 (shema 3.15.).

Reakcija jedinjenja 3 je ponovljena sa hidrazin-hidratom u etilen-glikolu, mikrotalasnim
ozrativanjem (195 °C, 170 W) u toku 4 minuta, pri ¢emu je izolovan hidrazonski derivat 11, u

prinosu od 100%, i okarakterisan (shema 3.15.).

OH HoNN
A 11

H

O
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3 b N~
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Shema 3.15. a) NH,NH,-H,0, (CH,OH),, MW, 195 °C (170 W), 4 min.; b) NH,NH,-H,O, (CH,OH),,
KOH, MW, 195 °C (170 W), 10 min.

U IR spektru jedinjenja 11 se uodava traka na 1671 cm™ koja odgovara valencionim
vibracijama C=N veze, kao i Siroka traka na 3334 cm’ koja potice od vibracija N-H i O-H veza.
Siroki signal na 6.67 ppm, registrovan u '"H NMR spektru jedinjenja 11, ukazuje na dva H-atoma

iz hidrazonske (=NNH,) funkcije. U C NMR spektru se moZe primetiti da je doslo do
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pomeranja signala za Cs-atom sa 199.71 ppm (kod polaznog jedinjenja 3), na 158.31 ppm (kod
hidrazona 11).

Redukcijom C-3 karbonilne funkcije u jedinjenju 3 cinkom u glacijalnoj siréetnoj
kiselini, uz refluks u toku 2 ¢asa, dobijena je smeSa 17a-pikolil-5a-androst-3-en-173-ola (13) i
17a-pikolil-5B-androst-3-en-17B-ola (14), koji se nisu mogli razdvojiti hromatografijom na

koloni (shema 3.16.).

T
T

3 13 14

Shema 3.16. a) Zn u prahu, AcOH, refluks, 2 h.

U 'H NMR spektru smese jedinjenja 13 i 14 javljaju se dva multipleta na 5.29 i 5.35
ppm, koji odgovaraju H-3 atomima iz Sa- i 5B- izomera. Dublet dubleti na 5.53 i 5.68 ppm
poti¢u od dva H-4 atoma iz 5a, odnosno 5B izomera, dok su u ’C NMR spektru registrovani

signali za dva C-5 atoma na 43.50 1 46.05 ppm, iz 5a0- i 5B- izomera.

3.1.3. Sinteza novih 17a-pikolil derivata 15-20 i 23 sa transformacijama u A i

B prstenu

Dalja istrazivanja obuhvatala su reakcije hidroksilacije i oksidacije u A i/ili B prstenu kod
17a-pikolil serije jedinjenja. Kada je jedinjenje 2 podvrgnuto oksidaciji sa selen-dioksidom'*® u
dioksanu, uz refluks u toku 25 ¢asova, dobijena je smesa 4a- i 43- hidroksi derivata 15 i 16, koji
su razdvojeni hromatografijom na koloni i dobijeni u prinosu od 22%, odnosno 28% (shema

3.17.)'%.
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Shema 3.17. a) SeO,, dioksan, refluks, 25 h.

Struktura 17a-pikolil-androst-5-en-3f,4a,17B-triola (15) je potvrdena na osnovu pojave
novog tripleta u "H NMR spektru (u odnosu na polazno jedinjenje 2) na 3.89 ppm koji odgovara
H-4p atomu. U BC NMR spektru jedinjenja 15 je uocen signal na 65.06 ppm za C-4 atom, na
kome se nalazi hidroksilna grupa a orjentacije. U slu¢aju 4p-hidroksi izomera 16, u "H NMR
spektru se javlja novi dublet na 4.16 ppm koji potice od H-4a atoma, dok je u *C NMR spektru
jedinjenja 16 registrovan signal na 77.24 ppm, za C-4 ugljenikov atom. Orijentacija ovih
hidroksilnih grupa je potvrdena na osnovu NOE eksperimenta. Tako je B-konfiguracija 4-
hidroksilne grupe kod jedinjenja 16 potvrdena selektivnim ozrac¢ivanjem H-4 protona (4.16 ppm)
koji pokazuje NOE efekat prema H-30 (3.57 ppm) i H-6 (5.71 ppm) protonima u '"H NMR NOE
spektru. Kod jedinjenja 15 selektivno ozracivanje H-4 protona ne dovodi do povec¢anja signala za

H-3, tako da se moZe zakljuciti da je OH grupa na C-4 atomu a-orjentisana.

U daljem radu, u jedinjenju 2 je zatim izvrSeno acetilovanje 3-hidroksilne funkcije, acet-
anhidridom u piridinu na sobnoj temperaturi u toku 3 casa, sa ciljem da se u novodobijeno
jedinjenje 17 uvede hidroksilna grupa u polozaj C-4, sli¢no jedinjenjima 15 i 16. Stoga je 3[-
acetoksi derivat 17 podvrgnut reakciji sa selen-dioksidom u dioksanu, uz refluks u toku 20
Casova, pri ¢emu je dobijen 4f,17p-dihidroksi-17a-pikolil-androst-5-en-3[3-il acetat (18) (shema
3.18.).
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Shema 3.18. a) Ac,0, aps. Py, s.t., 3 h; b) SeO,, dioksan, refluks, 20 h.

Acetoksi grupa na C-3 atomu kod jedinjenja 17 je potvrdena pojavom singleta u "H NMR
spektru na 2.04 ppm, koji potic¢e od tri protona iz CH; grupe estarske funkcije. Takode se u Be
NMR spektru javljaju dva nova signala na 21.41 1 170.55 ppm, za C-atome iz metil i karbonilne
grupe OAc funkcije. Struktura jedinjenja 18 je potvrdena na osnovu IR, 'H i ?C NMR spektara,
kao i na osnovu dvodimenzionih COSY, HETCOR i NOESY spektara, pri ¢emu je u 'H NMR
spektru registrovan nov signal na 5.38 ppm koji poti¢e od H-4a atoma, dok je u BC NMR
spektru registrovan signal na 79.20 ppm, za C-4 ugljenikov atom na kome se nalazi hidroksilna
grupa. B-Konfiguracija 4-OH grupe kod jedinjenja 18 je potvrdena NOE eksperimentom, pri
Gemu se u 'H NMR NOESY spektru moZe uoéiti da je H-4 atom na 5.38 ppm u korelaciji sa H-3

atomom na 3.62 ppm i olefinskim H-6 atomom na 5.83 ppm.

U narednoj fazi sinteze izvrSena je transformacija u A 1 B prstenu 17-pikolil derivata u
cilju dobijanja jedinjenja sa A*-3,6-dionskim sistemom, obzirom da je u literaturi poznato da su
se steroidna jedinjenja sa takvom strukturom pokazala kao bioloski aktivna jedinjenja. Tako je 6-
oksoandrostendion jedan od najranije otkrivenih ireverzibilnih inhibitora enzima aromataze'*’ i u
klini¢koj je upotrebi u tretmanu estrogen-zavisnog karcinoma dojke. Upravo zbog toga,
sintetisan je nov 17B-hidroksi-17o-pikolil-androst-4-en-3,6-dion (19)'*® da bi mu se ispitala
bioloSka aktivnost. Reakcija je izvedena primenom Jones-ovog reagensa na jedinjenje 2, na 0 °C

u toku 1.5 cCasa, pri ¢emu je jedinjenje 19 dobijeno u prinosu od 12% (shema 3.19.).
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Shema 3.19. a) Jones-ov reagens, 0 °C, 1.5 h.

Posto jedinjenje 19 poseduje dve karbonilne grupe, u IR spektru su registrovane dve
intenzivne trake na 1726 i 1693 cm™, a u *C NMR spektru su registrovani signali na 199.46 i
201.95 ppm koji odgovaraju C-3 1 C-6 atomima. Signali na 125.51 1 160.82 ppm odgovaraju
vinilnim C-4 i C-5 atomima. U '"H NMR spektru signal na 6.19 ppm odgovara H-4 protonu, dok
izostaju signali za H-3 i H-6 protone na 3.53 i 5.36 ppm, koji su prisutni kod polaznog jedinjenja
2.

U daljem radu, kada je jedinjenje 3 reagovalo sa kalijum—terc—butoksidom190 u terc-
butanolu, na 45 °C u toku 3 casa, utvrdeno je na osnovu spektroskopskih podataka, da je
dobijeno jedinjenje 19 u prinosu od 13%, kao i jedinjenje 20 u prinosu od 25%, koje u svojoj

strukturi sadrZi konjugovani AB sistem, C4-OH i C3=0 funkcionalne grupe (shema 3.20.)"*°.

OH OH OH
= | X W | N R | N
N~ \l@ N~
—a’ +
O O O
3 0 OH
19 20

Shema 3.20. a) IM -BuOK, -BuOH, 45 °C, 3 h.
Prisustvo OH grupa u IR spektru jedinjenja 20 je potvrdeno Sirokom trakom na 3423 cm’
! Analizom 'H NMR spektra uo¢avaju se dva dublet dubleta na 6.06 i 6.65 ppm koji odgovaraju

vinilnim H-7 i H-6 protonima, kao §to je i o&ekivano, dok su u ?C NMR spektru registrovani
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karakteristi¢ni signali koji odgovaraju ugljenikovim atomima dvostruke veze i to na 124.71 (C-

6), 134.70 (C-5), 137.10 (C-7) 1 140.21 (C-4) ppm.

Kao $to je ve¢ ranije pomenuto, sa ciljem da se uvede proSireni konjugovani sistem u A
prsten'*®, jedinjenje 3 je podvrgnuto reakciji sa selen-dioksidom u dioksanu, uz refluks u toku 3
casa (shema 3.21.), sli¢no kao i prilikom transformacije 17a-pikolil derivata 2. Medutim, umesto
ocekivanog jedinjenja 23 sa 1,4-dien-3-on sistemom, dobijena je kompleksna smeSa proizvoda iz

koje se ono nije moglo izolovati.

OH OH
N 3 N
— % -
@] O
3

23 (R = H ili OH)
Shema 3.21. a) SeO,, dioksan, refluks, 3 h.
3.1.4. Hemijske transformacije 4,5-epoksi 17a-pikolil androstanskog derivata

U cilju dalje funkcionalizacije 17a-pikolil derivata, kako bi se dobili novi potencijalni
antitumorski agensi, jedinjenje 3 je reagovalo sa 30%-nim H,O, u 4 M NaOH, na 0 °C u toku 1
Casa, a zatim na 10 °C jo§ 24 Casa, pri ¢emu je dobijena smesa 40,50~ i 4pB,5B-epoksi-1783-

hidroksi-17a-pikolil-androstan-3-ona 21 i 22'"'%2,

Primenom Wharton-ove reakcijel69, smeSa jedinjenja 21 i 22 je zagrevana sa 98%-nim
hidrazin-hidratom na 120 °C u toku 30 minuta, pri ¢emu je dobijen 17a-pikolil-androst-3-en-

5&,17B-diol (24) u prinosu od 30% (shema 3.22.).
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Shema 3.22. a) 30% H,0,, 4M NaOH, MeOH, 0 °C, 1 h — 10 °C, 24 h; b) NH,NH,-H,0, 120 °C, 30

min.

Struktura jedinjenja 24 je utvrdena na osnovu spektroskopskih podataka. Tako se u IR
spektru uodava Siroka traka na 3384 cm™ koja ukazuje na prisustvo hidroksilnih funkcija, jer
novosintetizovano jedinjenje 24 pored postoje¢e 17p-OH sadrzi i 5-OH grupu. U '"H NMR
spektru (CDCls) signali u obliku dubleta na 5.54 ppm, odnosno multipleta na 5.84 ppm,
odgovaraju protonima H-4, odnosno H-3. "H NMR spektar jedinjenja 24 je snimljen i u acetonu-
d¢ (obzirom da se u CDCIl; nije uocio signal za proton iz 5-OH grupe), pri ¢emu je registrovan
signal na 5.61 ppm koji poti¢e od 5-OH protona. Odsustvo signala na 207.12 ppm (koji odgovara
C-3 atomu smeSe jedinjenja 21 1 22) u BC NMR spektru jedinjenja 24 ukazuje da je doSlo do
gubitka C-3 karbonilne funkcije, a uo€avaju se signali na 130.84 i 133.60 ppm koji poticu od Cj i
C, atoma. Signal za kvaternerni C-5 atom je registrovan na 71.93 ppm, a kod jedinjenja 21 i 22

se nalazi na 70.52 ppm.

174-17 v
® na smesu 4a,50-

U daljoj fazi istrazivanja, primenjena je Eschenmoser-ova reakcija
i 4PB,5B-epoksida 21 i 22, sa p-toluensulfonil-hidrazinom, najpre 1 €as na sobnoj temperaturi, a
zatim jo$ 1 ¢as na 55 °C, pri ¢emu je dobijen 17p-hidroksi-17a-pikolil-4,5-sekoandrost-3-in-5-on

(25), u prinosu od 56% (shema 3.23.).

OH OH
o | AN o | AN
N~ a N~
O
o I
25

21,22

Shema 3.23. a) TSNHNH,, 50% EtOH, s.t., | h — 55 °C, 1 h.
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Na osnovu spektroskopskih podataka, kao i rentgeno-strukturne analize, potvrdena je
struktura jedinjenja 25. U IR spektru su registrovane karakteristicne trake na 2116 i 1700 cm’
koje poti¢u od vibracija acetilenske i karbonilne funkcije. U *C NMR spektru se mogu uogiti
dva nova signala u poredenju sa spektrom polaznih jedinjenja, na 68.07 i 83.16 ppm koji se
mogu pripisati atomima C-3 i C-4 iz novoformirane acetilenske funkcije, dok se na 214.46 ppm
javlja signal za karbonilni C-5 atom. Struktura novog A-seko 17-pikolil derivata 25 je nepobitno
dokazana na osnovu rentgeno-strukturne analize, pri ¢emu se uocava orjentacija acetilenske
funkcije, kao i formiranje intramolekulske vodoni¢ne veze (slika 3.1.), Cija je duZina prikazana u

tabeli 7.1. (Prilog).

Slika 3.1. Prikaz molekularne strukture jedinjenja 25

Takode je u daljem radu ispitivana reaktivnost 4a,5a- i 48,5B-epoksida 21 i 22 u baznoj i
kiseloj sredini. Reakcija u baznoj sredini je izvedena u metanolu u prisustvu 4 M NaOH, uz
refluks u toku 3.5 Casa, pri ¢emu je dobijen 17B-hidroksi-4-metoksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-
on (26, shema 3.24.)"* u prinosu od svega 4%. S druge strane, kada je smesa epoksida 21 i 22
tretirana mravljom kiselinom, ili 2%-nom H,SO4 u glacijalnoj siréetnoj kiselini, dobijena je
smeSa 2a,17p-dihidroksi- i 2B,17p-dihidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-ona (27 i 28, shema

3.24.)""%, koji se nisu mogli hromatografski razdvojiti.
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Shema 3.24. a) 4M NaOH, MeOH, refluks, 3.5 h; b) HCOOH, refluks, 50 min.; ¢) 2% H,SO./AcOH,
s.t., 3 h.

Dokaz da je otvaranjem 4,5-epoksi funkcije u baznoj sredini uvedena metoksi funkcija u
polozaj 4 androstanskog derivata 26 dobijen je na osnovu spektroskopskih podataka. Tako se u
IR spektru jedinjenja 26 javljaju trake na 1214 i 1260 cm™ koje odgovaraju C—O—C vibracijama,
dok je u '"H NMR spektru registrovan o&ekivani singlet na 3.60 ppm za protone iz 4-metoksi
funkcije, a istovremeno izostaje signal za H-4 proton iz polazne smeSe a- i - epoksida (oko 3.00
ppm). Kao Sto je i oCekivano, u BC NMR spektru se javlja nov signal (u odnosu na polazno
jedinjenje) za C-atom iz 4-metoksi funkcije na 60.23 ppm, dok su signali za C-4 i C-5 atome
pomereni ka nizim vrednostima magnetnog polja u odnosu na polazno jedinjenje (147.23 i

146.21 ppm; kod jedinjenja 21122 na 62.78 1 70.52 ppm).

92



Rezultati i diskusija

3.1.5. Oksimino funkcija u strukturi 17a-pikolil androstanskog derivata

Prirodni proizvodi izolovani iz morskih organizama su postali veoma znacajan izvor
bioloski aktivnih jedinjenja. NarocCito su brojni sistemi koji se u velikim koli¢inama mogu
izolovati iz morskih sundera'”, pri ¢emu su “morski’ steroidi sa hidroksimino funkcijom ispoljili
citotoksi¢nost prema razli¢itim celijskim linijama kao $to su murin leukemija, adenokarcinom
pluéa i karcinom debelog creva'®, dok su neki pokazali aktivnost i protiv virusa hepatitisa in

.. 195 .. . . C - .. .. . .. .
vitro”". S druge strane, mnogi sintetizovani steroidni oksimi su ispitani kao potencijalni
inhibitori ljudskog enzima aromataze i1 pokazali visok afinitet, deluju¢i kao kompetitivni

inhibitori ovog enzima'®.

U ovom radu je izvrSena sinteza nekoliko oksimino derivata u 17a-pikolilskoj seriji sa
ciljem da se ispita njihova citotoksi¢na aktivnost prema razli¢itim tumorskim ¢elijama, dok su
neki posluZzili kao prekursori u sintezi novih, potencijalno bioloSki aktivnijih jedinjenja, sa

azotom kao heteroatomom.

Jedan od ciljeva rada je bio da se u C-2 polozaj 17a-pikolil derivata 3 uvede oksimino
funkcija. Stoga je u prvoj fazi ovog dela rada je izvrSeno oksiminovanje jedinjenja 3 sa i-amil-
nitritom u prisustvu kalijum-terc-butoksida, na sobnoj temperaturi u toku 24 casa, pri ¢emu su,
nakon hromatografskog razdvajanja dobijeni novi oksimino derivati: neocekivani 17f-hidroksi-
2(E)-hidroksimino-17a-pikolil-izoksazolo[3’,4°,5":4,5,6]-androst-5-en-3-on  (29) kao i1 17B-
hidroksi-2(Z),4(¢)-dihidroksimino-17a-pikolil-androst-5-en-3-on  (30), u prinosu od 10%,

97

odnosno 28% (shema 3.25.). Pri slicnim reakcionim uslovima, Ohta i saradnici'”’ su iz

testosterona dobili samo odgovarajuci 2,4-dihidroksimino derivat.

U narednoj fazi je primenjena Beckmann-ova fragmentacija na jedinjenje 30. Reakcija je
izvedena dejstvom acet-anhidrida u piridinu, na sobnoj temperaturi u toku 1.5 ¢asa, pri ¢emu je

dobijen 2,3-seko-A-norandrost-5-en-2,4-dinitrilni derivat 31, u prinosu od 46% (shema 3.25.).
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Shema 3.25. a) i-AmONO, 1M -BuOK, -BuOH, s.t., 24 h; b) Ac,0, aps. Py, s.t., 1.5 h.

Struktura novosintetizovanog izoksazolskog derivata 29 je nepobitno dokazana na
osnovu rentgeno-strukturne analize (slika 3.2.), pri ¢emu se uocCava (E) orijentacija oksimino
funkcije, kao 1 formirani izoksazolski prsten. Na slici 3.3. je prikazano pakovanje molekula u
kristalu za jedinjenje 29, sa prikazom intermolekularnih vodoni¢nih veza. U IR spektru su
registrovane o&ekivane karakteristiéne trake na 1552, 1570 i 1598 cm™ koje poti¢u od vibracija
C=C, C=N, C=C-0 i N=C—-0O grupa iz oksimino, izoksazolske i piridinske funkcije, koje su
prisutne u strukturi jedinjenja 29, dok Cs keto grupa daje intenzivnu traku na 1713 cm™. Singlet
koji se uocava na 13.02 ppm u 'H NMR spektru odgovara protonu iz hidroksimino funkcije, i
izmenljiv je u prisustvu D,O. U BC NMR spektru registrovani su novi signali u poredenju sa
polaznim jedinjenjem, i to na 169.38 ppm za C-2 atom za koji je vezana oksimino funkcija,
zatim na 153.51, 125.14 1 176.79 ppm za C-4, C-5 i C-6 atome iz novoformirane izoksazolske
funkcije kao i na 196.71 ppm za C-3 atom.
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03[1565.

Slika 3.3. Prikaz pakovanja molekula u kristalu za jedinjenje 29 sa prikazom intermolekularnih

vodoni¢nih veza. Neki atomi nisu prikazani zbog jasnoce slike.
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Kod jedinjenja 30 su u 'H NMR spektru registrovana dva singleta na 11.85 i 12.69 ppm, za
protone iz dve =NOH funkcije, a koji su izmenljivi u prisustvu D>O. Obzirom da se signal za
vodonikov atom iz C,=NOH funkcije javlja pri nizim vrednostima magnetnog polja (12.69 ppm),
moze se zakljuciti da je formirana intramolekulska vodoni¢na veza izmedu OH grupe oksima i 3-
keto funkcije, Sto ukazuje na 2(Z)-konfiguraciju hidroksimino funkcije. Signal koji se javlja na
7.15 ppm odgovara vinilnom protonu H-6. Signali za odgovarajuce C, i C4 atome, u BC NMR
spektru su registrovani na 152.20 ppm, odnosno 169.34 ppm, a signali za C-atome iz A’ veze se
javljaju na 132.60 i 134.35 ppm, dok je signal za C-3 atom registrovan na 181.37 ppm.

Kao $to je ve¢ pomenuto, Beckmann-ovom fragmentacijom dioksima 30 dobijen je A-
seko 2,4-dinitrilni derivat 31, a dve C=N grupe su uocene pojavom dve karakteristi¢ne trake u IR
spektru na 2216 1 2245 cm”. U '"H NMR spektru jedinjenja 31 se uocCavaju dva nova signala u
obliku dubleta na 2.63 i 2.77 ppm koji poti¢u od diastereotopnih H-1 protona, dok je na 6.79
ppm registrovan signal za H-6 atom. Ocekivani signali za C, i C4 atome iz dve nitrilne funkcije
su registrovani na 119.56 i 117.20 ppm u *C NMR spektru, dok su ugljenikovi atomi iz Cs=Cg

veze registrovani na 116.68, odnosno 145.96 ppm.

Zamena jednog ili viSe atoma ugljenika u steroidnom molekulu heteroatomom, cesto
utiCe na povecanje bioloske aktivnosti jedinjenja. Aza-steroidi su naroc€ito pokazali raznovrsnu
bioloSku aktivnost. Snazan inhibitorni efekat prema humanoj Sa-reduktazi su ispoljili 4-aza-
laktami, Sto ih ¢ini potencijalnim lekovima u terapiji benigne hiperplazije prostate, akni ili npr.
alopecije'®®. Pored toga, pojedini aza-homosteroidi su pokazali snaZnu antitumorsku aktivnost

prema nekoliko tipova leukemije'®’.

U cilju ispitivanja bioloSke aktivnosti, sintetisani su izomerni 3(E)- i 3(Z)-17a-pikolil
oksimi 32 i 33, koji su zatim Beckmann-ovim premeStanjem transformisani u odgovarajuce 3-
aza-A-homoandrost-4a-en-4-on derivate 34 i 35. Naime, oksiminovanjem jedinjenja 3
hidroksilamin-hidrohloridom u prisustvu natrijum-acetata, uz refluks u toku 1.5 ¢asa, dobijena je
smesa stereoizomernih oksima, 3(E)-hidroksimino-17a-pikolil-androst-4-en-17-ol (32) i 3(Z)-
hidroksimino-17a-pikolil-androst-4-en-17p-ol (33) (shema 3.26.), u molskom odnosu 2.8:1 =
32:33. U narednoj fazi sinteze je izvrSeno Beckmann-ovo premesStanje smeSe dobijenih 3(E)- i
3(Z)-17a-pikolil oksima 32 i 33 tionil-hloridom u dioksanu, na sobnoj temperaturi u toku 1 ¢asa,

pri ¢emu su dobijena dva proizvoda sa enamidnom laktamskom funkcijom. Medutim, pored
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Beckmann-ovog premesStanja A-prstena, u prisustvu tionil-hlorida je doslo i do eliminacije

1720 16 . .
A odnosno A'® dvostruke veze, pri ¢emu je

tercijerne 17p-hidroksilne grupe i gradenja
dobijena smeSa 17(E)-pikoliniliden-3-aza-A-homoandrost-4a-en-4-ona (34) 1 17-pikolil-3-aza-A-

homoandrost-4a,16-dien-4-ona (35) (shema 3.26.).
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Shema 3.26. a) NH,OH-HCI, AcONa, 95% EtOH, refluks, 1.5 h; b) SOCl,, dioksan, s.t., 1 h.

Na osnovu spektroskopskih podataka je potvrdeno da je dobijena smeSa 3-hidroksimino
derivata 32 1 33. U IR spektru smeSe jedinjenja 32 i 33 registrovane su trake na 1638, 1599 i
1570 cm™, koje poticu od vibracija C=C i C=N veza u molekulu. Takode se javlja Siroka
intenzivna traka na 3410 cm™ koja potice od O-H vibracija iz oksimino i 178-OH funkcija. U 'H
NMR spektru se uocavaju signali na 5.70 i 6.33 ppm koji poticu od dva H-4 protona iz E,
odnosno Z-hidroksimino derivata. Takode se javljaju dva nova signala (u odnosu na polazno
jedinjenje 3) na 10.23 1 10.48 ppm koji poti¢u od protona iz Z-, odnosno E-oksimino grupe, koji
su izmenljivi u prisustvu D,O. U BC NMR spektru smese jedinjenja 32 i 33 signal na 199.71
ppm, koji je odgovarao karbonilnom C-3 atomu kod polaznog jedinjenja 3, pomeren je na 151.02
ppm u slucaju Z izomera, odnosno na 152.72 ppm u slu¢aju E izomera. Dva signala za C-4 atome

iz E-, odnosno Z-oksimino derivata, se nalaze na 117.86 1 110.69 ppm.
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Konfiguracija 3-hidroksimino funkcije kod jedinjenja 32 je E, a kod jedinjenja 33 je Z, a
pretpostavljena je na osnovu poredenja sa rezultatima za jedinjenja koja su opisana u literaturi, a

200, Tako, kako je ve¢ navedeno, proton iz oksimino funkcije kod E-

imaju sli¢an A-prsten
izomera je u "H NMR spektru registrovan na 10.48 ppm, dok je kod Z- izomera na 10.23 ppm,
Sto se moZe objasniti smanjenom elektronskom gustinom, pa je stoga izrazen "deshilding" efekat
(deekraniran proton). U slucaju H-4 atoma, kod E- izomera se signal u 'H NMR spektru javlja
pri viSim vrednostima magnetnog polja na 5.70 ppm, dok je kod Z- izomera na 6.33 ppm, posto
je elektronska gustina povecana oko H-4 atoma.

Na osnovu spektroskopskih podataka je utvrdeno da su jedinjenja 34 i 35 dobijena u
smesi. Tako se u '"H NMR spektru javlja signal na 6.19 ppm koji potie od vinilnog H-20 protona
iz jedinjenja 34, dok su na 3.48 i 5.12 ppm registrovani signali koji odgovaraju H-20 protonima
metilenske grupe, odnosno vinilnom H-16 protonu iz jedinjenja 35. Signali za H-4 i amidni NH
proton, koji su zajednicki za oba jedinjenja, javljaju se u obliku singleta na 5.73 i 6.92 ppm. U
BC NMR spektru se takode javljaju signali koji su karakteristi¢ni za smesu jedinjenja 34 1 35 i to
na: 42.04 (C-20 iz jedinjenja 35), 118.06 ppm (C-20 iz jedinjenja 34), 118.90 (C-4), 124.76 (C-
16 iz jedinjenja 35), 138.87 (C-17 jedinjenja 35), 157.41 (C-17 iz jedinjenja 34), 160.79 (C-5 iz
jedinjenja 34), 161.00 (C-5 iz jedinjenja 35) i 170.22 (C-3).

Obzirom na znacaj oksimino funkcije u strukturi steroida, a kako je ve¢ ranije pomenuto,
cilj je bio da se u poloZzaj C-2 kod jedinjenja 3 i uvede. Stoga se pristupilo alternativnom
postupku sinteze, iz 2-hidroksimetilenskog derivata 36, koji ima sliCan A prsten sa
oksimetolonom. Oksimetolon je aktivni 17a-alkilovani anabolicki androgeni steroid koji se
danas koristi kao lek u terapiji osteoporoze, kao 1 u tretmanu anemije prouzrokovane smanjenom
produkcijom eritrocita, mielofibroze, zatim kod stecene ili urodene aplasti¢ne anemije. Zbog
anabolickih osobina oksimetolona, u novijim istrazivanjima se sve viSe ispituje delovanje
oksimetolona na razli¢ita klinicka stanja, ukljucuju¢i HIV, deficit antihrombina III, poremecaj
rasta kod dece kao 1 oSte¢enje miokarda kod bolesti srca?".

Sa ciljem da se u strukturu 17a-pikolilskog derivata uvede 2-hidroksimetilenska funkcija,
jedinjenje 3 je u reakciji sa etil-formijatom'® uz natrijum-hidrid u inertnoj atmosferi,

transformisano u  17B-hidroksi-2(Z)-hidroksimetilen-17a-pikolil-androst-4-en-3-on  (36) u
prinosu od 38% (shema 3.27.).
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37

Shema 3.27. a) HCOOEt, NaH, aps. benzen, Ar, s.t., 2 h; b) 7M NaNO,, 95% EtOH, 35% HCI,
0 °C, 45 min.

U narednoj fazi, jedinjenje 36 je reagovalo sa natrijum-nitritom u kiseloj sredini, na 0 °C
u toku 45 minuta, pri ¢emu je dobijen Zeljeni 17p-hidroksi-2(Z)-hidroksimino-17a-pikolil-
androst-4-en-3-on (37), u prinosu od 93% (shema 3.27.).

Strukture novosintetizovanih jedinjenja 36 i 37 su potvrdene na osnovu spektroskopskih
podataka, a jedinjenja 36 i rentgeno-strukturnom analizom (slika 3.4.), pri ¢emu je utvrdeno
prisustvo dve intramolekulske vodoni¢ne veze, Cije su duzine prikazane u tabeli 7.1. (Prilog).
Uvodenje 2-hidroksimetilenske funkcije je potvrdeno na osnovu 'H NMR spektra, pojavom
novog signala (u odnosu na polazno jedinjenje 3), u intervalu od 7.24-7.37 ppm koji odgovara
vinilnom protonu iz hidroksimetilenske funkcije, 1 na 13.76 ppm, u obliku Sirokog singleta, koji
potice od protona iz OH grupe novoformirane hidroksimetilenske funkcije, a koji je izmenljiv u
D,O. Signal za tercijerni ugljenikov atom iz =CHOH funkcije je registrovan u °C NMR spektru
na 165.11 ppm, dok je na 189.17 ppm registrovan signal za C; atom iz karbonilne funkcije (kod
jedinjenja 3 na 199.71 ppm). Takode, u BC NMR spektru jedinjenja 36 (u poredenju sa polaznim
jedinjenjem 3), javlja se nov signal na 106.48 ppm koji odgovara kvaternernom C-2 atomu. U IR
spektru se javljaju trake na 1569 i 1597 cm™ koje poti¢u od vibracija C=C veza u molekulu, kao i
intenzivna traka na 1642 cm™ od vibracija karbonilne grupe, dok §iroka traka prisutna na 3312

cm™ odgovara O—H vibracijama dveju hidroksilnih grupa.
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Slika 3.4. Prikaz molekularne strukture jedinjenja 36

Kao Sto je ve¢ pomenuto, jedinjenje 37 sadrzi pored C3=0 i 2(Z)-hidroksimino funkciju, pa
su u IR spektru registrovane intenzivne trake na 1675 i 1605 cm™ koje odgovaraju vibracijama
karbonilne funkcije kao i C=N i C=C veza, dok §iroka intenzivna traka na 3416 cm™ poti¢e od
vibracija OH grupa. Prisustvo H-atoma iz hidroksimino funkcije je dokazano pojavom signala u
obliku singleta u 'H NMR spektru na 12.20 ppm, a koji je izmenljiv u D,O. (Z)-konfiguracija
oksimino funkcije je odredena na osnovu pomeranja signala (za proton iz hidroksimino funkcije)
ka niZem polju, Sto ukazuje na formiranje intramolekulske vodoni¢ne veze sa susednom 3-keto
grupom. U >C NMR spektru je signal za C-2 atom pomeren na 151.38 ppm u odnosu na polazno

jedinjenje 36 (kod kojeg je na 106.48 ppm), zbog uvodenja hidroksimino funkcije.
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3.1.6. Sinteza 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata 38-45 sa

transformacijama u A prstenu

Bioloska aktivnost nekog jedinjenja moZe biti umanjena, ili poboljSana, ukoliko se izvr$i
samo jedna transformacija u strukturi tog jedinjenja. U literaturi'®>'**'**%% sy poznati brojni
primeri steroidnih jedinjenja kod kojih je izvrSena samo jedna promena u strukturi (oksidacija ili
redukcija neke grupe, supstitucija jedne grupe drugom, eliminacija, dehidratacija), 1 ta je
promena znacajno uticala na njegovu bioloSku aktivnost. Stoga su u ovom radu i sintetizovana

jedinjenja koja imaju razli¢ite supstituente na C-17 atomu, a sli¢nost u A i/ili B prstenu.

Najpre je izvrSena sinteza serije jedinjenja sa modifikacijama u A prstenu kod kojih je
17a-pikolil-17B-ol sistem transformisan u 17(E)-pikolinilidenski sistem, kako bi se uporedila

bioloSka aktivnost kod obe serije jedinjenja i utvrdio uticaj supstituenta u polozaju C-17.

Kako bi se uveo 3,5-dienski sistem kod 17(E)-pikolinilidenskog derivata, sli¢no
prethodno opisanom kod 17a-pikolil derivata, jedinjenje 5 je najpre tozilovanjem C-3
hidroksilne grupe, na sobnoj temperaturi u toku 19 casova, prevedeno u 33-tozil derivat 38, koji
je zatim primenom baznog nukleofilnog reagensa bis(2-aminoetil)amina, uz refluks u toku 1
¢asa, podvrgnut eliminaciji tozil grupe, pri ¢emu je dobijen 17(E)-pikoliniliden-androsta-3,5-dien

(39) u prinosu od svega 7% (shema 3.28.)186.

TsO
5 38 39

Shema 3.28. a) p-TsCl, aps. Py, s.t., 19 h; b) bis(2-aminoetil)amin, refluks, 1 h.

Struktura jedinjenja 38 je dokazana na osnovu spektroskopskih podataka, pri ¢emu su u

IR spektru prisutne trake na 1562, 1586 i 1653 cm™' koje odgovaraju valencionim C=C i C=N
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vibracijama, dok se u '"H NMR spektru jedinjenja 38 mogu uoéiti dva dubleta na 7.33 1 7.79 ppm,
koji poticu od cetiri protona iz OTs grupe. Kod jedinjenja sa pikolinilidenskim sistemom u D
prstenu se signali za protone iz piridinskog jezgra javljaju u oblasti od 7.00 - 8.60 ppm, dok se na
oko 6.25 ppm javlja nov signal za vinilni H-20 proton. U *C NMR spektru se javljaju novi
signali (u poredenju sa polaznim jedinjenjem 5), na 127.57, 129.70, 134.53 i 144.38 ppm, koji
odgovaraju C-atomima iz OTs funkcije.

Eliminacija OTs funkcije i uvodenje dvostruke veze u A poloZaj kod jedinjenja 39 je
potvrdeno na osnovu pojave novih signala u '"H NMR spektru, na 5.42 i 5.95 ppm, koji
odgovaraju H-3 i H-4 atomima dvostruke veze, dok je signal za H-6 atom pomeren na 5.61 ppm
(kod jedinjenja 5 na 5.38 ppm). U >C NMR spektru registrovani su novi signali koji poti¢u od
C-31C-4 atoma, na 128.891125.16 ppm.

U daljem radu je 3-keto grupa kod jedinjenja 6 redukovana natrijum-borhidridom u
etanolu, na sobnoj temperaturi u toku 2 ¢asa, pri cemu je dobijen 17(E)-pikoliniliden-androst-4-
en-3B3-ol (40) u prinosu od 97%, a koji je zatim, u cilju ispitivanja uticaja strukture jedinjenja na
bioloSku aktivnost, acetilovan acet-anhidridom u piridinu, na sobnoj temperaturi u toku 2 casa,

pri emu je dobijen 3B-acetoksi derivat 41, u prinosu od 46% (shema 3.29.)*.

AcO

41

Shema 3.29. a) NaBH,, aps. EtOH, s.t., 2 h; b) Ac,0, aps. Py, s.t., 24 h.

Izostanak karakteristi¢ne trake na 1673 cm™ u IR spektru kod jedinjenja 40, koja je
odgovarala valencionim vibracijama karbonilne grupe (kod polaznog jedinjenja 6), ukazuje na
uspeSnu redukciju iste, kao i pojava Siroke trake na 3422 cm™. U 'H NMR spektru je registrovan
multiplet na 4.17 ppm koji odgovara atomu H-3, dok je signal za H-4 atom pomeren na 5.29 ppm

(kod polaznog jedinjenja 6 na 5.74 ppm). U '*C NMR spektru je registrovan signal za C-3 atom
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na 67.81 ppm, koji je pomeren ka niZim vrednostima hemijskog pomeranja, u odnosu na polazno
jedinjenje 6 (199.43 ppm), usled redukcije keto funkcije.

Acetilovanjem Cs-hidroksilne grupe kod jedinjenja 40 je dobijeno jedinjenje 41, kod
kojeg je u IR spektru registrovana intenzivna traka na 1731 cm’, koja odgovara valencionim
vibracijama karbonilne grupe iz estarske funkcije, dok je u 'H NMR spektru uo&en nov signal na
2.06 ppm koji potige od tri protona iz OAc grupe. U °C NMR spektru su registrovana dva nova
signala, u poredenju sa spektrom jedinjenja 40, na 21.45 i 170.99 ppm, koji odgovaraju

ugljenikovim atomima CH3 i C=0 grupe estarske funkcije.

Sli¢no kao Sto je ve¢ opisano kod 17a-pikolil derivata, Wolff-Kishner-ova redukcija uz
mikrotalasno ozra¢ivanje na 195 °C (170 W) je primenjena i na jedinjenje 6, pri ¢emu je, u
prisustvu hidrazin-hidrata u etilen-glikolu i jake baze kalijum-hidroksida, umesto ocekivanog
17(E)-pikoliniliden-androst-4-ena (43), preko intermedijernog hidrazona 42, dobijena smeSa
17(E)-pikoliniliden-5a-androst-3-ena (44) i 17(E)-pikoliniliden-5B-androst-3-ena (45) (shema
3.30.), u prinosu od 75%. 17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-3-hidrazon (42) je posebno
sintetizovan u reakciji sa hidrazin-hidratom u etilen-glikolu, pod dejstvom mikrotalasa na 195 °C

(170 W) u toku 2 minuta, i izolovan je u prinosu od 35%.

HoNN

44,45

Shema 3.30. a) NH,NH,-H,0, (CH,OH),, MW, 195 °C (170 W), 2 min.; b) NH,NH,-H,O, (CH,OH),,
KOH, MW, 195 °C (170 W), 40 min.
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U zavisnosti od reakcionih uslova, kao i od strukturnih karakteristika samog jedinjenja,
steroidni A*-3-hidrazoni (I) mogu podleci migraciji dvostruke veze, pri cemu se dobija smeSa A’-

Sa- (IV) 1 AS—SB—olefina (V)'*®. PredloZeni mehanizam ove reakcije je prikazan na shemi 3.31.

QE:(—» Jijé( - J;jé(
o S
HoN—-N" HN-N" HN=N HN=N Q

@ (11a) (11b) (Ile)

V) (IV) (111)

Shema 3.31. Predlozeni mehanizam dobijanja smese A’-5-olefina.

Karakteristi¢na traka na 1653 cm™ koja se uocava u IR spektru jedinjenja 42 odgovara
valencionim vibracijama C=N veze, kao i proirena traka na 2940 cm™ koja poti¢e od N-H
vibracija. Signal na 6.45 ppm, registrovan u '"H NMR spektru jedinjenja 42, ukazuje na dva
protona iz hidrazonske funkcije. U '>C NMR spektru je registrovan signal za C-3 atom na 158.73
ppm, koji je pomeren ka niZim ppm vrednostima u odnosu na polazno jedinjenje 6 (199.43 ppm
za karbonilni Csz-atom kod jedinjenja 6).

U 'H NMR spektru smesSe jedinjenja 44 i 45 izostaje signal na 6.45 ppm koji je
odgovarao protonima iz =NNH, funkcije kod jedinjenja 42, a uo€ava se signal na 5.31 ppm koji
potice od dva H-3 protona iz 5a- i 5B- izomera, kao i dva signala u obliku dublet dubleta, na 5.56
i 5.66 ppm, koji odgovaraju H-4 atomima iz 50- i 5p- izomera. U *C NMR spektru se javljaju
signali na 125.48, 127.10, 131.25 1 132.13 ppm koji odgovaraju vinilnim C-3 i C-4 atomima iz

Sa- 1 5B- izomera, dok izostaje signal na 158.73 ppm (od C-3 atoma iz jedinjenja 42).
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Takode je Clemmensen-ovom redukcijom jedinjenja 6, sprasenim cinkom u glacijalnoj
sir¢etnoj kiselini, uz refluks u toku 2 ¢asa, dobijena smeSa 17(E)-pikoliniliden-5a-androst-3-en

(44) 1 17(E)-pikoliniliden-5B-androst-3-en (45) u prinosu od 47% (shema 3.32.).

Shema 3.32. a) Zn u prahu, AcOH, refluks, 2 h.

Redukcija C; karbonilne grupe je potvrdena na osnovu izostanka intenzivne trake na
1673 cm™ u IR spektru smeSe jedinjenja 44 i 45, koja je odgovarala valencionim vibracijama
keto grupe kod jedinjenja 6. U 'H NMR spektru je uocen signal u obliku multipleta na 5.31 ppm
koji poti¢e od dva H-3 protona iz Sa- i 5B- izomera, kao i dva dublet dubleta na 5.56 i 5.65 ppm,
koji odgovaraju H-4 atomima iz 50- i 5B- izomera. Signali koji su registrovani u °C NMR
spektru na 125.48, 127.10, 131.29 1 132.16 ppm odgovaraju C-3, odnosno C-4 atomima iz 5a- i
5B- izomera, dok istovremeno izostaje signal na 199.43 ppm koji je odgovarao karbonilnom C-3

atomu iz polaznog jedinjenja 6.

3.1.7. Sinteza 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata 46-54 sa

modifikovanim A i B prstenom

Kako bi se ispitao uticaj razli¢itog supstituenta u polozZaju C-17 na biolosku aktivnost,
izvrSena je sinteza jedinjenja sa 17(E)-pikolinilidenskom funkcijom i modifikacijama u A i B

prstenu, kao kod jedinjenja 19, 20, 24, 32, 33 1 36 koja sadrZe 17a-pikolil funkciju.

Oksidacijom jedinjenja § Jones-ovim reagensom, na 0 °C u toku 1.5 Casa, dobijen je novi

17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3,6-dion (46, shema 5’.3’3’.)202 u prinosu od 26%.
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Shema 3.33. a) Jones-ov reagens, 0 °C, 1.5 h.

Struktura jedinjenja 46 je potvrdena na osnovu spektroskopskih podataka, pri cemu je u
'H NMR spektru registrovan nov signal za H-4 proton na 6.26 ppm, dok izostaju signali za H-3 i
H-6 protone na 3.55 i 5.38 ppm, u poredenju sa spektrom polaznog jedinjenja 5. U BC NMR
spektru su registrovani signali na 199.39 i 201.94 ppm koji odgovaraju karbonilnim C-3 i C-6

atomima, dok signali na 125.67 1 160.69 ppm odgovaraju vinilnim C-4 i C-5 atomima.

Reakcijom jedinjenja 6 sa kalijum—terc—butoksidom190

u ferc-butanolu, na sobnoj
temperaturi u toku 45 casova, dobijeno je alternativnim putem jedinjenje 46, Ciji se
spektroskopski podaci slaZzu sa prethodno opisanim, u prinosu od 19%, kao i 4-hidroksi-17(E)-

pikoliniliden-androsta-4,6-dien-3-on (47) u prinosu od 22% (shema 3.34.)202.

Shema 3.34. a) IM -BuOK, -BuOH, s.t., 45 h.

U IR spektru jedinjenja 47 se opaZa §iroka traka na 3033 cm’ koja ukazuje na vibracije
OH grupe, dok trake na 1566, 1589, 1610 i 1656 cm™ poti¢u od vibracija C=C i C=0 veza.
Analizom "H NMR spektra jedinjenja 47 uocavaju se dva dublet dubleta na 6.13 i 6.68 ppm koji
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odgovaraju protonima dvostruke veze (H-7 i H-6), dok su u >C NMR spektru asignirana Cetiri
vinilna ugljenikova atoma na: 121.47 (C-6), 134.48 (C-5), 137.47 (C-7) i 140.21 (C-4) ppm, kao
1 signal za karbonilni C-3 atom na 193.65 ppm.

Wharton-ova reakcija'® je takode primenjena (kao kod 17-pikolil serije) na smesu 4a,50-
i 4B,5B-epoksi derivata 48 i 49'°"'2, sa hidrazin-hidratom na 120 °C u toku 30 minuta, pri ¢emu
je dobijen 17(E)-pikoliniliden-androst-3-en-5&-ol (50, shema 3.35.), u prinosu od 53%. Cilj ove
modifikacije je bio ispitivanje uticaja 17-supstituenta obe androstanske serije na bioloSku

aktivnost.

48: 40,,50—epoksid,
49: 43,5B—epoksid

Shema 3.35. a) NHzNHz‘Hzo, 120 OC, 30 min.

U strukturi jedinjenja 50 je prisustvo 5-OH funkcije potvrdeno Sirokom trakom na 3412
em” u IR spektru, dok su u 'H NMR spektru registrovani signali na 5.51 ppm, odnosno 5.81
ppm, koji poticu od protona dvostruke veze (H-4 i H-3). Na 5.30 ppm je registrovan signal za
proton iz 5-OH grupe. Signal za C-3 atom je sa 206.75 ppm, kod jedinjenja 49 i 49, u '°*C NMR
spektru jedinjenja 50, pomeren na 130.83 ppm, signal za C4 atom je registrovan na 133.43 ppm,

a za kvaternerni C-5 atom na 71.87 ppm.

U narednoj fazi su, u cilju dalje transformacije i ispitivanja bioloske aktivnosti,
sintetizovani izomerni 3(E)- i 3(Z)-hidroksimino 17(E)-pikolinilidenski derivati 52 i 53, koji su
zatim  Beckmann-ovim  premeStanjem  transformisani u  17(E)-pikoliniliden-3-aza-A-
homoandrost-4a-en-4-on (34), koji je takode dobijen i Beckmann-ovim premeStanjem smeSe
3(E)- i1 3(Z)-17a-pikolil oksima 32 i 33. Naime, oksiminovanjem jedinjenja 6 hidroksilamin-
hidrohloridom, uz refluks u toku 1.5 Casa, dobijena je smeSa stereoizomernih oksima, 3(E)-

hidroksimino-17(E)-pikoliniliden-androst-4-en (582) i 3(Z)-hidroksimino-17(E)-pikoliniliden-
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androst-4-en (83) (shema 3.36., u molskom odnosu 2.6:1 = 52:53), koji su zatim Beckmann-ovim
premeStanjem u prisustvu tionil-hlorida u dioksanu, na sobnoj temperaturi u toku 2 casa

prevedeni u jedinjenje 34 (shema 3.36.), koje je dobijeno u prinosu od 32%.

52,53

Shema 3.36. a) NH,OH-HCI1, AcONa, 95% EtOH, refluks, 1.5 h; b) SOCl,, dioksan, s.t., 2 h.

U IR spektru smese jedinjenja 52 i 53 registrovane su trake na 1652, 1590 1 1566 cm™,
koje poti¢u od vibracija C=C i C=N veza u molekulu, kao i §iroka traka na 3177 cm™ koja potice
od O-H vibracija iz oksimino funkcije. U "H NMR spektru se uo¢avaju signali na 5.70 i 6.33
ppm koji poticu od dva H-4 protona iz E, odnosno Z-hidroksimino derivata. Takode se javljaju
dva nova signala (u odnosu na polazno jedinjenje 6) na 10.24 i 10.49 ppm koji potic¢u od protona
iz Z-, odnosno E-oksimino grupe, koji su izmenljivi u prisustvu D,O. U C NMR spektru smese
jedinjenja 52 i 53 signal na 199.43 ppm, koji je odgovarao karbonilnom C-3 atomu kod polaznog
jedinjenja 3, pomeren je na 151.08 ppm u slu¢aju Z izomera, odnosno na 152.59 ppm u slucaju £
izomera. Dva signala za C-4 atome iz E-, odnosno Z-oksimino derivata, se nalaze na 117.98 i
110.83 ppm.

Struktura jedinjenja 34 je potvrdena na osnovu IR, 'H i ?C NMR spektara, pri emu su u
'H NMR spektru registrovani signali na 5.74 1 6.67 ppm, koji odgovaraju protonima H-4 i NH iz
novoformirane laktamske funkcije enamidnog tipa. Analizom BC NMR spektra jedinjenja 34
uoceni su signali koji poticu od C-2, C-4 i C-3 atoma iz laktamske funkcije, na 42.03, 118.97 i
170.12 ppm. Struktura jedinjenja 34 je potvrdena i na osnovu rentgeno-strukturne analize (slika

3.5.).
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Slika 3.5. Prikaz molekularne strukture jedinjenja 34

Kako bi se uvela 2-hidroksimetilenska funkcija i u strukturu 17-pikolinilidenskog
derivata, jedinjenje 6 je reagovalo sa etil-formijatom'" i natrijum-hidridom u atmosferi argona,
na sobnoj temperaturi u toku 2.5 cCasa, pri Cemu je dobijen 2(Z)-hidroksimetilen-17(E)-
pikoliniliden-androst-4-en-3-on (54) u prinosu od 36% (shema 3.37.), analogno kao kod 17a-
pikolilskog derivata 36, a isto tako, pretpostavlja se da se gradi i intramolekulska vodoni¢na

veza.

Shema 3.37. a) HCOOEt, NaH, aps. benzen, Ar, s.t., 2.5 h.
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U IR spektru jedinjenja 54 se javlja Siroka traka na 3423 cm™ koja poti¢e od vibracija OH
grupe, kao i trake na 1566, 1585 i 1643 cm™ koje su karakteristiéne za vibracije C=C veza i
karbonilne grupe u molekulu. U 'H NMR spektru se javljaju dva nova signala (u poredenju sa
spektrom polaznog jedinjenja 6) na 6.26 i 13.74 ppm, koji odgovaraju vinilnom protonu i
protonu iz OH grupe (koji je izmenljiv u D,0), novoformirane hidroksimetilenske funkcije.
Vinilni ugljenikov atom (iz =CHOH funkcije) je registrovan na 165.29 ppm u '>C NMR spektru,
dok se na 189.01 ppm javlja signal za C; atom iz karbonilne funkcije (kod jedinjenja 6 je na
199.43 ppm). Takode se, u poredenju sa polaznim jedinjenjem 6, javlja i nov signal na 106.42

ppm koji odgovara kvaternernom C-2 atomu.

3.1.8. Sinteza 17-pikolil i 17-pikoliniliden androstanskih derivata sa

kondenzovanim piridinskim prstenom (55 i 56)

Za steroidna jedinjenja kod kojih je A-prsten kondenzovan sa heterocikli¢nim prstenom
je utvrdeno da su od velikog farmakoloskog znacaja, i da poseduju raznovrsnu biolosku
aktivnost, kao Sto je antimikrobna, antiestrogena, antiinflamatorna, anabolicka 1
kardiovaskularna aktivnost''*'?. Takode je poznato da derivati koji u svojoj strukturi sadrZe

piridinski  prsten ispoljavaju  antituberkuloznu®”,  antiulcernu®”, antimikrobnu®”2%,

210-214 .. 215 . . . 216 .
, antiviralnu > i kardiotoni¢nu aktivnost. Medu

. .y 20 .

antineoplasti¢nu 9, antitumorsku
heterosteroidima, sinteza jedinjenja kod kojih je piridin kondenzovan sa A prstenom steroida
privladi sve veée interesovanje'>!, obzirom na rasprostranjenu pojavu i biolosku aktivnost

piridina u prirodnim proizvodima i farmaceuticima'?’.

Sa ciljem da se izvrSi sinteza novih 17a-pikolil 1 17(E)-pikoliniliden androstanskih
derivata kod kojih je A-prsten kondenzovan sa piridinom, kako bi se ispitala njihova bioloSka
aktivnost, jedinjenje 3, odnosno jedinjenje 6, je reagovalo sa propargilaminom u prisustvu
bakar(I)-nitrata'* u atmosferi argona, uz refluks u toku 16 ¢asova (za oba jedinjenja). U reakciji
je dobijen ocekivani 17a-pikolil-piridino[2’,3”:3,4]-androst-5-en-17B-o0l (55) u prinosu od 63%,
odnosno 17(E)-pikoliniliden-piridino[2°,3°:3,4]-androst-5-en (56), u prinosu od 50% (shema
3.38.).
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55

Shema 3.38. a) propargilamin, Cu(NO),-3H,0, aps. EtOH, Ar, refluks, 16 h.

Formiranje piridinskog sistema kondenzovanog sa A prstenom kod jedinjenja 55,
odnosno 56, je potvrdeno na osnovu spektroskopskih podataka. Tako se u '"H NMR spektru
jedinjenja 55 moZe uociti multiplet na 2.98 ppm, koji odgovara H-2 protonima metilenske grupe
koji se nalaze u susedstvu piridinskog prstena, kao i triplet koji potice od vinilnog H-6 protona
na 6.15 ppm. Signali karakteristi¢ni za sedam aromati¢nih protona iz dva piridinska prstena se
javljaju u oblasti 7.03-8.46 ppm. U °C NMR spektru se uoava zna¢ajna promena u poredenju
sa spektrom polaznog jedinjenja 3. Naime, kod jedinjenja 55 se signali za C-3 i C-4 atome
javljaju na 160.84 i 154.80 ppm, dok se kod jedinjenja 3 signali za karbonilni C-3 i vinilni C-4
atomi nalaze na 199.71 1 123.81 ppm. Ugljenikovi atomi C-4", C-5" i C-6" iz kondenzovanog
piridinskog prstena, kod jedinjenja 55, su registrovani na 132.88, 121.30 i 147.99 ppm.
Struktura jedinjenja 55 je nepobitno dokazana i na osnovu rentgeno-strukturne analize (slika
3.6.), pri ¢emu se moZe uociti formiranje jedne intermolekulske vodoni¢ne veze, izmedu N2

atoma iz piridinskog prstena 1 molekula vode, ¢ija je duzina prikazana u tabeli 7.1. (Prilog).
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Slika 3.6. Prikaz molekularne strukture jedinjenja 55

Asignacijom 'H i *C NMR spektara jedinjenja 56 su registrovani sli¢ni signali kao i u
NMR spektrima jedinjenja 55, koji su posledica stvaranja kondenzovanog piridinskog prstena.
Pored signala za H-2 i H-6 protone, koji se u 'H NMR spektru jedinjenja 56 nalaze na 3.001 6.17
ppm, javlja se 1 signal na 6.25 ppm koji je karakteristican za H-20 proton iz 17(E)-
pikolinilidenske funkcije. U intervalu od 7.01-8.57 ppm su registrovani signali za protone iz dva
piridinska jezgra. U ?C NMR spektru jedinjenja 56 se na 160.43 i 139.69 ppm javljaju signali za
kvaternerne C-3 1 C-4 atome (na 199.43 1 123.85 ppm su kod polaznog jedinjenja 6), dok su na
120.85, 132.92 1 149.16 ppm prisutni signali za C-5"’, C-4 1 C-6"’ atome iz kondenzovanog
piridinskog prstena. Signali koji odgovaraju C-5 i C-6 atomima dvostruke veze su registrovani na

134.44, odnosno 122.79 ppm.
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Struktura jedinjenja 56 je takode potvrdena i na osnovu rentgeno-strukturne analize (slika

3.7.).

Slika 3.7. Prikaz molekularne strukture jedinjenja 56
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3.2. Ispitivanje uticaja novosintetizovanih jedinjenja na

proliferaciju tumorskih cCelija

Kreiranje 1 sintetisanje novih, efikasnijih antitumorskih agenasa, kao 1 ispitivanje
njihovog uticaja najpre na model-sisteme, a kasnije 1 na pacijente, su neki od ciljeva naucnika
Sirom sveta. Efikasni antitumorski terapeutici su oni molekuli koji u niskim koncentracijama
izazivaju visok stepen inhibicije rasta neoplasti¢nih ¢elija. Efikasnost nekog citotoksi¢nog ili
citostaticnog agensa mozZe se izraziti procentom smanjivanja broja cCelija prilikom tretiranja
odredenom koncentracijom datog jedinjenja, a u odnosu na kontrolne uzorke, ili pak ICs
vrednoscu, koja predstavlja koncentraciju ispitivane supstance pri kojoj se broj tretiranih celija
smanjuje za 50%, u odnosu na netretirane. Prema opSte prihvacenim kriterijumima, ispitivano
jedinjenje pokazuje izrazito jaku antiproliferativnu aktivnost ukoliko je ICsy vrednost niza od 10
uM, a zadovoljavajucu ako je ICsy vrednost u intervalu od 10-20 uM. Ukoliko se ICsy vrednost
kre¢e u intervalu od 20-100 uM, supstanca pokazuje umerenu ili slabu citotoksi¢nost, dok se

jedinjenja ¢ija vrednost ICsg prelazi 100 uM smatraju netoksi¢nim.
U ovom radu ispitivan je uticaj novosintetizovanih jedinjenja na proliferaciju Sest humanih

tumorskih celijskih linija:

# adenokarcinom dojke, estrogen-receptor pozitivan ER+ (MCF-7),

#* adenokarcinom dojke, estrogen-receptor negativan ER- (MDA-MB-231),

# kancer prostate, androgen-receptor negativan AR- (PC3),

# karcinom cerviksa (HeLa),

# karcinom debelog creva (HT-29) i

# adenokarcinom pluca (A549),

dok je jedna linija zdravih humanih ¢elija posluZila kao kontrola—fetalni fibroblasti plu¢a (MRC-
5).

Efekat delovanja ispitivanih jedinjenja pracen je MTT testom”'”, kolorimetrijskom
metodom za odredivanje broja Zivih Celija u testovima proliferacije i osetljivosti na razlicite

supstance. Princip metode se zasniva na redukciji tetrazolijumove soli [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
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2,5-difeniltetrazolijum bromid, (MTT)] u plavo obojeni proizvod (formazan), u prisustvu
mitohondrijalnog enzima sukcinat dehidrogenaze. Koli¢ina nagradenog formazana direktno je
proporcionalna broju vijabilnih Celija, a apsorbanca se odredjuje spektrofotometrijski, na dve
talasne duZine: test-talasnoj duZini od 540 nm i referentnoj talasnoj duZini od 690 nm. Celije su
izloZene delovanju ispitivanih supstanci tokom 48 h u koncentracijama od 0.01 do 100 uM. Kao
referentna jedinjenja koriS¢eni su formestan (inhibitor aromataze, koji se koristi u terapiji
estrogen-zavisnih bolesti) i doksorubicin (hemoterapeutik, koji se koristi za leCenje kancera).

Dobijeni rezultati su statistiCki obradeni pomocéu programa Excel. Srednja vrednost,
standardna devijacija i koeficijent varijacije izraCunati su za kvadriplikate uzoraka u svakom
eksperimentu. Svaki eksperiment je uraden po dva puta. Smanjenje rasta ¢elijske populacije pod
uticajem ispitivanih jedinjenja izrazeno je kao procenat citotoksi¢nosti. Koncentracija pri kojoj
se postize 50% inhibicije rasta, odnosno citotoksicnosti (ICsp), odredena je ‘“Median effect”
analizom pomocu programa CalcuSyn.

Rezultati in vitro ispitivanja antiproliferativne aktivnosti odabranih 17a-pikolil i 17(E)-

pikoliniliden androstanskih derivata prikazani su u tabelama 3.1. 1 3.2.
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Tabela 3.1. Antiproliferativna aktivnost 17a-pikolil derivata 2, 3, 8-11, 15-17, 19, 20, 22, 24-26,

30, 31, 36, 37, formestana i doksorubicina prema odabranim ¢elijskim linijama izraZena kao ICsg

vrednost.
Jedinjenje Gl
MCF-7  MDA-MB-231  PC3 HeLa  HT-29 A549  MRC-5
21 >100 96.1 6.3 75.2 >100 48.2 >100
3" >100 >100 >100 57.8 57.5 >100 >100
8 17.4) 2.3 ] 24.7 27.5 11.7] - >100
9 >100 3.8 ] 22.3 26.9 >100 - >100
10 >100 10.2] 31.3 >100 10.6 - >100
11 6.3 | 32.5 >100 >100 >100 - >100
15 >100 5.6 21.3 21.3 2.6 - >100
16 >100 9.0 ] 52.1 26.6 8.0 ) - >100
17 >100 >100 >100 >100 >100 17.3 >100
19 >100 >100 4.3 >100 >100 - >100
20 3.6 1.2 25.6 36.6 >100 - >100
22" >100 104} 65.5 - - - >100
24 >100 >100 >100 >100 >100 42.6 >100
25 >100 >100 >100 >100 6.5 ] 27.9 >100
26 >100 42.6 54.8 19.1 ] >100 - >100
30 20.8 >100 8.7 | 81.8 10.3) 56.0 >100
31 79 182) 31.5 >100 >100 71.8 >100
36 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
37 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
formestan >100 55.5 48.4 5.6 >100 - >100
doksorubicin 0.75 0.12 95.6 1.17 0.32 - 0.12
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Slika 3.8. Strukture ispitivanih 17a-pikolil derivata
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Tabela 3.2. Antiproliferativna aktivnost 17(E)-pikoliniliden derivata 4-6, 39-42, 46, 47, 49-51,

54, formestana i doksorubicina prema odabranim ¢elijskim linijama izraZena kao 1Cs vrednost.

Jedinjenje Gl

MCF-7  MDA-MB-231  PC3 HeLa  HT-29 A549  MRC-5

4" >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
5% >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
6" >100 >100 1291 >100 >100 >100 >100

39 55.8 4.6 | 19.9] 23.3 1.8] - >100

40 >100 >100 10.1) - - - >100

41 375 39.3 662 - - - >100

42 13.6 17.1] 5.9 ] >100 51.7 - >100

46 >100 20.2 88.9 - - - >100

47 >100 9.3 } >100 - - - >100
49" 50.7 88.3 14.3 ] - - - >100
50 >100 >100 >100 49.4 57.2 64.1 >100
51" >100 4.1 ] 34.1 15.3 ] 56.0 - >100
54 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
formestan >100 55.5 48.4 5.6 >100 - >100
doksorubicin 0.75 0.12 95.6 1.17 0.32 - 0.12
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Slika 3.9. Strukture ispitivanih 17(E)-pikolinilidenskih derivata

Na osnovu rezultata antiproliferativne aktivnosti u obe serije (17-pikolil 1 17-
pikoliniliden) derivata prikazanih u tabelama 3.1. i 3.2., moZe se zakljuciti da izrazito jaku
antiproliferativnu aktivnost prema celijama humanog adenokarcinom dojke ER+ (MCEF-7)
ispoljavaju derivati sa 17a-pikolil grupom i to jedinjenje 20 (ICsp 3.6 uM), sa 4-hidroksi-A*°-3-
on sistemom, kao i jedinjenja 11 (ICsp 6.3 uM) i 31 (ICs59 7.9 uM), sa 4-en-3-hidrazonskom
funkcijom, odnosno 2,3-seko-5-en-2,4-dinitrilnim sistemom. Zadovoljavajucu citotoksi¢nost su
pokazala jedinjenja 8 (ICsp 17.4 uM), sa 17a-pikolil-3,5-dienskim sistemom i jedinjenje 30 (ICsg
20.8 uM) sa 2,4-dihidroksimino-3-on funkcijom. U seriji sintetizovanih 17(E)-pikolinilidenskih
derivata (tabela 3.2.), jedinjenje 42 koje (sli¢no kao jedinjenje 11) poseduje 4-en-3-hidrazonsku

funkciju pokazuje zadovoljavajucu citotoksi¢nost (ICsy 13.6 pM).
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Prema celijama adenokarcinoma dojke ER- (MDA-MB-231), jaku antiproliferativnu
aktivnost su pokazala jedinjenja 8, 9, 15, 16 1 20 sa 17a-pikolil funkcijom, kao i jedinjenja 39, 47
1 51 sa 17-pikolinilidenskom funkcijom. Naime, jedinjenje 20 (sa 17-pikolil 1 4-hidroksi-A*°-3-
on sistemom) se pokazalo kao najaktivnije prema MDA-MB-231 ¢elijama (ICsy 1.2 uM), ¢ak 46
puta aktivnije u odnosu na formestan (ICsp 55.5 pM), odnosno skoro 8 puta aktivnije u poredenju
sa jedinjenjem 47 sa 17-pikoliniliden funkcijom (ICsp 9.3 uM). Izrazito jaku citotoksi¢nost su
pokazala i1 jedinjenja sa istim AB konjugovanim sistemom, i to jedinjenje 8 sa 17a-pikolil
grupom (ICsp 2.3 uM) i jedinjenje 39 sa 17(E)-pikoliniliden funkcijom (ICsp 4.6 uM), a koja su
ispoljila 24, odnosno 12 puta vecu aktivnost od formestana. Jedinjenje 9 sa 17a-pikolil-3f-
hidroksi-4-en funkcijom je takode pokazalo jaku antiproliferativnu aktivnost (ICsp 3.8 uM), ¢ak
14 puta jacu od formestana. Medutim, acetilovanjem 3B-hidroksi funkcije aktivnost prema
MDA-MB-231 ¢elijama se umanjuje 2.7 puta (10, ICsy 10.2 uM). Jedinjenja 15 i 16, koja u
svojoj strukturi sadrze 3f3,4-dihidroksi-5-en sistem, a razlikuju se samo po konfiguraciji na C-4
atomu, su takode ispoljila znatno jacu citotoksi¢nu aktivnost (ICsp 5.6 i1 9.0 uM) u odnosu na
formestan. Jedinjenje 51 sa 17(E)-pikoliniliden-4-metoksi-4-en-3-on sistemom je pokazalo cak
10 puta vecu aktivnost (ICsp 4.1 uM) u odnosu na 17a-pikolil analog 26 (ICsy 42.6 uM). Prema
istoj ¢elijskoj liniji, zadovoljavajucu antiproliferativnu aktivnost je pokazalo jedinjenje 22 (ICsg
10.4 uM) sa 17a-pikolil-4B,5B-epoksi-3-on sistemom i jedinjenje 31 (ICsy 18.2 uM) sa 2,3-seko-
5-en-2,4-dinitrilnim sistemom, kao i jedinjenja 42 i1 46, koja osim 17-pikoliniliden grupe sadrze 1
4-en-3-hidrazonsku, odnosno 4-en-3,6-dionsku funkciju (ICsp 17.1 1 20.2 uM).

Rezultati in vitro ispitivanja antiproliferativne aktivnosti prema ¢elijama kancera prostate
AR- (PC3) su pokazali da izrazito jaku aktivnost pokazuju jedinjenje 19 (ICsp 4.3 uM) sa 170-
pikolil-4-en-3,6-dionskom funkcijom, ¢ak 20 puta jacu u odnosu na C-17 analog 46 (ICs, 88.9
uM), zatim jedinjenje 42 (ICsp 5.9 uM) sa 17-pikoliniliden-4-en-3-hidrazonskom funkcijom,
jedinjenje 2 (ICsp 6.3 uM) sa 17a-pikolil-3-hidroksi-5-en funkcijom, kao i jedinjenje 30 (ICs
8.7 uM) koje poseduje 17a-pikolil-2,4-dihidroksimino-3-on sistem. Zadovoljavajucu
antiproliferativnu aktivnost su pokazala jedinjenja 6, 39, 40 1 49 (sa 17(E)-pikolinilidenskom
funkcijom), pri ¢emu je jedinjenje 40 (ICsp 10.1 uM), sa 3B-hidroksi funkcijom, pokazalo nesto
vecu aktivnost u poredenju sa svojim prekursorom 6 (ICsy 12.9 uM), sa 3-keto grupom, dok je
jedinjenje 49, sa 4B,5B-epoksi-3-on funkcijama pokazalo nesto slabiju aktivnost (ICsp 14.3 uM) u

odnosu na jedinjenje 6. Zadovoljavajucu citotoksi¢nost je pokazalo i jedinjenje 39 (ICso 19.9
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uM), a umerenu jedinjenje 8 (ICsy 24.7 uM), oba sa 3,5-dienskim sistemom. U seriji sa 17a-
pikolil supstituentom, jedinjenja 9 (ICsp 22.3 uM), 15 (ICsp 21.3 uM) 1 20 (ICs5p 25.6 uM) su
ispoljila takode umerenu citotoksi¢nost.

Prema celijama humanog karcinoma cerviksa (Hela), za obe serije androstanskih
derivata, zadovoljavajucu antiproliferativnu aktivnost su pokazala samo jedinjenja 26 (ICsy 19.1
uM) 1 51 (ICsp 15.3 uM), oba sa 4-metoksi-4-en-3-on sistemom. Umerenu citotoksi¢nost su
ispoljila jedinjenja 8 (ICsp 27.5 uM) i 39 (ICsp 23.3 uM) sa 3,5-dienskim sistemom, kao i
jedinjenja 9 (ICs026.9 uM), 15 (ICs9p21.3 uM) i 16 (IC50 26.6 uM).

Sagledavajuc¢i rezultate citotoksiCnosti u obe serije jedinjenja, izrazito jaku
antiproliferativnu aktivnost prema celijama karcinoma debelog creva (HT-29) su pokazala
jedinjenja 39 (ICso 1.8 puM), 15 (ICsp 2.6 uM), 16 (IC5o 8.0 uM), i 25 (ICsp 6.5 pM).
Zadovoljavajuc¢u antiproliferativnu aktivnost su pokazala jedinjenja 30 (ICsy 10.3 uM), 10 (ICsq
10.6 uM), 1 8 (ICs5p 11.7 uM).

Prema ¢elijama adenokarcinoma pluca (A549), jedinjenje 17 je pokazalo zadovoljavajucu

(ICs0 17.3 uM), a jedinjenje 25 umerenu (ICsp27.9 uM) antiproliferativnu aktivnost.

Kako je ve¢ ranije navedeno, u tabelama 3.1. i 3.2. su prikazani rezultati citotoksi¢nosti
formestana, poznatog steroidnog inhibitora aromataze, koji se koristi u terapiji estrogen-receptor
pozitivnog kancera dojke, kao i doksorubicina, hemoterapeutika u leCenju karcinoma. Naime,
formestan se pokazao kao potpuno netoksi¢an prema MCF-7, HT-29 i MRC-5 ¢elijama, prema
MDA-MB-231 i PC3 c¢elijama je pokazao slabu antiproliferativhu aktivnost (ICsy 55.5 uM,
odnosno ICsy 48.4 uM), dok je prema celijama karcinoma cerviksa (Hela) ispoljio jaku
citotoksi¢nost (ICs0 5.6 uM).

S druge strane, doksorubicin je pokazao izrazito jaku citotoksi¢nost prema zdravim
MRC-5 ¢elijama, MDA-MB-231, HT-29, MCF-7 i HeLa ¢elijama, dok prema PC3 ¢elijama nije
toksican.

Znacajno je ista¢i da nijedan od novosintetizovanih 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden
androstanskih derivata nije uticao na rast zdravih Celija fetalnih fibroblasta plu¢a (MRC-5), dok

doksorubicin pokazuje izrazito jak citotoksi¢ni efekat prema ovim ¢elijama, ICsgje ¢ak 0.32 uM.
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3.2.1. Korelacija antiproliferativne aktivnosti i strukture odabranih

sintetizovanih jedinjenja

Kako bi se ispitao uticaj pojedinih funkcionalnih grupa kod novosintetisanih 17a-pikolil i
17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata na antitumorsku aktivnost, izvrSena je analiza
dobijenih vrednosti citotoksicnosti, za svaku od tretiranih Celijskih linija. Ovakva analiza moZze
dovesti do uspostavljanja korelacionih odnosa (SAR, engl. structure-activity relationship)
izmedu strukture i antiproliferativne aktivnosti ispitivanih jedinjenja.

Antiproliferativna aktivnost je kod ove analize kvantitativno izraZena kao razlika dekadnih
logaritama ICsy vrednosti pojedinih parova supstanca-Celijska linija, a predstavlja razliku
dekadnih logaritama ICsy vrednosti analoga Cije se strukture koreliraju [Alog (ICsp) = log (ICso)x
— log (ICsp)u]. Negativna vrednost Alog (ICsp) pokazuje da analog I ima snaZniju
antiproliferativnu aktivnost od analoga II, dok pozitivne vrednosti odgovaraju vecoj aktivnosti

analoga II u odnosu na analog I, za datu ¢elijsku liniju.

Kao §to se moze videti na slici 3.10., u 17-pikolil seriji, jedinjenje 2 sa 3B-hidroksi
funkcijom 1 Cs=Ce vezom je pokazalo zapazenu antiproliferativnu aktivnost samo prema ¢elijama
karcinoma prostate (PC3), dok eliminacijom 3f-hidroksi funkcije i uvodenjem proSirenog
konjugovanog sistema u AB prsten (jedinjenje 8), dolazi do znacajnog smanjenja proliferacije
gotovo kod svih ispitivanih tumorskih ¢elija, pre svega ¢elija adenokarcinoma dojke MDA-MB-
231. Poredenjem antiproliferativne aktivnosti jedinjenja 3 sa 3-keto-4-en sistemom, i jedinjenja
11 sa 3-hidrazonskom funkcijom i C4=Cs vezom, moze se zakljuciti da se znatno povecava
aktivnost prema c¢elijama adenokarcinoma dojke MCF-7, a u manjoj meri prema MDA-MB-231

¢elijama (slika 3.10.).
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Slika 3.10. Korelacija izmedu strukture odabranih 17a-pikolil derivata i njihove

antiproliferativne aktivnosti

Takode se zapaza da jedinjenje 10 sa 3B-acetoksi funkcijom u velikoj meri smanjuje proliferaciju
¢elija karcinoma debelog creva (HT-29), u odnosu na jedinjenje 9 sa 3B-hidroksi funkcijom, dok
je jedinjenje 9 aktivnije prema ostalim ¢elijskim linijama. U sluc¢aju izomernih jedinjenja 151 16
(slika 3.10.), vidi se da je izomer 15, sa 40-OH funkcijom, aktivniji od izomera 16, sa 4p-OH
funkcijom, prema svim ispitivanim malignim Ccelijama, osim prema MCF-7 celijama.
Poredenjem antiproliferativne aktivnosti jedinjenja 30 sa 2,4-dihidroksimino-5-en-3-on
sistemom, i jedinjenja 37 sa 2-hidroksimino-4-en-3-on sistemom, moze se zakljuciti da je
hidroksimino grupa u poloZaju C-4 (kod analoga 30) doprinela povecanju citotoksi¢nosti prema

PC3, HT-29 i MCEF-7 ¢elijama, dok je analog 37 bio potpuno netoksican.
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Kod 17(E)-pikolinilidenskih derivata (slika 3.11.) je zapazeno da se sli¢no kao i kod 17a-
pikolil serije, uvodenjem proSirene konjugacije u AB prsten (jedinjenje 39), u velikoj meri
poboljSava antiproliferativna aktivnost prema svim ispitivanim ¢elijama, u odnosu na jedinjenje

5 koje ne pokazuje aktivnost.

H q H N /
/ J /
AcO 41
H )
1 R
i
I . \N/
39
-1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00 1.50 2.00

Alog (ICsp)

BMRC-5 OHT-29 BHela @EPC-3 BMDA-MB-231 BMCF-7

Slika 3.11. Korelacija izmedu strukture odabranih 17(E)-pikolinilidenskih derivata i njihove

antiproliferativne aktivnosti

Jedinjenje 6 sa 3-keto funkcijom i C4=Cs vezom je samo prema PC3 celijama ispoljilo
zadovoljavajucu efikasnost, medutim kod jedinjenja 42 sa 3-hidrazonskom funkcijom i C4=Cjs
vezom, znacajno je poboljSana citotoksi¢nost prema MCF-7, MDA-MB-231 i PC3 ¢elijama, u
odnosu na jedinjenje 6. Poredenjem aktivnosti jedinjenja 40 sa 3B-OH, i 41 sa 3B-OAc
funkcijom, moze se zakljuciti da jedinjenje 41 ispoljava inhibiciju rasta MCF-7 i MDA-MB-231
¢elija, a jedinjenje 40 inhibiciju rasta PC3 ¢elija (slika 3.11.).
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Da bi se ispitao uticaj 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden supstituenta na inhibiciju rasta
neoplasti¢nih ¢elija, izvrSena je SAR analiza odabranih parova jedinjenja sa istim funkcionalnim

grupama u A i B prstenu (slika 3.12.).
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Slika 3.12. Korelacija izmedu strukture odabranih derivata 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden

serije i njihove antiproliferativne aktivnosti

Tako, poredenjem antiproliferativne aktivnosti jedinjenja 8 i 39 sa 3,5-dienskim sistemom, moZze
se zapaziti da je 17a-pikolil derivat 8 aktivniji prema MCF-7 i MDA-MB-231 c¢elijama, dok je
17(E)-pikoliniliden derivat 39 znatno aktivniji prema HT-29 ¢elijskoj liniji. Kod jedinjenja 9, sa
17a-pikolil-3B-hidroksi funkcijama i C4=Cs vezom, se ispoljila veca aktivnost prema celijama
adenokarcinoma dojke MDA-MB-231, u poredenju sa 17(E)-pikoliniliden analogom 40, koji je
ispoljio vecu aktivnost prema PC3 celijama. Kod analognih derivata sa 3-hidrazonskom
funkcijom i C4=Cs vezom, jedinjenje 42 (sa 17-pikolinilidenskom funkcijom) ispoljava mnogo

jaci efekat na rast celija karcinoma prostate (PC3) u odnosu na 17a-pikolil derivat 11, dok se
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manja razlika u efikasnosti jedinjenja 42 moZe uociti u slucaju proliferacije HT-29 i MDA-MB-
231 Celija. Kada se uporedi citotoksi¢nost jedinjenja 19 1 46 (slika 3.12.), sa 3,6-diketo-4-en
sistemom, derivat 19 (sa 17a-pikolil funkcijom) mnogo efikasnije inhibira rast PC3 tumorskih
¢elija u poredenju sa analogom 46 (sa 17(E)-pikolinilidenskom grupom), dok je jedinjenje 46
toksi¢nije od jedinjenja 19 prema celijama adenokarcinoma dojke MDA-MB-231. Poredenjem
antiproliferativne aktivnosti jedinjenja 20 1 47 (slika 3.12.), sa 4-hidroksi-4,6-dien-3-onskim
sistemima, moZe se uoCiti da 17a-pikolil izomer 20 efikasnije inhibira proliferaciju celija
adenokarcinoma dojke MCF-7 i MDA-MB-231, i u neSto manjoj meri proliferaciju celija

karcinoma prostate (PC3), u poredenje sa 17-pikolinilidenskim analogom 47.

Posebno treba naglasiti da su ispitivana jedinjenja potpuno netoksi¢na prema zdravim
MRC-5 ¢elijama, a pojedina jedinjenja efikasno inhibiraju rast vecine ispitivanih malignih ¢elija,
tako da bi se moglo ocekivati da posluze kao osnov za razvoj novih, efikasnijih i selektivnijih

antitumorskih agenasa.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

IR-spektri su snimljeni na NEXUS 670 SP-IR spektrofotometru, a o€itane vrednosti su
izrazene u cm’. UV spektri (talasne duZine u nm) su snimljeni na CECIL CE 2021
spektrofotometru na sobnoj temperaturi. Svi 'H i ?C NMR spektri su snimljeni na aparatu
Bruker AC 250E uz tetrametilsilan (TMS) kao interni standard, na frekvenciji od 250 MHz za 'H
NMR spektre, odnosno na 62.9 MHz za BC NMR spektre, dok su spektri za jedinjenje 18
snimljeni na aparatu Bruker Avance III 500 (na frekvenciji od 500 MHz, odnosno 125 MHz).
Vrednosti hemijskih pomeranja (6-skala) su izraZzene u ppm vrednostima, a oznake s, bs, d, dd,
td, t, i m oznaCavaju singlet, Siroki singlet (broad=eng. Sirok), dublet, dublet dubleta, triplet
dubleta, triplet i multiplet. Maseni spektri visoke rezolucije (TOF) su snimljeni na 6210 Time-of-
Flight LC/MS Agilent Technologies (ESI+) instrument, dok su obi¢ni maseni spektri snimljeni
na gasno-masenom spektrometru Agilent Technologies (Gas Chromatograph 6890N GC, Mass
Selective detector 5973 MSD, Autosampler 7683). U masenom spektru prvi broj oznacava m/e
vrednosti, a broj u zagradi odgovara obilnosti datog fragmenta u procentima. Elementarna
mikroanaliza je uradena na Hemijskom fakultetu u Beogradu. Rentgeno-strukturna analiza novih
jedinjenja je uradena na Oxford Difraction difraktometru Gemini Excalibur, opremljenim sa
cetvoroosnim kapa-geometrijskim goniometrom i CCD kamerom nove generacije Saphire CCD.
Tacke topljenja su odredene na aparatu Electrothermal 9100 i nisu korigovane. Za
hromatografiju je koris¢en silika gel 60 (0.063 — 0.2 mm; Merck). Ekstrakti su suSeni
anhidrovanim natrijum-sulfatom, a rastvaraci su uparavani na rotacionom vakuum uparivacu

(Biichi).
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4.1. 17o-Pikolil-androst-5-en-3[3,173-diol (2)

OH
N | ~
N
HO

Suvi etar (25 ml) sipa se u trogrli balon i doda prethodno isecen u sitne komade metalni litijum

(0.50 g, 72 mmol). Aparatura se nalazi u atmosferi azota ili argona. Uz snazno meSanje doda se
naglo 1/3 zapremine suvog brombenzena (iz levka za dokapavanje; 3.6 ml, 34.4 mmol), da
zapocne reakcija, pri Cemu se primecuje rastvaranje litijuma koje je praceno spontanim
zagrevanjem sadrZaja balona. Zatim se dalje nastavi polako dokapavanje brombenzena, pri ¢emu
se vodi racuna da se sadrzaj ne ohladi. Ukoliko je potrebno vrsi se zagrevanje (da sav litijum
izreaguje) toplim vodenim kupatilom.Vreme reakcije iznosi oko 2 ¢asa. Nakon toga se sadrzaj
balona ohladi do sobne temperature, a zatim se u tako dobijenu smede obojenu suspenziju fenil-
litijuma polako dokapava (uz meSanje) suvi a-pikolin (3.5 ml, 36.5 mmol) (u atmosferi azota),
pri ¢emu nastaje tamno crveni rastvor a-pikolil-litijuma. Reakcija traje oko 2 ¢asa. Nakon toga
dokapava se rastvor dehidroepiandrosterona (1, DA, 1.00 g, 3.47 mmol) u suvom
tetrahidrofuranu (15 ml) u toku 1 c¢asa, pri ¢emu je reakciona smeSa tamno smede-crveno
obojena. Reakciona smesSa se ostavi na sobnoj temperaturi u toku 24 ¢asa, a zatim pazljivo izlije
u vodu (0.5 1). Izdvaja se Zuto ulje (na dnu ¢ase) koje zatim kristaliSe (u toku 7 dana). Kristali se
odvoje cedenjem, isperu vodom i etil-acetatom (~ 2 ml) i suSe na sobnoj temperaturi. Dobija se
1.73 g sirovog proizvoda. Rekristalizacijom iz 95%-nog etanola dobija se 86% (1.14 g) Cistog
jedinjenja 2, t.t. 176-178 °C (lit."**'® t.t. 176-178 °C).

IR (KBr, v, cm™): 3318, 2930, 2867, 1661, 1598, 1568, 1477, 1435, 1377, 1102, 1061, 1033,
1004, 753.

'"H NMR (CDCls, §, ppm): 0.96 (s, 3H, H-18); 1.04 (s, 3H, H-19); 2.80 (d, 1H, Joem = 14.5 Hz,
CH,Py); 3.09 (d, 1H, Jgr = 14.5 Hz, CH,-Py); 3.53 (m, 1H, H-3); 5.36 (d, 1H, J= 5.0 Hz, H-6);
7.16; 7.64 1 8.46 (m, 4H, Py).

BC NMR (CDCls, §, ppm): 14.11 (C-18); 19.40 (C-19); 20.79; 23.97; 31.67; 31.85; 32.19;
32.75; 35.96; 36.64; 37.37; 42.29; 43.11; 46.37; 50.28; 51.14; 71.77 (C-3); 83.53 (C-17); 121.39
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(C-6 i C-5°, Py); 124.86 (C-3", Py); 136.91 (C-4’, Py); 140.92 (C-5); 147.80 (C-6", Py); 160.74
(C-2°, Py).

4.2. 17B-Hidroksi-17o-pikolil-androst-4-en-3-on (3)

OH
= | X
N~
(@)

a) Smesa 17a-pikolil-androst-5-en-3f3,17B-diola (2, 0.30 g, 0.79 mmol), aluminijum-terc-

butoksida (0.32 g, 0.13 mmol) i cikloheksanona (10 ml, 96.6 mmol) se mesa uz refluks u trajanju
od 3 cCasa. Nakon toga, cikloheksanon se ukloni destilacijom sa vodenom parom, ostatak
ekstrahuje etil-acetatom (5 x 30 ml) a ekstrakt osuSi. Uklanjanjem suSila i rastvaraca dobija se
sirov prizvod (0.86 g), koji se zatim precisti na koloni silika gela (30 g). Eluiranjem smeSom
rastvaraCa toluen/etil-acetat 7:2, dobija se Cist 17B-hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (3,

0.118 g, 40%), t.t. 184-185 °C, nakon rekristalizacije iz etil-acetata.

b) Sinteza 17[-hidroksi-17 a-pikolil-androst-4-en-3-ona (3) uz kodestilaciju sa apsolutnim
toluenom.

SmeSa 17a-pikolil-androst-5-en-3f3,178-diola (2, 1.01 g, 2.64 mmol), toluena (300 ml) i
cikloheksanona (21 ml) se zagreva do tacke kljuCanja, nakon ¢ega se u reakcionu smeSu dodaje
suspenzija aluminijum-izo-propoksida (0.81 g, 3.96 mmol) i toluena (30 ml) i nastavlja sa
zagrevanjem reakcione smese, pri ¢emu se vrsi kodestilacija cikloheksanola sa toluenom, u toku
4 Casa. Nakon isteka reakcionog vremena, neizreagovan cikloheksanon se iz reakcione smesSe
uklanja destilacijom sa vodenom parom. Proizvod reakcije se ekstrahuje metilen-hloridom (6 x
50 ml) i suSi. Nakon uklanjanja suSila i rastvaraca dobija se sirov proizvod (1.80 g) u obliku
svetloZzutog ulja, koji se zatim precisti na koloni silika gela (20 g, petrol-etar/etil-acetat 1:1), pri
¢emu se dobija ¢ist 17B-hidroksi-170-pikolil-androst-4-en-3-on (3, 0.598 g, 60%), t.t. 184-185
°C, nakon rekristalizacije iz etil-acetata.

IR (KBr, v, cm™): 3423, 2943; 1673, 1616, 1596, 1569, 1473; 1439; 1052, 1024, 765, 513.

"H NMR (CDCls, §, ppm): 1.00 (s, 3H, H-18); 1.21 (s, 3H, H-19); 2.79 (d, 1H, Jeem = 14.6 Hz,
CH,Py); 3.06 (d, 1H, Je., = 14.6 Hz, CHoPy); 5.74 (s, 1H, H-4); 7.15 (d, 1H, J = 7.7 Hz, H-3,
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Py); 7.17 (m, 1H, H-5, Py); 7.63 ( td, 1H, Jy3 = Jys= 7.7 Hz, Jy5 = 1.8 Hz, H-4', Py); 8.47 (m,
1H, H-6, Py).

BC NMR (CDClLs, §, ppm): 14.17 (C-18); 17.42 (C-19); 20.74; 23.85; 31.87; 32.07; 32.91;
34.01; 35.77; 35.95; 36.35; 43.07; 38.72; 46.36; 50.13;53.93; 83.30 (C-17); 121.43 (C-5', Py);
123.81 (C-4); 124.74 (C-3', Py); 136.86 (C-4', Py); 148.02 (C-6', Py); 160.65 (C-2', Py); 171.51
(C-5); 199.71 (C-3).

Elementarna mikroanaliza (%): racunato za C,sH33NO, - 0.5H,0: C, 77.32; H, 8.76; N, 3.61;
nadeno: C, 77.62; H, 8.50; N, 3.49.

4.3. 17(E)-Pikoliniliden-androst-5-en-3[3-il acetat (4)
4

\ACO

17a-Pikolil-androst-5-en-3f,17B-diol (2, 1.0 g, 2.40 mmola) se zagreva u anhidridu sircetne
kiseline (25 ml) na temperaturi kljucanja, u toku 6 ¢asova. Zatim se reakciona smeSa ostavi na
sobnoj temperaturi u toku 24 Casa, pri ¢emu kristaliSe 17-pikoliniliden-androst-5-en-3[3-il acetat
(4), u prinosu od 74% (0.82 g), t.t. 196-198 °C. Mati¢ni lug se razblazi vodom (150 ml), pri ¢emu
kristali¥e jo§ jedinjenja 4 (0.147 g, t.t. 196-198 °C, lit.""*'® tt. 196-198 °C), tako da ukupan
prinos iznosi 91%.

IR (KBr, v, cm™): 2973, 2943, 2856, 1732, 1654, 1585, 1564, 1541, 1463, 1372, 1246, 1198,
1034, 776, 742.

'"H NMR (CDCl3, 8, ppm): 0.91 (s, 3H, H-18); 1.07 (s, 3H, H-19); 2.04 (s, 3H, CH; iz OAc
grupe); 4.62 (m, 1H, H-3); 5.40 (d, 1H, J = 4.6 Hz, H-6); 6.25 (t, 1H, J = 2.3 Hz, H-20); 7.02-
8.58 (m, 4H, Py).

3C NMR (CDCl3, 8, ppm): 18.64 (C-18);19.35 (C-19); 21.07; 21.41; 25.05; 27.76; 29.89; 31.70;
31.75; 35.76; 36.74; 37.00; 38.11; 45.77; 50.33; 53.91; 73.87 (C-3); 117.90 (C-20); 120.20 (C-5,
Py); 122.36 (C-3, Py); 122.81 (C-6); 135.95(C-4, Py); 139.81 (C-5); 148.97 (C-6, Py); 157.51
(C-17); 160.59(C-2, Py); 170.49 (C=0 iz OAc grupe).
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4.4. 17(E)-Pikoliniliden-androst-5-en-33-ol (5)

17(E)-Pikoliniliden-androst-5-en-3[3-il acetat (4, 3.00 g, 7.45 mmol) se zagreva sa kalijum-
hidroksidom (1.76 g, 31 mmol), u metanolu (160 ml) na tacki kljuanja u toku 1 ¢asa. Nakon
hladenja, reakciona smesa se izlije u vodu (200 ml), pri ¢emu se izdvaja sirov proizvod koji
rekristalizacijom iz metanola daje ¢isto jedinjenje 5 (2.72 g, 100%), t.t. 175 °C).

IR (KBr, v, cm™): 3423, 2963, 2933, 2850, 1653, 1586, 1560, 1469, 1434, 1372, 1058, 1034,
776.

'"H NMR (CDCls, §, ppm): 0.91 (s, 3H, H-18); 1.06 (s, 3H, H-19); 2.73 (m, 1H, Jeem = 17.2Hz,
J16a20= 2.4 Hz, J16415 = 9.5 Hz, H-16a); 2.90 (m, 1H, J6p20 = 2.4 Hz, Ji6p,15 = 9.5 Hz, H-16b);
3.55 (m, 1H, H-3); 5.38 (d, 1H, Js7= 5.1 Hz, H-6); 6.24 (t, 1H, J = 2.4 Hz, H-20); 7.04 (m, 1H,
H-5, Py); 7.27 (m, 1H, H-3, Py); 7.62 (td, 1H, J;. 5= 1.8 Hz, J; 3= J4.5 = 7.8 Hz, H-4, Py); 8.57
(d, 1H, J5 5= 4.7 Hz, H-6, Py).

3C NMR (CDCl3,8, ppm): 18.63 (C-18); 19.45 (C-19);21.45; 25.05;29.83;31.64; 31.72; 31.76;
35.80; 36.64 (C-10);37.27; 42.27; 45.74 (C-13); 50.43 (C-14); 53.98 (C-9); 71.68 (C-3); 118.04
(C-20); 120.19 (C-5', Py); 121.42 (C-6); 122.77 (C-3', Py); 135.81 (C-4, Py); 140.91 (C-5);
149.15 (C-6, Py);157.61 (C-17); 160.37(C-2, Py).

Elementarna mikroanaliza (%): raCunato za C,sH33NO: C, 82.60; H, 9.15; N, 3.85; nadeno: C,
82.70; H, 9.12; N, 3.90.
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4.5. 17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-3-on (6)

a) SmeSa 17(E)-pikoliniliden-androst-5-en-33-ola (5, 0.510 g, 1.40 mmol), cikloheksanona (10
ml) 1 aluminijum-izo-propoksida (0.440 g, 2.15 mmol) se zagreva na tacki klju€anja i intenzivno
meSa u toku 4 casa. Nakon isteka reakcionog vremena, cikloheksanon se iz reakcione smese
uklanja destilacijom sa vodenom parom. Reakcioni proizvod se ekstrahuje metilen-hloridom (5 x
50 ml) 1 suSi. Nakon uklanjanja suSila i rastvaraca dobija se sirov proizvod (0.670 g) u obliku
svetlozutog ulja. Rekristalizacijom iz sistema rastvaraca metilen-hlorid/heksan, dobija se cist

17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3-on (6, 0.450 g, 89%), t.t. 166-167 °C, u obliku belih kristala.

b) Sinteza 17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3-ona (6) uz kodestilaciju sa apsolutnim toluenom.
Smesa 17(E)-pikoliniliden-androst-5-en-33-ola (5, 1.00 g, 2.98 mmol), toluena (300 ml) i
cikloheksanona (20 ml) se zagreva, u balonu za destilaciju, do take kljuanja, nakon cega se u
reakcionu smesu dodaje suspenzija aluminijum-izo-propoksida (0.86 g, 4.20 mmol) i toluena (50
ml) i nastavlja sa zagrevanjem reakcione smese, pri cemu se vrSi kodestilacija cikloheksanola sa
toluenom, u toku 2 c¢asa. Nakon isteka reakcionog vremena, neizreagovan cikloheksanon se iz
reakcione smeSe uklanja destilacijom sa vodenom parom. Proizvod reakcije se ekstrahuje
metilen-hloridom (6 x 50 ml) 1 suSi. Nakon uklanjanja suSila i rastvaraca dobija se sirov proizvod
(1.50 g) u obliku svetloZzutog ulja, koji se zatim precisti na koloni silika gela (20 g, heksan/etil-
acetat 4:1), pri ¢emu se dobija Cist 17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3-on (6, 0.760 g, 77%), t.t.
166-167 °C.

IR (KBr, v, cm™): 2941, 1673, 1613, 1581, 1560, 1466, 1429, 1375, 864, 781.

"H NMR (CDCls, §, ppm): 0.94 (s, 3H, H-18); 1.24 (s, 3H, H-19); 2.77-2.85 (m, 2H, H-16a i H-
16b); 5.74 (s, 1H, H-4); 6.23 (s, 1H, H-20); 7.04 (m, 1H, H-5, Py), 7.26 (m, 1H, H-3, Py), 7.61
(td, 1H, Jy6= 1.8 Hz, J43 = J4.5 = 7.8 Hz, H-4, Py), 8.56 (d, 1H, Js.5-= 4.7 Hz, H-6, Py).
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3C NMR (CDCls, &, ppm): 17.34 (C-18); 18.73 (C-19); 21.01; 24.85; 29.70; 31.77; 32.77;
33.90; 35.38; 35.58; 35.64; 38.62; 45.65; 53.02; 53.95; 118.07 (C-20); 120.23 (C-5', Py); 122.75
(C-3', Py); 123.85 (C-4); 135.81 (C-4', Py); 149.08 (C-6', Py); 157.36 (C-17); 159.68 (C-2', Py);
171.09 (C-5); 199.43 (C-3).

Elementarna mikroanaliza (%): racunato za C,sH3;NO" 0.5H,O: C, 81.08; H, 8.65; nadeno: C,
81.64; H, 8.63.

4.6. 17p-Hidroksi-17a-pikolil-androst-5-en-3-il p-toluensulfonat (7)

OH
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170-Pikolil-androst-5-en-3f,17B-diol (2, 0.506 g, 1.33 mmol) se rastvori u apsolutnom piridinu

(8 ml) na 0 °C, a zatim se u kapima doda p-toluensulfonilhlorid (1.028 g, 5.24 mmol) prethodno
rastvoren u apsolutnom piridinu (4.5 ml). Reakciona smeSa se meSa u toku 45 Casova na sobnoj
temperaturi. Nakon isteka reakcionog vremena, reakcija se prekida ubacivanjem komadica leda,
a zatim se reakciona smesa izlije u hladnu vodu (40 ml), pri cemu se izdvaja sirov proizvod (beli
talog) koji se odvoji i susi na vazduhu. Sirov proizvod (0.550 g) se precisti hromatografijom na
koloni silika gela (30 g, toluen/etil-acetat 20:1 1 15:1), pri ¢emu se dobija cCisto jedinjenje 7 u
obliku belih kristala (0.140 g, 20%), t.t. 163-165 °C, nakon rekristalizacije iz sistema metilen-
hlorid/heksan.

IR (KBr, v, cm™): 3323, 2951, 2870, 1597, 1569, 1473, 1438, 1361, 1188, 1175, 1098, 938, 866,
755, 667.

'"H NMR (CDCl;, 8, ppm): 0.94 (s, 3H, H-18); 1.00 (s, 3H, H-19); 2.45 (s, 3H, CHs iz OTs
grupe); 2.79 (d, 1H, Jeem = 14.5 Hz, CH,Py); 3.06 (d, 1H, Jgom = 14.5 Hz, CH,Py); 4.36 (m, 1H,
H-3); 5.32 (d, 1H, J =4.9 Hz, H-6); 7.16 (m, 2H, H-3’ i H-5’, Py); 7.34 (d, J = 8.1 Hz, 2H iz
OTs grupe); 7.63 (td, 1H, J3 4 =Js 52 =7.8 Hz, J4 s = 1.7 Hz, H-4’, Py); 7.80 (d, J = 8.3 Hz, 2H
iz OTs grupe); 8.46 (d, 1H, Js 5= 5.6 Hz, H-6’, Py).

3C NMR (CDCl3, §, ppm): 14.05 (C-18); 19.13 (C-19); 20.67; 21.62 (CH3 iz OTs grupe); 23.93;
28.59; 31.75; 32.05; 32.55; 35.94; 36.45; 36.93; 38.84; 43.11; 46.26; 49.99; 50.94; 82.27 (C-3);
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83.42 (C-17); 121.34 (C-5°, Py); 123.23 (C-6); 124.73 (C-3", Py); 127.57 (C-2’ i C-6", OTs);
129.72 (C-3’ i C-5, OTs); 134.71 (C-4’, OTs); 136.76 (C-4’, Py); 138.95 (C-5); 144.38 (C-1",
OTs); 147.95 (C-6’, Py); 160.72 (C-2’, Py).

HRMS TOF (m/z): radunato za C3,H,oNSO, [M+H]* 536.28291; nadeno 536.28358.

4.7. 17a-Pikolil-androsta-3,5-dien-17p-ol (8)

OH
o | AN
N~

17B-Hidroksi-17a-pikolil-androst-5-en-3p-il p-toluensulfonat (7, 0.079 g, 0.149 mmol) se

rastvori u bis(2-aminoetil)aminu (4.5 ml), i vrSi zagrevanje uz refluks u toku 1 ¢asa. Reakciona
smeSa se zatim ohladi do sobne temperature, izlije u vodu (15 ml), a zatim ekstrahuje metilen-
hloridom (5 x 10 ml). Ekstrakt se osusi, a zatim se suSilo i rastvara¢ uklone. Sirov proizvod
(0.096 g) se precisti hromatografijom na koloni silika gela (1 g, toluen/etil-acetat 30:1), pri cemu
se dobija Cist 17a-pikolil-androsta-3,5-dien-17-ol (8, 0.008 g, 15%), u obliku bezbojnog ulja.
IR (film, v, cm™): 3328, 3017, 2926, 2855, 1652, 1596, 1570, 1438, 1377, 1024, 846, 753.

"H NMR (CDCls, §, ppm): 0.99 (s, 3H, H-18); 1.26 (s, 3H, H-19); 2.82 (d, 1H, Joem = 14.6 Hz,
CH,Py); 3.09 (d, 1H, Jg., = 14.6 Hz, CH,Py); 5.41 (m, 1H, H-3); 5.63 (m, 1H, H-6); 5.94 (d, 1H,
J=99 Hz, H-4); 7.16 (m, 2H, H-3" 1 H-5’, Py); 7.63 (td, 1H, J, 5= J43=7.7Hz, J; = 1.8 Hz,
H-4’, Py); 8.47 (m, 1H, H-6’, Py).

BC NMR (CDClLs, §, ppm): 14.21 (C-18); 18.77 (C-19); 20.66; 23.03; 23.89; 29.68; 31.68;
32.20; 32.56; 33.83; 36.04; 43.22; 46.46; 48.53; 51.33; 83.48 (C-17); 121.31 (C-5°, Py); 122.80
(C-6); 124.74 (C-3’, Py); 125.14 (C-4); 128.90 (C-3); 136.72 (C-4’, Py); 141.56 (C-5); 147.99
(C-6’, Py); 160.88 (C-2’, Py).

HRMS TOF (m/z): racunato za C,sHuNO [M+H]" 364.26349; nadeno 364.26255.
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4.8. 17a-Pikolil-androst-4-en-38,17p-diol (9)

17B-Hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (3, 0.203 g, 0.535 mmol) se rastvori u apsolutnom
etanolu (15 ml) i u rastvor se doda natrijum-borhidrid (0.142 g, 3.74 mmol). Reakciona smesa se
mesSa na sobnoj temperaturiu toku 2.5 Casa. Nakon isteka reakcionog vremena smesa se izlije u
vodu (20 ml), pri ¢emu se izdvaja beli talog. Sirov proizvod se procedi i rekristaliSe iz sistema
metilen-hlorid/metanol, pri ¢emu se dobija €ist 17a-pikolil-androst-4-en-3f3,17p-diol (9, 0.191 g,
94%), t.t. 96-98 °C, u obliku belih kristala.

IR (KBr, v, cm™): 3417, 2934, 2853, 1634, 1597, 1570, 1440, 1380, 1327, 1230, 1193, 1101,
1056, 1031, 860, 760, 657, 588.

'"H NMR (CDCls, §, ppm): 0.97 (s, 3H, H-18); 1.08 (s, 3H, H-19); 2.78 (d, 1H, Joem = 14.5 Hz,
CH,Py); 3.07 (d, 1H, J4em = 14.5 Hz, CH,Py); 4.15 (m, 1H, H-3); 5.30 (d, 1H, J = 1.0 Hz, H-4);
7.17 (m, 2H, H-3" 1 H-5’, Py); 7.64 (td, 1H, J4 3= J45=7.7 Hz, J4+ = 1.8 Hz, H-4’, Py); 8.45 (d,
1H, Js5-=4.4 Hz, H-6’, Py).

3C NMR (CDCls, 8, ppm): 14.16 (C-18); 18.92 (C-19); 20.68 (C-11); 23.84; 29.50 (C-2); 32.14
(C-7); 32.17; 32.92 (C-1); 35.43; 35.88; 36.65 (C-8); 37.42 (C-10); 43.11 (C-20); 46.28 (C-13);
50.37 (C-14); 54.60 (C-9); 67.93 (C-3); 83.41 (C-17); 121.32 (C-5', Py); 123.41 (C-4); 124.71
(C-3', Py); 136.74 (C-4', Py); 147.90 (C-5); 147.96 (C-6', Py); 160.77 (C-2', Py).

HRMS TOF (m/z): radunato za C,sH3sNO, [M+H]" 382.27406; nadeno 382.27769.
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4.9. 17p-Hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-il acetat (10)

AcO

U rastvor 17a-pikolil-androst-4-en-3f,173-diola (9, 0.049 g, 0.130 mmol) u apsolutnom piridinu
(1.5 ml) se doda acet-anhidrid (1.5 ml) i reakciona smeSa se meSa na sobnoj temperaturi u toku
24 casa. Nakon toga, reakciona smesa se izlije u hladnu vodu (10 ml), pri ¢emu se izdvaja talog
koji se odvoji i zatim rekristaliSe iz sistema rastvara¢a metilen-hlorid/heksan. Dobija se Cist 173-
hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3p-il acetat (10, 0.031 g, 56%), t.t. 179-181 °C, u obliku belih
kristala.

IR (KBr, v, cm™): 3437, 2942, 2852, 1730, 1598, 1570, 1441, 1371, 1240, 1097, 1023, 970, 927,
901, 760, 675, 612.

'"H NMR (CDCls, &, ppm): 0.97 (s, 3H, H-18); 1.09 (s, 3H, H-19); 2.06 (s, 3H, CH; iz OAc);
2.78 (d, 1H, Jgenm= 14.6 Hz, CH,Py); 3.05 (d, 1H, Jeem = 14.6 Hz, CH,Py); 5.20 (m, 1H, H-3);
5.24 (s, 1H, H-4); 6.65 (bs, 1H, 17B-OH); 7.15 (m, 2H, H-3" i H-5°, Py); 7.63 (td, 1H, J4 3= Js 5
=7.8Hz, Jy6=1.6 Hz, H-4’, Py); 8.45 (d, 1H, Js 5= 5.2 Hz, H-6’, Py).

3C NMR (CDCl;, 8, ppm): 14.15 (C-18); 18.84 (C-19); 20.65; 21.46 (CH; iz OAc); 23.86;
25.08; 32.18; 32.77; 35.04; 35.94; 36.62; 37.42; 43.13; 46.43; 50.32; 54.38; 70.88 (C-3); 83.37
(C-17); 119.04 (C-4); 121.32 (C-5', Py); 124.73 (C-3', Py); 136.75 (C-4', Py); 147.98 (C-5);
149.48 (C-6', Py); 160.82 (C-2', Py); 171.04 (C=0 iz OAc).

HRMS TOF (m/z): radunato za Co7H3sNO3; [M+H]" 424.28462; nadeno 424.28428.
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4.10. 17p-Hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-hidrazon (11)

OH
s | N
N A
HNN

17B-Hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (3, 0.105 g, 0.278 mmol) se zagreva u prisustvu

98%-nog hidrazin-hidrata (0.05 ml, 1.03 mmol) i etilen-glikola (1.40 ml, uz kataliticku koli¢inu
anhidrovanog Na,SO4 (10'3 mmol)) u mikrotalasnoj peénici, na 195 °C (170 W) u toku 4 minuta.
Nakon toga, reakciona smesa se izlije u hladnu vodu (30 ml), ekstrahuje etil-acetatom (5 x 10
ml), i ekstrakt se osus$i. Nakon uklanjanja suSila i rastvarac¢a dobija se sirov proizvod (0.312 g)
koji se precisti na koloni silika gela (6 g, heksan/etil-acetat 1:2) pri cemu se dobija 17-hidroksi-
17a-pikolil-androst-4-en-3-hidrazon (11, 0.109 g, 100%), t.t. > 260 °C, nakon rekristalizacije iz
sistema metilen-hlorid/heksan, u obliku Zutih kristala.

IR (KBr, v, cm™): 3334, 2938, 2856, 1671, 1629, 1596, 1473, 1437, 1378, 1330, 1240, 1125,
1023, 873, 755.

'"H NMR (CDCls, §, ppm): 1.00 (s, 3H, H-18); 1.11 (s, 3H, H-19); 2.79 (d, 1H, Jeem = 14.7 Hz,
CH,Py); 3.06 (d, 1H, J,.n = 14.7 Hz, CH,Py); 5.98 (s, 1H, H-4); 6.67 (bs, 2H, NH,); 7.16 (m,
2H, H-3'i H-5', Py); 7.63 (td, 1H, J4 3= Jy5=7.7 Hz, J46 = 1.3 Hz, H-4', Py); 8.46 (m, 1H, H-
6', Py).

3C NMR (CDCls, §, ppm): 14.14 (C-18); 17.74 (C-19); 21.03; 21.92; 23.89; 32.19; 32.68;
35.46; 35.96; 36.50; 38.30; 39.03; 43.13; 46.38; 50.31; 53.98; 83.37 (C-17); 113.81 (C-4);
121.34 (C-5', Py); 124.73 (C-3', Py); 136.76 (C-4', Py); 147.99 (C-6', Py); 158.31 (C-3); 160.79
(C-2', Py); 161.40 (C-5).
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4.11. 17a-Pikolil-Sa-androst-3-en-178-o0l (13) i 17a-pikolil-5f-

androst-3-en-17-o0l (14)
OH
S | N
Céjé@
H

17B-Hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (3, 0.223 g, 0.617 mmol) se rastvori u kljucaloj

glacijalnoj sir¢etnoj kiselini (12 ml), i u rastvor se doda cink u prahu (1.257 g, 18.5 mmol).
Reakciona smesSa se zagreva na temperaturi klju€anja naredna 2 ¢asa. Nakon hladenja, reakciona
smesSa se profiltrira (da se ukloni viSak cinka i cink-acetat), u maticni lug se doda voda (30 ml) i
zasi¢eni NaHCO3 do pH 6-7, a zatim se vrsi ekstrakcija metilen-hloridom (5 x 10 ml). Ekstrakt
se osusi, suSilo 1 rastvaraC uklone, a sirov proizvod se zatim precisti hromatografijom na koloni
silika gela. Nakon preciS¢avanja (15 g silika gela, toluen), dobija se smeSa jedinjenja 13 i 14
(0.098 g, 45%), u obliku bezbojnog ulja.

Spektroskopski podaci za smeSu jedinjenja 13 1 14:

IR (film, v, cm™): 3385, 3053, 2920, 2856, 1596, 1569, 1473, 1439, 1380, 1051, 1027, 752.

"H NMR (CDCls, 8, ppm): 0.95 (2s, 6H, H-18); 0.98 (2s, 6H, H-19); 2.80 (d, 2H, Jeem=14.5 Hz,
CHyPy iz 50 1 5B); 3.05 (d, 2H, J,em = 14.5 Hz, CH,Py iz 5a.i 5B); 5.29 (m, 1H, H-3 iz 5a); 5.35
(m, 1H, H-3 iz 5B); 5.53 (dd, 1H, J45=9.7 Hz, J34= 3.1 Hz, H-4 iz 5a); 5.68 (dd, 1H, J45=9.5
Hz, J;4= 2.6 Hz, H-4 iz 5B); 7.15 (m, 4H, H-3" i H-5', Py); 7.63 (td, 2H, Js3 = J45» = 7.7 Hz,
Jiog=1.8 Hz, H-4', Py); 8.46 (m, 2H, H-6', Py).

BC NMR (CDClLs, §, ppm): 14.15 (C-18); 20.73; 21.13; 22.39; 22.97 (C-19); 23.51; 23.98;
27.61; 31.94; 32.52; 33.68; 34.06; 36.36; 41.16; 43.12; 43.53 (C-5B); 46.05 (C-5a); 46.60; 50.41;
53.58; 83.52 (C-17); 121.28 (C-5', Py); 124.74 (C-3', Py); 125.50 (C-3 iz Sa); 127.11 (C-3 iz 5B);
131.34 (C-4 iz 5a); 132.43 (C-4 iz 5B); 136.72 (C-4', Py); 148.00 (C-6, Py); 160.97 (C-2’, Py).
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4.12. 17a-Pikolil-androst-5-en-3p,40,17p-triol (15) i 17a-pikolil-
androst-5-en-3§,4p,17p-triol (16)

OH OH
o I N ) I AN
N~ N~
HO H HO
OH

170-Pikolil-androst-5-en-3f,17B-diol (2, 0.200 g, 0.520 mmol) se rastvori u dioksanu (4 ml) i u

On
T

rastvor se doda selen-dioksid (0.089 g, 0.810 mmol). Reakciona smeSa se meSa uz refluks u toku
25 Casova, zatim procedi, a talog se ispere metilen-hloridom (10 ml) i etil-acetatom (10 ml). U
mati¢ni lug se doda voda (10 ml) i zatim ekstrahuje metilen-hloridom (5 x 10 ml). Ekstrakti se
spoje i nakon suSenja i uklanjanja suSila i rastvaraca, sirov proizvod se precisti hromatografijom
na koloni (10 g silika gela, heksan/etil-acetat 2:1 1 1:2), pri ¢emu se dobija Cisto jedinjenje 15
(0.045 g, 22%) 1 Cisto jedinjenje 16 (0.058 g, 28%), oba u obliku bezbojnog ulja.

Jedinjenje 15:

IR (film, v, cm™): 3353, 2926, 2854, 1724, 1665, 1596, 1570, 1438, 1377, 1260, 1216, 1053,
1030, 955, 757.

'"H NMR (CDCls, §, ppm): 0.98 (s, 3H, H-18); 1.04 (s, 3H, H-19); 2.88 (d, 1H, Joem = 14.5 Hz,
CH,Py); 3.10 (d, 1H, Jgn, = 14.5 Hz, CH,Py); 3.60 (m, 1H, H-3); 3.89 (t, 1H, J = 3.8 Hz, H-4);
5.64 (d, 1H, J = 4.2 Hz, H-6); 7.18 (m, 2H, H-3’ i H-5", Py); 7.63 (td, 1H, J3 4 = J4 5> = 7.7 Hz,
Js s =1.8 Hz, H-4’, Py); 8.46 (d, 1H, J5;»-=4.1 Hz, H-6’, Py).

BC NMR (CDClLs, &, ppm): 13.90 (C-18); 18.27 (C-19); 20.47; 21.47; 23.99; 29.69; 31.38;
31.78; 36.07; 37.09; 38.45; 42.00; 42.47; 43.01; 46.09; 65.06 (C-4); 71.35 (C-3); 83.52 (C-17);
121.35 (C-5°, Py); 123.81 (C-3’, Py); 124.86 (C-6); 136.79 (C-4’, Py); 146.44 (C-5); 147.90 (C-
6, Py); 160.83 (C-2’, Py).

HRMS TOF (m/z): radunato za C,sH3sNO3; [M+H]" 398.26897; nadeno 398.26828.

Jedinjenje 16:

IR (film, v, cm™): 3362, 2926, 2855, 1661, 1597, 1570, 1438, 1379, 1250, 1052, 1027, 967, 757,
666.
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'"H NMR (CDCls, §, ppm): 0.98 (s, 3H, H-18); 1.22 (s, 3H, H-19); 2.80 (d, 1H, Joem = 14.5 Hz,
CH,Py); 3.08 (d, 1H, Jym = 14.5 Hz, CH,Py); 3.57 (m, 1H, H-3); 4.16 (d, 1H, J = 3.2 Hz, H-4);
5.71 (t, 1H, J = 3.0 Hz, H-6); 7.16 (m, 2H, H-3" 1 H-5’, Py); 7.64 (td, 1H, J3 4 = Jy 5» = 7.7 Hz,
Jrs=1.8 Hz, H-4’, Py); 8.46 (m, 1H, H-6’, Py).

3C NMR (CDCls, §, ppm): 14.11 (C-18); 20.27; 21.05 (C-19); 23.96; 25.41; 29.69; 32.13;
32.64; 36.13; 37.01; 38.14; 43.19; 46.34; 50.33; 51.31; 72.48 (C-3); 77.24 (C-4); 83.48 (C-17);
121.35 (C-5°, Py); 124.74 (C-3’, Py); 128.46 (C-6); 136.75 (C-4’, Py); 142.94 (C-5); 148.01 (C-
6, Py); 160.80 (C-2’, Py).

HRMS TOF (m/z): radunato za C,sH3sNO3; [M+H]" 398.26897; nadeno 398.26769.

4.13. 17B-Hidroksi-17 a-pikolil-androst-5-en-3f-il acetat (17)

o

» N

O&b k>
AcO

17a-Pikolil-androst-5-en-3f,173-diol (2, 0.301 g, 0.787 mmol) se rastvori u apsolutnom piridinu

(9 ml), i u rastvor se u kapima doda anhidrid sircetne kiseline (9 ml). Reakciona smeSa se meSa
na sobnoj temperaturi u toku 3 ¢asa a zatim izlije u hladnu vodu (50 ml), pri ¢emu se izdvaja beli
talog koji se odvoji i osusi na vazduhu. Nakon rekristalizacije iz 95%-nog etanola, dobija se Cist
17B-hidroksi-17a-pikolil-androst-5-en-3-il acetat (17, 0.270 g, 78%), t.t. 195-197 °C, u obliku
belih kristala.

IR (KBr, v, cm™): 3302, 2943, 2904, 2867, 2827, 1728, 1598, 1569, 1438, 1373, 1249, 1136,
1071, 1036, 757, 667.

'"H NMR (CDCl;, &, ppm): 0.97 (s, 3H, H-18); 1.05 (s, 3H, H-19); 2.04 (s, 3H, CH; iz OAc
grupe); 2.84 (d, 1H, J,om = 14.4 Hz, CH,Py); 3.18 (d, 1H, J,em = 14.4 Hz, CH,Py); 4.61 (m, 1H,
H-3); 5.39 (d, 1H, J = 4.6 Hz, H-6); 7.26 (m, 2H, H-3" i H-5", Py); 7.72 (t, 1H, J3- 4 = J45- = 7.8
Hz, H-4°, Py); 8.48 (d, 1H, Js.5» = 4.7 Hz, H-6’, Py).

3C NMR (CDCls, §, ppm): 14.14 (C-18); 19.30 (C-19); 20.72; 21.41 (CH; iz OAc grupe);
23.93; 27.74; 31.80; 32.10; 32.70; 35.68; 37.70; 37.06; 38.09; 42.71; 46.46; 50.14; 51.09; 73.89
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(C-3); 83.47 (C-17); 121.62 (C-6); 122.31 (C-5’, Py); 125.29 (C-3’, Py); 137.63 (C-4°, Py);
139.79 (C-5); 147.00 (C-6’, Py); 160.28 (C-2’, Py); 170.55 (C=0 iz OAc grupe).
HRMS TOF (m/z): racunato za Co7H3gNO3; [M+H]" 424.28462; nadeno 424.283909.

4.14. 4p,17B3-Dihidroksi-17o-pikolil-androst-5-en-3[3-il acetat (18)

17B-Hidroksi-17a-pikolil-androst-5-en-33-il acetat (17, 0.156 g, 0.354 mmol) se rastvori u
dioksanu (8 ml) na sobnoj temperaturi, a zatim doda selen-dioksid (0.130 g, 1.172 mmol) i voda
(0.05 ml). Reakciona smesa se mesa uz refluks u toku 20 casova, a zatim se talog koji sadrZi
neizreagovali selen-dioksid odvoji 1 ispere metilen-hloridom (2 x 5 ml) i etil-acetatom (2 x 5 ml).
Maticni lug i organski slojevi se spoje, i nakon suSenja i uklanjanja rastvaraca, sirov proizvod se
precisti hromatografijom na koloni (1 g silika gela, petrol-etar/aceton 2:1), pri ¢emu se dobija
4B,17B-dihidroksi-17a-pikolil-androst-5-en-3f-il acetat (18, 0.013 g, 8%) u obliku ulja.

IR (film, v, cm™): 3369, 2927, 1732, 1597, 1439, 1374, 1245, 1070, 1020, 976, 757.

'"H NMR (CDCl;, §, ppm): 0.95 (s, 3H, H-18); 1.12 (s, 3H, H-19); 2.08 (s, 3H, CH; iz OAc
grupe); 2.79 (d, 1H, J,em = 14.5 Hz, CHoPy); 3.08 (d, 1H, J,.» = 14.5 Hz, CH,Py); 3.62 (m, 1H,
H-3); 5.38 (dd, 1H, J; = 3.5 Hz, J, = 1.0 Hz, H-4); 5.83 (dd, 1H, J; = 5.5 Hz, J, = 2.5 Hz, H-6);
7.17 (m, 2H, H-3’ 1 H-5’, Py); 7.64 (m, 1H, H-4’, Py); 8.45 (dd, 1H, J; = 5.5 Hz, J, = 1.5 Hz, H-
6’, Py).

3C NMR (CDCls, §, ppm): 14.10 (C-18); 20.30 (C-19); 20.40; 21.60 (CH; iz OAc grupe);
23.90; 25.80; 29.70; 32.00; 32.10; 32.50; 36.10; 36.90; 43.00 (C-20); 46.30; 50.30 (C-14); 51.20
(C-9); 71.80 (C-3); 79.20 (C-4); 83.40 (C-17); 121.50 (C-5’, Py); 124.90 (C-3’, Py); 131.30 (C-
6); 136.90 (C-4’, Py); 138.90 (C-5); 148.10 (C-6’, Py); 160.80 (C-2’, Py); 171.20 (C=0 iz OAc
grupe).
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4.15. 17B-Hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3,6-dion (19)

OH
o | X
N~
O

U rastvor 17a-pikolil-androst-5-en-3f3,17B-diola (2, 0.352 g, 0.923 mmol) u acetonu (35 ml), na

0 °C, u kapima se doda Jones-ov reagens (2 ml, ~ 1 kap/10 s) uz intenzivno mesSanje i reakciona
smeSa se mesa 1.5 Cas, a zatim se doda metanol (15 ml, da se unisti viSak reagensa). Rastvarac se
ukloni uparavanjem, zatim se doda voda (20 ml) i zasi¢en rastvor NaHCO; (do pH 8), a sirov
proizvod se ekstrahuje metilen-hloridom (5 x 10 ml). Nakon preciS¢avanja hromatografijom na
koloni (15 g silika gela, toluen/etil-acetat 7:1), dobija se ¢ist 17f-hidroksi-17a-pikolil-androst-4-
en-3,6-dion (19, 0.044 g, 12%), t.t. 243-245 °C, nakon rekristalizacije iz sistema rastvaraca
metilen-hlorid/heksan, u obliku belih kristala.

IR (KBr, v, cm™): 3299, 3063, 2923, 2857, 1726, 1693, 1596, 1569, 1440, 1378, 1264, 1119,
1055, 1022, 867, 763.

'"H NMR (CDCls, §, ppm): 1.01 (s, 3H, H-18); 1.20 (s, 3H, H-19); 2.80 (d, 1H, Jeem = 14.5 Hz,
CHyPy); 3.09 (d, 1H, Jg., = 14.5 Hz, CHyPy); 6.19 (s, 1H, H-4); 7.18 (m, 2H, H-3" 1 H-5’, Py);
7.65 (td, 1H, J3» 4 = Jo 5> =77 Hz, Jy s = 1.7 Hz, H-4’, Py); 8.47 (d, 1H, Js 5 = 4.4 Hz, H-6’,
Py).

3C NMR (CDCl, §, ppm): 14.08 (C-18); 17.50 (C-19); 18.72; 20.56; 23.58; 31.64; 33.95;
34.84; 35.55; 35.73; 39.75; 42.94; 46.55; 50.94; 50.99; 83.06 (C-17); 121.53 (C-5’, Py); 124.68
(C-3°, Py); 125.51 (C-4); 136.93 (C-4’, Py); 148.02 (C-6’, Py); 160.27 (C-2’, Py); 160.82 (C-5);
199.46 (C-3); 201.95 (C-6).

HRMS TOF (m/z): radunato za C,sH3,NO3; [M+H]" 394.23767; nadeno 394.23582.
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4.16. 17B-Hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3,6-dion (19) i 4,17p-
dihidroksi-17a-pikolil-androsta-4,6-dien-3-on (20)

4 )
OH oH
N~ N\~
0
_ o OH J

17B-Hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (3, 0.202 g, 0.540 mmol) se rastvori u terc-butanolu

(6 ml), a zatim se na sobnoj temperaturi, u kapima, doda kalijum-terc-butoksid (2.5 ml, 1 M).
Reakciona smeSa se meSa na 45 °C u toku 3 Casa (zasti¢ena od svetla). Nakon isteka reakcionog
vremena, reakciona smesa se izlije u vodu (10 ml) i ekstrahuje etil-acetatom (5 x 10 ml), a zatim
metilen-hloridom (5 x 10 ml). Ekstrakti se spoje i osuSe, a nakon uklanjanja suSila i rastvaraca
sirov proizvod se precisti hromatografijom na koloni silika gela (20 g, toluen/etil-acetat 8:1 i
5:1). Dobija se cist 4,17B-dihidroksi-17a-pikolil-androsta-4,6-dien-3-on (20, 0.052 g, 25%), t.t.
147-149 °C, nakon rekristalizacije iz metanola, kao i Cist 17p-hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-
3,6-dion (19, 0.028 g, 13%), t.t. 243-245 °C, nakon rekristalizacije iz metanola, u obliku belih
kristala.

Jedinjenje 20:

IR (KBr, v, cm™): 3423, 3054, 2941, 2872, 1655, 1616, 1597, 1570, 1380, 1265, 1017, 894, 737.
"H NMR (CDCls, §, ppm): 1.04 (s, 3H, H-18); 1.12 (s, 3H, H-19); 2.80 (d, 1H, Jeem = 14.5 Hz,
CH,Py); 3.10 (d, 1H, Jeem = 14.5 Hz, CH,Py); 6.06 (dd, 1H, Js;= 9.8 Hz, J;5= 2.0 Hz, H-7);
6.65 (dd, 1H, Js7=9.8 Hz, Jss= 2.8 Hz, H-6); 7.18 (m, 2H, H-3’ i H-5’, Py); 7.66 (td, 1H, J3 + =
Jy5="1.6 Hz, Jy 6= 1.8 Hz, H-4’, Py); 8.47 (d, 1H, J5.6-= 4.0 Hz, H-6’, Py).

3C NMR (CDCls, §, ppm): 14.08 (C-18); 16.44 (C-19); 20.27; 23.43; 29.70; 31.93; 33.29;
35.75; 36.48; 37.93; 42.98; 46.87; 48.04; 51.44; 83.17 (C-17); 121.55 (C-5°, Py); 123.94 (C-3,
Py); 124.71 (C-6); 134.70 (C-5); 136.76 (C-4’, Py); 137.10 (C-7); 140.21 (C-4); 147.83 (C-6’,
Py); 160.39 (C-2’, Py); 193.77 (C-3).

HRMS TOF (m/z): racunato za C,sH3NO3; [M+H]"394.23767; nadeno 394.24972.
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4.17. 4a,5a-Epoksi-17B-hidroksi-17a-pikolil-androstan-3-on (21) i
4B,5B-epoksi-17p-hidroksi-17 a-pikolil-androstan-3-on (22)

H OH
> | X o | AN
N A N~
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Rastvor 30%-nog vodonik-peroksida (0.75 ml, 6.63 mmol) u 4 M NaOH (0.45 ml) se doda u

rastvor jedinjenja 3 (0.190 g, 0.501 mmol) u metanolu (6 ml) i reakciona smeSa se mesa na 0 °C u toku
1 ¢asa, a zatim ostavi na 10 °C jo$ 24 Casa, zasticeno od svetla. Nakon toga, reakciona smesa se
izlije u vodu (30 ml), ekstrahuje etil-acetatom (5 x 20 ml), osusi, a zatim se suSilo i rastvara¢
uklone. Dobija se sirov proizvod (0.141 g) koji se pre€isti hromatografijom na koloni silika gela
(20 g, benzen/etil-acetat 9:1), pri ¢emu se dobija smesa jedinjenja 21 i 22 (0.090 g, 45%, odnos
epoksida 21:22 = 1:3.8) u obliku bezbojnog ulja.

Rekristalizacijom iz sistema rastvaraca metilen-hlorid/heksan, dobija se Cisto jedinjenje 22
(0.070 g, 35%), t.t. 135-137 °C, u obliku belih kristala.

Spektroskopski podaci za smesu jedinjenja 21 i 22:

IR (film, v, cm™): 3520, 2943, 2853, 1716, 1636, 1597, 1569, 1440, 1382, 1248, 1192, 1099,
1052, 1027, 768.

"H NMR (CDCls, §, ppm): 0.97 (s, 3H, H-18); 1.18 (s, 3H, H-19); 2.79 (d, 1H, Joem = 14.6 Hz,
CH,Py); 2.99 (s, 1H, H-4o); 3.03 (s, 1H, H-4f); 3.06 (d, 1H, J,en = 14.6 Hz, CH,Py); 7.17-8.46
(m, 4H, Py).

3C NMR (CDCls, §, ppm): 14.16 (C-18); 18.96 (C-19); 21.29; 23.84; 26.17; 29.84; 30.24;
31.95; 32.57; 35.79; 35.95; 37.35; 43.10; 46.64; 46.74; 50.19; 62.78 (C-4); 70.52 (C-5); 83.23
(C-17); 121.40 (C-5', Py); 124.72 (C-3', Py); 136.86 (C-4', Py); 148.00 (C-6', Py); 160.66 (C-2',
Py); 207.12 (C-3).

Cisto jedinjenje 22:

IR (KBr, v, cm™): 3522, 3378, 2942, 1717, 1597, 1570, 1473, 1441, 1258, 1190, 1026, 769.

"H NMR (CDCls, §, ppm): 0.97 (s, 3H, H-18); 1.18 (s, 3H, H-19); 2.79 (d, 1H, Joem = 14.4 Hz,
CH,Py); 3.00 (s, 1H, H-4o); 3.06 (d, 1H, Jer = 14.4 Hz, CH,Py); 7.16 (m, 2H, H-3’ i H-5’, Py);
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7.64 (td, 1H, Jy 3= Jsy 5= 6.5 Hz, Jy 5= 1.9 Hz, H-4’, Py); 8.45 (d, 1H, Js - = 6.5 Hz, H-6’,
Py).

BC NMR (CDClLs, §, ppm): 14.16 (C-18); 18.96 (C-19); 21.25; 23.84; 26.06; 29.78; 30.20;
31.89; 32.54; 35.73; 35.89; 37.31; 43.02; 46.58; 46.64; 50.11; 62.73 (C-4); 70.52 (C-5); 83.23
(C-17); 121.41 (C-5', Py); 124.72 (C-3', Py); 136.88 (C-4', Py); 147.96 (C-6', Py); 160.59 (C-2,
Py); 207.22 (C-3).

Elementarna mikroanaliza (%): raCunato za C,sH33NO;3; - H,O: C, 72.61; H, 8.53; N, 3.38;
nadeno: C, 72.87; H, 8.62; N, 3.33.

4.18. 17o-Pikolil-androst-3-en-5&,173-diol (24)

Smesa 4a,5a-epoksi i 4,5B-epoksi-17p-hidroksi-17a-pikolil-androstan-3-ona (21 i 22, 0.106 g,
0.294 mmol) se rastvori u 98%-nom hidrazin-hidratu (0.15 ml, 3.03 mmol) i reakciona smesa se
zagreva na 120 °C u toku 30 minuta. Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona smeSa se
rastvori u metilen-hloridu (10 ml), doda se voda (50 ml) i vr3i ekstrakcija metilen-hloridom (3 x
10 ml). Ekstrakt se osu$i, suSilo i rastvara¢ se uklone, a sirov proizvod (0.089 g) precisti na
koloni silika gela (1 g, petrol-etar/etil-acetat 5:1), pri ¢emu se dobija 17a-pikolil-androst-3-en-
5&,17B-diol (24, 0.031 g, 30%), u obliku bezbojnog ulja.

IR (film, v, cm™): 3384, 2934, 2869, 1597, 1570, 1474, 1439, 1379, 1252, 1118, 1066, 1010,
980, 755.

"H NMR (CDCl3, 8, ppm): 0.95 (s, 3H, H-18); 1.00 (s, 3H, H-19); 1.95 (m, 2H, H-2); 2.83 (d,
1H, Joem = 14.3 Hz, CHyPy); 3.17 (d, 1H, Jeem = 14.3 Hz, CH,Py); 5.54 (d, 1H, J34= 9.9 Hz, H-
4); 5.84 (m, 1H, H-3); 7.23 (m, 2H, H-3’ 1 H-5', Py); 7.73 (t, 1H, J4,3= J45»= 7.7 Hz, H-4', Py);
8.48 (d, 1H, Js 5= 5.7 Hz, H-6', Py).

'H NMR (aceton-d6, o, ppm): 0.89 (s, 3H, H-18); 0.98 (s, 3H, H-19); 5.45 (dt, 1H, J; = 9.8 Hz,
J>=2.0 Hz, H-4); 5.61 (s, 1H, 5-OH); 5.73 (m, 1H, H-3); 7.24 (t, 1H, J= 5.1 Hz, H-5', Py); 7.37
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(d, 1H, J=7.7 Hz, H-3’, Py); 7.73 (td, 1H, J, = 7.7 Hz, J, = 3.7 Hz, H-4', Py); 8.48 (d, 1H, J =
4.7 Hz, H-6', Py).

BC NMR (CDClLs, §, ppm): 14.18 (C-18); 16.49 (C-19); 22.29; 22.39; 23.83; 27.82; 28.78;
32.20; 35.08; 35.41; 35.67; 39.15; 42.55; 43.53; 46.66; 50.55; 71.93 (C-5); 83.37 (C-17); 121.68
(C-5', Py); 125.36 (C-3', Py); 130.84 (C-3); 133.60 (C-4); 137.77 (C-4', Py); 146.86 (C-6', Py);
160.16 (C-2’, Py).

HRMS TOF (m/z): radunato za C,sH3sNO, [M+H]" 382.27406; nadeno 382.27241.

4.19. 17p-Hidroksi-17a-pikolil-4,5-sekoandrost-3-in-5-on (25)

Smesa 4o0,5a-epoksi i 4f3,5B-epoksi-17-hidroksi-17a-pikolil-androstan-3-ona (21 i 22, 0.059 g,
0.149 mmol) se rastvori u 50%-nom etanolu (2 ml) i doda p-toluensulfonil-hidrazin (0.028 g,
0.148 mmol). Reakciona smeSa se meSa najpre 1 ¢as na sobnoj temperaturi, a zatim jos 1 ¢as na
55 °C, nakon cega se izlije u vodu (10 ml) i ekstrahuje metilen-hloridom (3 x 10 ml). Nakon
suSenja ekstrakta i uklanjanja suSila i1 rastvaraCa, dobija se sirov proizvod (0.067 g) koji se
preCisti hromatografijom na koloni silika gela (1 g, petrol-etar/etil-acetat 4:1). Nakon
rekristalizacije iz sistema metilen-hlorid/heksan dobija se Cist 17B-hidroksi-17a-pikolil-4,5-
sekoandrost-3-in-5-on (25, 0.032 g, 56%), t.t. 141-142 °C, u obliku belih kristala.

IR (KBr, v, cm™): 3307, 2941, 2116, 1700, 1637, 1597, 1439, 1379, 1323, 1217, 1165, 1123,
1033, 1010, 957, 815, 756.

"H NMR (CDCls, 8, ppm): 1.01 (s, 3H, H-18); 1.12 (s, 3H, H-19); 2.84 (d, 1H, Joem=14.3 Hz,
CH,Py); 3.20 (d, 1H, J,em = 14.3 Hz, CH,Py); 7.26 (m, 2H, H-3" 1 H-5, Py); 7.76 (m, 1H, H-4",
Py); 8.49 (d, 1H, Js 5> = 4.7 Hz, H-6’, Py).

BC NMR (CDClLs, 8, ppm): 13.74; 14.27 (C-18); 20.61 (C-19); 21.24; 23.80; 30.87; 31.69;
33.57; 35.44; 35.61; 38.04; 42.43; 46.70; 47.42; 50.18; 50.80; 68.07 (C-3); 83.16 (C-4); 84.99
(C-17); 121.86 (C-5, Py); 125.43 (C-3', Py); 138.08 (C-4’, Py); 146.65 (C-6 , Py); 159.76 (C-2,
Py); 214.46 (C-5).

HRMS TOF (m/z): racunato za CsH3,NO, [M+H]" 380.25841; nadeno 380.25687.
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4.20. 17p-Hidroksi-4-metoksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (26)

U rastvor smeSe jedinjenja 21 1 22 (0.175 g, 0.440 mmol) u metanolu (22 ml), doda se 4 M
NaOH (2 ml) i reakciona smeSa se zagreva uz refluks u toku 3.5 ¢asa. Nakon hladenja se
reakciona smesSa ekstrahuje metilen-hloridom (5 x 10 ml), rastvara¢ osusi i ukloni, a sirov
proizvod se precisti hromatografijom na koloni (5 g silika gela, heksan/etil-acetat 3:1). Dobija se
Cist 17B-hidroksi-4-metoksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (26, 0.007 g, 4%), u obliku bezbojnog
ulja.

IR (film, v, cm™): 3391, 2929, 1681, 1597, 1570, 1439, 1379, 1317, 1260, 1214, 1086, 1022,
927, 891, 756, 666.

"H NMR (CDCls, §, ppm): 1.00 (s, 3H, H-18); 1.22 (s, 3H, H-19); 2.80 (d, 1H, Joem = 14.3 Hz,
CH,Py); 3.07 (d, 1H, J,em = 14.3 Hz, CH,Py); 3.60 (s, 3H, iz 4-OCHs); 4.72 (bs, 1H, 173-OH);
7.18 (m, 2H, H-3* i H-5, Py); 7.63 (td, 1H, J4 3= J45= 7.6 Hz, J;.5= 1.7 Hz, H-4, Py); 8.46 (d,
1H, Js.5= 5.1 Hz, H-6, Py).

BC NMR (CDClLs, §, ppm): 14.15 (C-18); 17.50 (C-19); 20.69; 23.41; 23.79; 29.66; 31.90;
34.25; 34.84; 35.91 (C-10); 36.01; 38.78; 43.02; 44.23 (C-13); 50.20 (C-14); 54.33 (C-9); 60.23
(O-CH3); 83.34 (C-17); 121.43 (C-5, Py); 124.75 (C-3, Py); 136.88 (C-4, Py); 146.21 (C-5);
147.23 (C-4); 147.91 (C-6, Py); 160.57 (C-2', Py); 191.39 (C-3).

HRMS TOF (m/z): radunato za CrsH3sNO3; [M+H]"410.26897; nadeno 410.26718.
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4.21. 20,17p-Dihidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (27) i
2pB,17p-dihidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (28)

a) Smesa 4a,50-epoksi i 4f,5B-epoksi-17-hidroksi-17a-pikolil-androstan-3-ona (21 i 22, 0.131
g, 0.332 mmol) se rastvori u mravljoj kiselini (2 ml) i reakciona smeSa zagreva na tacki kljucanja
u toku 50 minuta. Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona smesa se izlije u vodu (20 ml,
zagrejanu do 50 °C) i ostavi na sobnoj temperaturi 24 ¢asa. U reakcionu smesu se zatim doda
¢vrst NaOH (1.80 g) do pH 8, pri ¢emu se izdvaja beli talog, koji se odvoji cedenjem (0.104 g), a
maticni lug se ekstrahuje metilen-hloridom (3 x 10 ml). Ekstrakti se spoje i osuSe, 1 nakon
uklanjanja susSila i rastvaraca dobija se jo§ 0.011 g sirovog proizvoda u obliku smedeg ulja. Talog
i ulje se spoje i preciste na koloni silika gela (15 g, toluen/etil-acetat 3:1, toluen/etil-acetat 1:1),

pri cemu se dobija smeSa jedinjenja 27 1 28 (0.036 g, 27%) u obliku Zutog ulja.

b) Smesa 4a,5a-epoksi i 4p,5B-epoksi-17p-hidroksi-17a-pikolil-androstan-3-ona (21 i 22, 0.066
g, 0.166 mmol) se rastvori u 2%-tnom rastvoru H,SOy4 u glacijalnoj siréetnoj kiselini (0.4 g/4 ml)
1 meSa na sobnoj temperaturi u toku 3 Casa. Po zavrSetku reakcije, reakciona smesa se izlije u
hladnu vodu (50 ml) i uz meSanje se doda ¢vrst NaOH (1.1 g) do pH 5. Reakciona smesSa se
ostavi na 10 °C u toku 20 Casova i nakon toga ekstrahuje etil-acetatom (5 x 10 ml). Organski
ekstrakti se spoje 1 osusSe, a rastvara¢ upari, pri ¢emu se dobija sirov proizvod (0.123 g) u obliku
smedeg ulja. PreciS¢avanjem hromatografijom na koloni silika gela (10 g, toluen/etil-acetat 5:1,
toluen/etil-acetat 3:1, toluen/etil-acetat 1:1) dobija se smeSa 2a,17p-dihidroksi-17a-pikolil-
androst-4-en-3-ona (27) i 23,17B-dihidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-ona (28) (0.016 g, 25%).
Spektroskopski podaci za smesu jedinjenja 27 i 28:

IR (film, v, cm™): 3362, 2927, 2856, 1725, 1679, 1597, 1569, 1439, 1378, 1228, 1119, 1085,
887, 757.
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'H NMR (CDCls, 8, ppm): 0.99 (s, 3H, H-18); 1.25 (s, 3H, H-19); 2.83 (d, 1H, Jgem = 14.5 Hz,
CH,Py); 3.06 (d, 1H, Jge = 14.5 Hz, CH,Py); 4.24 (m, 2H, H-20.i H-2B); 5.80 (s, 1H, H-4); 7.17
(m, 2H, H-3’ i H-5", Py); 7.65 (td, 1H, J; 3 = Ju5:= 4.7 Hz, J.6 = 1.9 Hz, H-4, Py); 8.46 (d, 1H,
Jors=3.1 Hz, H-6, Py).

3BC NMR (CDCLs, 8, ppm): 14.25 (C-18); 18.05 (C-19); 20.49; 23.74; 29.68; 31.80; 31.95;
32.78; 34.70; 35.82; 35.91; 38.69; 40.65; 43.03; 43.93; 46.37; 50.23; 54.50; 69.52 (C-2); 83.26
(C-17); 120.15 (C-5, Py); 121.46 (C-4); 124.75 (C-3’, Py); 136.91 (C-4’, Py); 147.90 (C-6’, Py);
160.50 (C-2’, Py); 173.23 (C-5); 199.77 (C-3).

4.22. 17p-Hidroksi-2(E)-hidroksimino-17a-pikolil-
izoksazolo[3’,4°,5°:4,5,6]-androst-5-en-3-on (29) i 17p-hidroksi-
2(Z),4(¢)-dihidroksimino-17a-pikolil-androst-5-en-3-on (30)

17B-Hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (3, 0.194 g, 0.512 mmol) se rastvori u neposredno
pripremljenom 1M rastvoru kalijum-ferc-butoksida u ferc-butanolu (5 ml) na sobnoj temperaturi,
a zatim se u kapima doda i-amil-nitrit (0.35 ml, 3.26 mmol). Reakciona smeSa se meSa na sobnoj
temperaturi u toku 24 ¢asa, nakon ¢ega se izlije u vodu (10 ml) i ispere dietil-etrom (2 x 5 ml) da
se odstrane necistoce. Nakon toga se smesa zakiseli sa HCI (1:4, 1 ml) do pH 6, pri ¢emu se
izdvaja sirov proizvod u obliku sitnog Zutog taloga, koji se odvoji i osuSi na vazduhu. Sirov
proizvod (0.112 g) se prec€isti hromatografijom na koloni silika gela (1 g, heksan/etil-acetat 1:1,
zatim hloroform-matanol 1:1), pri ¢emu se dobija ¢ist 17B-hidroksi-2(E)-hidroksimino-17a-
pikolil- izoksazolo[3’,4’,57:4,5,6]-androst-5-en-3-on (29, 0.022g, 10%), t.t. 187-188 °C, nakon
kristalizacije iz DMSO u obliku bezbojnih kristala, kao i 17B-hidroksi-2(Z),4(¢)-dihidroksimino-
17a-pikolil-androst-5-en-3-on (30, 0.063 g, 28%), t.t. 184-186 °C, u obliku praskastog Zutog

taloga.
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Jedinjenje 29:

IR (KBr, v, cm™): 3243, 2957, 2871, 1713, 1598, 1570, 1552, 1455, 1386, 1295, 1216, 1049,
1023, 953, 923, 845, 755, 667.

"H NMR (DMSO-d6, 5, ppm): 0.88 (s, 3H, H-18); 1.08 (s, 3H, H-19); 2.82 (m, 3H, CH,Py i H-
7); 5.35 (bs, 1H, 178-OH); 7.24 (m, 1H, H-3, Py); 7.38 (m, 1H, H-5, Py); 7.70 (td, 1H, Jy 3 =
Jys =16 Hz, J; = 1.8 Hz, H-4, Py); 847 (d, 1H, Js 5 = 4.0 Hz, H-6, Py); 13.02 (s, 1H,
=NOH).

3C NMR (DMSO-d6, 5, ppm): 14.40 (C-18); 20.56; 22.49 (C-19); 23.56; 27.41; 30.63; 32.13
(C-10); 33.18; 34.35; 36.46; 43.44 (C-20); 46.58 (C-13); 47.64 (C-9); 49.73 (C-14); 82.56 (C-
17); 121.41 (C-5, Py); 125.14 (C-5); 125.52 (C-3, Py); 136.35 (C-4, Py); 148.01 (C-6, Py);
153.51 (C-4); 160.17 (C-2, Py); 169.38 (C-2); 176.79 (C-6); 196.71 (C-3).

HRMS TOF (m/z): radunato za C,sH3N304 [M+H]" 436.22308; nadeno 436.22110.

Jedinjenje 30:

IR (KBr, v, cm™): 3411, 2956, 2870, 1702, 1598, 1570, 1439, 1386, 1289, 1231, 1120, 1017,
976, 888, 756.

"H NMR (DMSO-d6, &, ppm): 0.85 (s, 3H, H-18); 0.92 (s, 3H, H-19); 2.85 (m, 3H, CH,Py i H-
7); 5.33 (bs, 1H, 17p-OH); 7.15 (m, 1H, H-6); 7.23 (m, 1H, H-3, Py); 7.40 (m, 1H, H-5, Py);
771 (t, 1H, Jy3 = Jo5= 7.5 Hz, H-4, Py); 8.46 (d, 1H, Js.5- = 4.2 Hz, H-6, Py); 11.85 (bs, 1H,
C4,=NOH); 12.69 (bs, 1H, C,=NOH).

3C NMR (DMSO-d6, 5, ppm): 14.41 (C-18); 20.82; 22.08 (C-19); 23.47; 31.11; 31.55; 31.69
(C-10); 33.53; 35.21; 35.75; 43.41 (C-20); 46.05 (C-13); 48.07 (C-9); 49.81 (C-14); 82.54 (C-
17); 121.37 (C-5, Py); 125.52 (C-3, Py); 132.60 (C-5); 134.35 (C-6); 136.33 (C-4, Py); 147.98
(C-6, Py); 152.20 (C4,=NOH); 160.28 (C-2', Py); 169.34 (C,=NOH); 181.37 (C-3).

HRMS TOF (m/z): radunato za C,sH3,N3;04 [M+H]" 438.23873; nadeno 438.23715.
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4.23. 17p-Hidroksi-17a-pikolil-2,4-seko-3-norandrost-5-en-2,4-
dinitril (31)

OH
T

«\l\
N~

NC
NC

2,4-Dihidroksimino-17a-pikolil-androst-5-en-17B-ol (30, 0.120 g, 0.275 mmol) se rastvori u
apsolutnom piridinu (1.2 ml), a zatim se u kapima doda anhidrid siréetne kiseline (0.25 ml).
Reakciona smeSa se meSa na sobnoj temperaturi u toku 1.5 ¢asa, nakon Cega se izlije u vodu (20
ml), pri ¢emu se izdvaja Zuti talog, koji se odvoji i osusi na vazduhu, a mati¢ni lug se ekstrahuje
etil-acetatom (3 x 15 ml). Nakon suSenja estrakta i uklanjanja suSila i rastvaraca, dobijeni sirov
proizvod se spoji sa prethodno odvojenim talogom (0.077 g) i prec€isti hromatografijom na koloni
(1 g silika gela, petrol-etar/etil-acetat 3:1). Dobija se €ist 17B-hidroksi-17a-pikolil-2,3-seko-A-
norandrost-5-en-2,4-dinitril (31, 0.048 g, 46%), t.t. 166-168 °C, nakon rekristalizacije iz sistema
rastvaraca metilen-hlorid/heksan, u obliku bezbojnih tankih kristala.

IR (KBr, v, cm™): 3313, 2958, 2870, 2245, 2216, 1728, 1638, 1596, 1570, 1439, 1389, 1253,
1023, 907, 756.

"H NMR (CDCl3, &, ppm): 0.98 (s, 3H, H-18); 1.20 (s, 3H, H-19); 2.31 (m, 2H, H-7); 2.63 (d,
IH, Jgem = 17.2 Hz, H-1a); 2.77 (d, 1H, Jeem = 17.2 Hz, H-1b); 2.88 (d, 1H, Jem = 14.2 Hz,
CH,Py); 3.33 (d, 1H, Jgem = 14.2 Hz, CH,Py); 6.79 (m, 1H, H-6); 7.34 (m, 2H, H-3 i H-5, Py);
7.84 (t, 1H, Jy3 = J4.5= 7.3 Hz, H-4, Py); 8.51 (d, 1H, Js 5 = 4.6 Hz, H-6 , Py).

3C NMR (DMSO-d6, &, ppm): 14.18 (C-18); 21.23 (C-19); 21.91; 23.70; 27.40; 31.58; 31.62;
32.16 (C-10); 35.31; 39.41; 42.00 (C-20); 43.66; 46.60; 50.35; 83.11 (C-17); 116.68 (C-5);
117.20 (C-4); 119.56 (C-2); 122.21 (C-5, Py); 125.93 (C-3, Py); 138.89 (C-4 , Py); 145.96 (C-
6); 146.58 (C-6 , Py); 159.11 (C-2, Py).

HRMS TOF (m/z): ratunato za C;H3N3;O [M+H]" 376.23834; nadeno 376.23772.
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4.24. 3(E)-Hidroksimino-17a-pikolil-androst-4-en-17p-ol (32) i 3(Z)-
hidroksimino-17a-pikolil-androst-4-en-17-ol (33)

Z
Ho~N

17B-Hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (3, 0.190 g, 0.501 mmol) se rastvori u 95%-nom
etanolu (30 ml), a zatim se doda natrijum-acetat (0.207 g, 2.53 mmol) 1 hidroksilamin-
hidrohlorid (0.195 g, 2.80 mmol). Reakciona smeSa se meSa uz refluks u toku 1.5 ¢asa, a zatim
se izlije u vodu (30 ml) i doda 5%-tni NaHCO3 do pH 8. Izdvaja se beli talog koji se odvoji,
osusi na vazduhu i rekristaliSe iz metanola. Dobija se smeSa izomernih E 1 Z oksima 32 i 33
(0.186 g, 94%, odnos jedinjenja 32:33 = 2.8:1), koji se ne mogu razdvojiti hromatografski.
Spektroskopski podaci za smeSu jedinjenja 32 1 33.

IR (KBr, v, cm™): 3410, 2932, 2856, 2363, 1638, 1599, 1570, 1438, 1382, 1307, 1198, 1052,
968, 862, 759, 630.

'"H NMR (DMSO-d6, &, ppm): 0.85 (s, 3H, H-18); 1.02 i 1.05 (2s, 6H, H-19 iz E- i Z-oksima);
2.84 (m, 1H, CH,Py); 3.45 (m, 1H, CH,Py); 5.29 (s, 1H, 178-OH); 5.70 (s, 1H, H-4 iz E-
oksima); 6.33 (s, 1H, H-4 iz Z-oksima); 7.23 (m, 1H, H-3', Py); 7.37 (m, 1H, H-5, Py); 7.69 (t,
IH, Jy 5= Jg3=7.6 Hz, H-4', Py); 8.45 (d, 1H, Js5-= 4.1 Hz, H-6, Py); 10.23 (s, 1H, =NOH iz
Z-oksima); 10.48 (s, 1H, =NOH iz E-oksima).

3C NMR (DMSO-d6, &, ppm): 14.36 (C-18); 17.53 (C-19); 18.52; 20.73; 23.49; 31.26; 31.75;
33.54; 34.43; 36.15; 37.51; 43.35 (C-10); 46.14 (C-13); 49.36 (C-9); 53.28 (C-14); 56.03; 82.50
(C-17); 110.69 (C-4 iz Z-oksima); 117.86 (C-4 iz E-oksima); 120.38 (C-5, Py iz Z-oksima);
121.32 (C-5, Py iz E-oksima); 125.43 (C-3, Py); 136.30 (C-4 , Py); 147.93 (C-6, Py); 151.02
(C-3 iz Z-oksima); 152.72 (C-3 iz E-oksima); 154.17 (C-5 iz E-oksima); 156.55 (C-5 iz Z-
oksima); 160.32 (C-2, Py).
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4.25. 17(E)-Pikoliniliden-3-aza-A-homoandrost-4a-en-4-on (34) i 17-
pikolil-3-aza-A-homoandrost-4a,16-dien-4-on (35)

4 =)
N\
N
HN
/
\Z° J

Smesa 3(E)-hidroksimino-17a-pikolil-androst-4-en-178-ola  (32) i 3(Z)-hidroksimino-17a-
pikolil-androst-4-en-17B-ola (33) (0.195 g, 0.49 mmol) se rastvori u dioksanu (10 ml) i u rastvor
se doda tionil-hlorid (1.0 ml, 13.8 mmol). Reakciona smeSa se meSa na sobnoj temperaturi u toku
1 Casa, nakon Cega se izlije u vodu (30 ml) i doda zasi¢en rastvor NaHCO3 do pH 8, pri ¢emu se
izdvaja talog koji se odvoji i osusi na vazduhu, a mati¢ni lug ekstrahuje metilen-hloridom (2 x 10
ml). Nakon suSenja estrakta i uklanjanja suSila 1 rastvaraca, dobijeni sirov proizvod se spoji sa
prethodno odvojenim talogom (0.215 g) i precisti hromatografijom na koloni (1 g silika gela,
hloroform/aceton 4:1). Dobija se smeSa 17(FE)-pikoliniliden-3-aza-A-homoandrost-4a-en-4-ona
(34) 1 17-pikolil-3-aza-A-homoandrost-4a,16-dien-4-ona (35) (0.068 g) u obliku igli¢astih
kristala, koji se nisu mogli razdvojiti hromatografski, kao ni kristalizacijom.

Spektroskopski podaci za smesu jedinjenja 34 i 35:

IR (KBr, v, cm™): 3266, 2935, 1732, 1655, 1608, 1473, 1375, 1259, 1149, 880, 751.

"H NMR (CDCls, 8, ppm): 0.80 (s, 3H, H-18); 0.90 (s, 3H, H-19); 3.19 (m, 2H, H-2); 3.48 (m,
2H, H-20 iz jedinjenja 35); 5.12 (m, 1H, H-16 iz jedinjenja 35); 5.73 (s, 2H, H-4 iz jedinjenja 34
135); 6.19 (s, 1H, H-20 iz jedinjenja 34); 6.92 (bs, 2H, N-H iz jedinjenja 34 i 35); 7.00-8.55 (8H,
Py iz jedinjenja 34 1 35).

BC NMR (CDClLs, 8, ppm): 15.73 (C-18); 18.82 (C-19); 21.17; 21.30; 21.82; 24.86; 29.75;
31.04; 33.50; 34.15; 34.36; 36.31; 36.57; 36.74; 37.03; 41.84 (C-2); 42.04 (C-20 iz jedinjenja
35); 44.28; 44.50; 44.57; 45.78; 50.10; 53.04; 53.60; 56.30; 118.06 (C-20 iz jedinjenja 34);
118.90 (C-4); 120.21 (C-5’, Py); 122.72 (C-3’, Py); 124.76 (C-16 iz jedinjenja 35); 136.08 (C-4°,
Py); 138.87 (C-17 jedinjenja 35); 149.11 (C-6’, Py); 153.32 (C-2’, Py iz jedinjenja 35); 157.41
(C-17 iz jedinjenja 34); 159.73 (C-2’, Py iz jedinjenja 34); 160.79 (C-5 iz jedinjenja 34); 161.00
(C-5 iz jedinjenja 35); 170.22 (C-3).
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4.26. 17p-Hidroksi-2(Z)-hidroksimetilen-17a-pikolil-androst-4-en-3-
on (36)

17B-Hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (3, 0.670 g, 1.76 mmol) se rastvori u apsolutnom
benzenu (6.5 ml), a zatim se doda etil-formijat (1 ml) i natrijum-hidrid (0.450 g, 18.75 mmol).
Reakciona smeSa se meSa u toku 2 ¢asa na sobnoj temperaturi u atmosferi argona. Nakon isteka
reakcionog vremena, u reakcionu smesu se doda metilen-hlorid (20 ml) a organski sloj se ispere
najpre zasi¢enim rastvorom NaH,POy4 (2 x 25 ml), zatim zasi¢enim rastvorom NaHCOs; (2 x 20
ml) i na kraju vodom. Nakon suSenja i uklanjanja rastvaraca dobija se sirov proizvod (0.810 g)
koji se precisti hromatografijom na koloni silika gela (10 g, petrol-etar/etil-acetat 4:1). Nakon
rekristalizacije iz sistema rastvarata metilen-hlorid/heksan dobija se Cist 17B-hidroksi-2(Z)-
hidroksimetilen-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (36, 0.271 g, 38%), t.t. 184-186 °C, u obliku Zutih
igliCastih kristala.

IR (KBr, v, cm™): 3312, 2939, 1642, 1597, 1569, 1474, 1440, 1373, 1325, 1236, 1186, 1152,
1064, 1026, 885, 755.

"H NMR (CDCls, 8, ppm): 0.99 (s, 3H, H-18); 1.07 (s, 3H, H-19); 2.84 (d, 1H, Joem =143 Hz,
CHyPy); 3.21 (d, 1H, Jgem = 14.3 Hz, CH,Py); 5.79 (s, 1H, H-4); 7.24-7.37 (m, 3H, =CH(OH),
H-31H-5°, Py); 7.75 (t, 1H, Jy 5> = J4 3= 7.6 Hz, H-4’, Py); 8.49 (d, 1H, Js 5 = 4.4 Hz, H-6’,
Py); 13.76 (bs, 1H, =CH(OH)).

BC NMR (CDClLs, 8, ppm): 14.17 (C-18); 18.07 (C-19); 21.08; 23.81; 29.66; 31.23; 31.99;
35.44; 36.50; 37.56; 39.97; 42.43 (C-10); 46.54 (C-13); 50.18 (C-9); 53.19 (C-14); 83.26 (C-17);
106.48 (C-2); 121.82 (C-5’, Py); 122.93 (C-3’, Py); 125.43 (C-4); 137.99 (C-4’, Py); 146.69 (C-
6’, Py); 159.85 (C-2’, Py); 165.11 (=CH(OH)); 170.18 (C-5); 189.17 (C-3).

HRMS TOF (m/z): ratunato za CysH3,NOs3 [M+H]" 408.25332; nadeno 408.25283.
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4.27. 17p-Hidroksi-2(Z)-hidroksimino-17a-pikolil-androst-4-en-3-on

(37)
™
HO,NjijiSjéU
o)

U 95%-tni etanol (2 ml) se doda 17B-hidroksi-2(Z)-hidroksimetilen-17a-pikolil-androst-4-en-3-

on (36, 0.097 g, 0.238 mmol) i vodeni 7 M rastvor NaNO, (0.2 ml). Reakciona smeSa se meSa na
sobnoj temperaturi 10 minuta, a zatim se ohladi do 0 °C, nakon Cega se doda u kapima 35%-tna
HCI (0.15 ml). Nakon 45 minuta meSanja na 0 °C, reakciona smesa se izlije u vodu (10 ml), i
zatim doda 5%-tni NaHCO; do pH 8, pri ¢emu se izdvaja beli talog koji se odvoji i osusi na
vazduhu. Nakon rekristalizacije iz sistema rastvaraca metilen-hlorid/heksan, dobija se ¢ist 17f3-
hidroksi-2(Z)-hidroksimino-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (37, 0.090g, 93%), t.t. 224-226 °C, u
obliku belih kristala.

IR (KBr, v, cm™): 3416, 2936, 1675, 1605, 1438, 1381, 1300, 1236, 1058, 1027, 986, 890, 761,
616.

'"H NMR (DMSO-d6, 8, ppm): 0.68 (s, 3H, H-18); 1.08 (s, 3H, H-19); 2.83 (d, 1H, Jogem = 15.3
Hz, CH,Py); 3.49 (d, 1H, Jgerm= 15.3 Hz, CH,Py); 5.29 (bs, 1H, 17B-OH); 5.89 (s, 1H, H-4); 7.23
(m, 1H, H-3’, Py); 7.38 (m, 1H, H-5, Py); 7.70 (t, 1H, J;5 = J;.3-= 7.6 Hz, H-4’, Py); 8.46 (d,
IH, Js5»=4.1 Hz, H-6’, Py); 12.20 (s, 1H, =NOH).

3C NMR (DMSO-d6, &, ppm): 14.34 (C-18); 20.48 (C-19); 20.65; 23.42; 31.08; 31.21; 31.90;
33.43; 35.78; 36.09; 38.50; 43.37 (C-10); 46.16 (C-13); 49.23 (C-9); 52.21 (C-14); 82.43 (C-17);
121.34 (C-5, Py); 124.76 (C-3, Py); 125.47 (C-4); 136.31 (C-4’,Py); 147.97 (C-6, Py); 151.38
(C-2); 160.24 (C-2', Py); 172.61 (C-5); 183.24 (C-3).

HRMS TOF (m/z): racunato za CosH33N,O3 [M+H]" 409.24857; nadeno 409.24684.
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4.28. 17(E)-Pikoliniliden-androst-S-en-3-il p-toluensulfonat (38)

H =
N\
N

TsO

17(E)-Pikoliniliden-androst-5-en-33-ol (5, 0.200 g, 0.550 mmol) se rastvori u apsolutnom
piridinu (4 ml) na 0 °C i zatim se u kapima doda p-toluensulfonilhlorid (0.511 g, 2.69 mmol),
prethodno rastvoren u apsolutnom piridinu (2.5 ml). Reakciona smeSa se meSa u toku 19 ¢asova
na sobnoj temperaturi, nakon Cega se reakcija prekida ubacivanjem komadica leda. Reakciona
smeSa se zatim izlije u hladnu vodu (20 ml) i ekstrahuje metilen-hloridom (8 x 10 ml). Nakon
suSenja ekstrakta i uklanjanja suSila i rastvaraca, sirov proizvod se rekristaliSe iz sistema
rastvaraca metilen-hlorid/heksan, pri ¢emu se dobija Cisto jedinjenje 38 (0.145 g, 51%), t.t. 176-
178 °C, u obliku belih kristala.

IR (KBr, v, cm™): 2945, 1653, 1586, 1562, 1467, 1432, 1362, 1175, 1098, 938, 865, 753, 666.
'"H NMR (CDCls, 8, ppm): 0.88 (s, 3H, H-18); 1.01 (s, 3H, H-19); 2.44 (s, 3H, CH; iz OTs
grupe); 4.32 (m, 1H, H-3); 5.32 (d, 1H, J = 5.0 Hz, H-6); 6.26 (s, 1H, H-20); 7.07 (m, 2H, H-3" i
H-5°, Py); 7.33 (d, J = 8.0 Hz, 2H iz OTs grupe); 7.65 (t, 1H, Jo 3> = Jo 5 = 9.2 Hz, H-4’, Py);
7.79 (d, J = 8.3 Hz, 2H iz OTs grupe); 8.58 (m, 1H, H-6’, Py).

3C NMR (CDCls, 8, ppm): 18.50 (C-18); 19.14 (C-19); 20.94; 21.58 (CH3, OTs); 24.94; 28.51;
29.81; 31.48; 31.61; 35.54; 36.40; 36.81 (C-10); 38.81; 45.79 (C-13); 50.09; 53.74 (C-9); 82.17
(C-3); 117.33 (C-20); 120.39 (C-5°, Py); 123.16 (C-6); 126.01 (C-3’, Py); 127.57 (C-2’ i C-6’,
OTs); 129.70 (C-3’ i C-5°, OTs); 134.53 (C-4°, OTs); 136.55 (C-4’, Py); 138.93 (C-5); 144.38
(C-1", OTs); 148.39 (C-6’, Py); 156.93 (C-17); 161.24 (C-2’, Py).
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4.29. 17(E)-Pikoliniliden-androsta-3,5-dien (39)

17(E)-Pikoliniliden-androst-5-en-3f-il p-toluensulfonat (38, 0.379 g, 0.733 mmol) se rastvori u
bis(2-aminoetil)aminu (20 ml) 1 vr$i zagrevanje uz refluks u toku 1 ¢asa. Reakciona smeSa se
zatim ohladi do sobne temperature, izlije u vodu (15 ml), a zatim ekstrahuje metilen-hloridom (5
x 10 ml). Ekstrakt se osusi, odvoji suSilo, a rastvara¢ ukloni na rotavaporu. Dobija se sirov
proizvod (0.449 g) koji se precisti hromatografijom na koloni silika gela (6 g, toluen/etil-acetat
30:1), pri cemu se dobija Cist 17(E)-pikoliniliden-androsta-3,5-dien (39, 0.018 g, 7%), u obliku
bezbojnog ulja.

IR (film, v, cm™): 3016, 2963, 2851, 1652, 1586, 1560, 1470, 1428, 1372, 1149, 1038, 857, 756,
617.

"H NMR (CDCls, §, ppm): 0.94 (s, 3H, H-18); 1.01 (s, 3H, H-19); 5.42 (m, 1H, H-3); 5.61 (m,
1H, H-6); 5.95 (d, 1H, J43=9.7 Hz, H-4); 6.25 (t, 1H, J = 2.4 Hz, H-20); 7.03 (m, 1H, H-5", Py);
7.29 (m, 1H, H-3’, Py); 7.61 (td, 1H, J» 5= J4 3=7.8 Hz, J4 - = 1.8 Hz, H-4’, Py); 8.57 (d, 1H,
Jo55=4.8 Hz, H-6’, Py).

3C NMR (CDCl, §, ppm): 18.79 (C-18); 18.83 (C-19); 21.01; 23.03; 24.98; 29.87; 31.62;
31.66; 33.77; 35.32; 35.82; 45.90; 48.67; 54.17; 118.02 (C-20); 120.17 (C-5°, Py); 122.77 (C-3’,
Py); 124.72 (C-6); 125.16 (C-4); 128.89 (C-3); 135.80 (C-4’, Py); 141.57 (C-5); 149.16 (C-6’,
Py); 157.65 (C-17); 160.44 (C-2’, Py).

HRMS TOF (m/z): radunato za CosH3N [M+H]" 346.25293; nadeno 346.25184.

157



Eksperimentalni deo

4.30. 17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-3f-ol (40)

HO

17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-3-on (6, 0.051 g, 0.140 mmol) se rastvori u apsolutnom etanolu
(3 ml) na sobnoj temperaturi, doda se natrijum-borhidrid (0.040 g, 1.0 mmol) i reakciona smeSa
se meSa u toku 2 ¢asa. Nakon toga, reakciona smesa se izlije u vodu (20 ml), pri ¢emu se izdvaja
sirov proizvod koji se odvoji 1 rekristaliSe iz sistema rastvaraca metilen-hlorid/metanol. Dobija se
¢isto jedinjenje 40 (0.050 g, 97%), t.t. 147-149 °C, u obliku belih kristala.

IR (KBr, v, cm™): 3422, 2934, 2851, 1653, 1588, 1562, 1468, 1433, 1374, 1155, 1110, 1034,
998, 864, 776, 744.

"H NMR (CDCl3, §, ppm): 0.91 (s, 3H, H-18); 1.09 (s, 3H, H-19); 2.76 (m, 2H, H-16); 4.17 (m,
1H, H-3); 5.29 (s, 1H, H-4); 6.21 (s, 1H, H-20); 7.02 (m, 1H, H-5’, Py); 7.27 (m, 1H, H-3’, Py);
7.60 (td, 1H, Jy 3 = Jp 5 =7.7 Hz, Jy s = 1.7 Hz, H-4', Py); 8.55 (d, 1H, Js 5 = 4.1 Hz, H-6’,
Py).

BC NMR (CDClLs, §, ppm): 18.77 (C-18); 18.90 (C-19); 21.03; 24.91; 29.44; 29.72; 32.10;
32.91; 35.42; 35.75; 35.80; 37.42 (C-10); 45.82 (C-13); 53.30 (C-9); 54.69 (C-14); 67.81 (C-3);
117.93 (C-20); 120.18 (C-5°, Py); 122.73 (C-4); 123.64 (C-3’, Py); 135.81 (C-4°, Py); 147.23 (C-
5); 149.09 (C-6’, Py); 157.53 (C-17); 160.33 (C-2’, Py).

HRMS TOF (m/z): ratunato za CsH3,NO [M+H]" 364.26349; nadeno 364.26260.

4.31. 17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-3f-il acetat (41)

AcO

17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-33-ol (40, 0.030 g, 0.081 mmol) se rastvori u apsolutnom
piridinu (1 ml), doda acetanhidrid (1 ml) i reakciona smeSa se meSa na sobnoj temperaturi u toku

24 ¢asa. Nakon toga, reakciona smesa se izlije u hladnu vodu (20 ml), pri Cemu se izdvaja talog
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koji se odvoji i rekristaliSe iz sistema rastvaraca metilen-hlorid/heksan. Dobija se Cist 17(F)-
pikoliniliden-androst-4-en-3f3-il acetat (41, 0.014 g, 46%), t.t. 126-128 °C, u obliku belih
kristala.

IR (KBr, v, cm™): 2939, 2851, 1731, 1655, 1584, 1471, 1428, 1371, 1242, 1149, 1025, 861, 776,
740.

'"H NMR (CDCl;, §, ppm): 0.91 (s, 3H, H-18); 1.11 (s, 3H, H-19); 2.06 (s, 3H, CH; iz OAc
grupe); 2.77 (m, 2H, H-16); 5.24 (m, 2H, H-3 i H-4); 6.22 (s, 1H, H-20); 7.04 (m, 1H, H-5", Py);
7.28 (m, 1H, H-3’, Py); 7.61 (td, 1H, J4-3 = Jy 5= 7.7 Hz, J46- = 1.7 Hz, H-4', Py); 8.56 (d, 1H,
Jss»=4.1 Hz, H-6’, Py).

3C NMR (CDCl;, 8, ppm): 18.79 (C-18); 18.82 (C-19); 21.00; 21.45 (CH; iz OAc); 24.93;
25.07; 29.76; 32.15; 32.76; 34.99; 35.72; 35.76; 37.42 (C-10); 45.84 (C-13); 53.25 (C-9); 54.44
(C-14); 70.86 (C-3); 117.91 (C-20); 119.20 (C-4); 120.21 (C-5°, Py); 122.75 (C-3’, Py); 135.87
(C-4’, Py); 149.05 (C-6°, Py); 149.28 (C-5); 157.50 (C-17); 160.34 (C-2’, Py); 170.99 (C=0 iz
OAc).

HRMS TOF (m/z): racunato za Co7H3sNO> [M+H]" 406.27406; nadeno 406.27288.

4.32. 17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-3-hidrazon (42)
4

| HaNN

17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-3-on (6, 0.153 g, 0.423 mmol) se zagreva u prisustvu 98%-nog
hidrazin-hidrata (0.08 ml, 1.65 mmol) i etilen-glikola (2.1 ml, uz kataliticku koli¢inu anh.
Na,SOy4 (10"3 mmol)) u mikrotalasnoj peénici, na 195 °C (170 W) u toku 2 minuta. Nakon toga,
reakciona smesa se izlije u hladnu vodu (30 ml) i ekstrahuje etil-acetatom (5 x 10 ml). Ekstrakt
se osusi, suSilo odstrani, a rastvara¢ upari. Sirov proizvod (0.247 g) se precisti hromatografijom
na koloni silika gela (10 g, heksan/etil-acetat 2:1 i 1:1), pri ¢emu se dobija 17(E)-pikoliniliden-
androst-4-en-3-hidrazon (42, 0.055 g, 35%), t.t. 257-259 °C, u vidu Zutih kristala, nakon

rekristalizacije iz sistema metilen-hlorid/heksan.
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IR (KBr, v, cm™): 2940, 2852, 1653, 1625, 1585, 1560, 1470, 1428, 1373, 1259, 1237, 1215,
1150, 1103, 885, 754.

'"H NMR (CDCl;, §, ppm): 0.93 (2s, 6H, H-18 i H-19); 5.99 (s, 1H, H-4); 6.22 (s, 1H, H-20);
6.45 (s, 2H, NHy); 7.04 (m, 1H, H-5’, Py); 7.28 (m, 1H, H-3’, Py); 7.61 (td, 1H, J; 3= Jy5= 1.7
Hz, J, = 1.8 Hz, H-4’, Py); 8.56 (d, 1H, Js 5= 4.8 Hz, H-6’, Py).

3C NMR (CDCl3, 8, ppm): 17.93 (C-18); 18.79 (C-19); 21.36; 21.89; 24.95; 27.96; 29.78;
32.27; 35.40; 35.56; 38.27; 38.99; 45.76; 53.25; 54.01; 113.93 (C-4); 118.01 (C-20); 120.17 (C-
5', Py); 122.76 (C-3', Py); 135.77 (C-4', Py); 149.14 (C-6', Py); 157.55 (C-17); 158.73 (C-3);
160.16 (C-2', Py); 161.57 (C-5).

4.33. Wolff-Kishner-ova redukcija 17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-
3-ona (6)

17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-3-on (6, 0.204 g, 0.565 mmol) se zagreva u prisustvu 98%-nog
hidrazin-hidrata (0.11 ml, 2.27 mmol) i etilen-glikola (2.80 ml, uz kataliticku koli¢inu anh.
Na,SO;4 (10~ mmol)) u mikrotalasnoj peénici na 195 °C (170 W) u toku 2 minuta. Nakon toga, u
reakcionu smeSu se doda isitnjen KOH (0.48 g, 8.57 mmol) i vrsi zagrevanje u mikrotalasnoj
pecnici, na 195 °C (170 W) u toku 40 minuta. Zatim se reakciona smesa izlije u hladnu vodu (40
ml) i ekstrahuje etil-acetatom (5 x 10 ml). Ekstrakt se osusi, suSilo odstrani a rastvara¢ upari.
Sirov proizvod (0.371 g) se precisti hromatografijom na koloni silika gela (8 g, heksan/etil-acetat
5:1), pri ¢emu se dobija smeSa 17(E)-pikoliniliden-5Sa-androst-3-ena (44) 1 17(E)-pikoliniliden-
5B-androst-3-ena (45) (0.147 g, 75%) u obliku ulja.

Spektroskopski podaci za smesu jedinjenja 44 i 45:

IR (film, v, cm™): 2935, 2852, 1673, 1585, 1565, 1469, 1434, 1374, 1233, 1149, 1094, 1052,
992, 865, 754.

"H NMR (CDCls, §, ppm): 0.89 (s, 3H, H-18); 0.99 (s, 3H, H-19); 5.31 (m, 2H, H-3 iz 5a i 5B
izomera); 5.56 (dd, 1H, J;=9.8 Hz, J,= 3.3 Hz, H-4 iz 50 izomera); 5.66 (dd, 1H, J;=9.9 Hz, J,
= 3.3 Hz, H-4 iz 5P izomera); 6.25 (d, 1H, J = 1.8 Hz, H-20); 7.06 (m, 1H, H-5’, Py); 7.30 (m,
1H, H-3’, Py); 7.63 (t, 1H, J4 3= J45="7.7 Hz, H-4’, Py); 8.56 (d, 1H, J5.s#= 4.5 Hz, H-6’, Py).
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3C NMR (CDCls, &, ppm): 18.79 (C-18); 21.05; 21.48; 22.36; 22.92 (C-19); 23.46; 24.90;
27.42; 29.89; 31.95; 34.04; 35.44; 35.91; 43.49; 46.16; 53.42; 117.28 (C-20 iz 50 izomera);
117.41 (C-20 iz 5B izomera); 120.18 (C-5', Py); 122.81 (C-3', Py); 125.48 (C-3 iz Sa izomera);
127.10 (C-3 iz 5P izomera); 131.25 (C-4 iz 50 izomera); 132.13 (C-4 iz 5f izomera); 136.23 (C-
4', Py); 148.59 (C-6', Py); 157.32 (C-17); 161.67 (C-2', Py).

4.34. 17(E)-Pikoliniliden-5a-androst-3-en (44) i 17(F)-pikoliniliden-
5B-androst-3-en (45)

17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-3-on (6, 0.208 g, 0.575 mmol) se rastvori u glacijalnoj siréetnoj
kiselini (12 ml), doda cink u prahu (0.966 g, 14.7 mmol) i reakciona smeSa zagreva na
temperaturi kljuanja u toku 2 ¢asa. Nakon hladenja, reakciona smesa se profiltrira (da se ukloni
viSak cinka i cink-acetat), a u mati¢ni lug se doda voda (30 ml) i zasi¢eni NaHCO3 do pH 6-7 i
vrsi ekstrakcija metilen-hloridom (5 x 10 ml). Nakon suSenja ekstrakta, uklanjanja suSila i
rastvaraca, sirov proizvod se precisti hromatografijom na koloni (15 g silika gela, toluen/etil-
acetat 12:1), pri ¢emu se dobija smesa jedinjenja 44 1 45 (0.094 g, 47%, odnos jedinjenja 44:45 =
1:4.3), u obliku bezbojnog ulja.

Spektroskopski podaci za smeSu jedinjenja 44 i1 45:

IR (film, v, cm™): 2930, 2851, 1653, 1585, 1559, 1471, 1451, 1428, 1373, 1264, 1148, 886, 857,
773.

'H NMR (CDCl3, 9, ppm): 0.88 1 0.89 (2s, 6H, H-18 iz 5a i 5B izomera); 0.99 i 1.00 (2s, 6H, H-
19 iz Sa i 5B); 2.73 (m, 4H, H-16a i H-16b iz 5a i 5B izomera); 5.31 (m, 2H, H-3 iz 5a i 5B
izomera); 5.56 (dd, 1H, J;=9.7 Hz, J,= 3.1 Hz, H-4 iz 50 izomera); 5.65 (dd, 1H, J;=9.7 Hz, J,
= 3.0 Hz, H-4 iz 5 izomera); 6.21 (s, 1H, H-20); 7.01 (m, 1H, H-5, Py); 7.26 (d, 1H, J3 4= 7.8
Hz, H-3, Py); 7.58 (t, 1H, J4.3= J4.5:= 7.8 Hz, H-4, Py); 8.55 (d, 1H, Jg,5 = 4.7 Hz, H-6, Py).
3C NMR (CDCl;, §, ppm): 18.85 (C-18); 21.08; 21.51; 22.38; 22.95 (C-19); 23.49; 25.03;
27.45; 29.87; 31.98; 33.67; 34.06; 35.82; 36.22; 37.83; 41.21; 43.51 (C-5B); 45.91; 46.05 (C-5a);
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53.67; 54.70; 117.79 (C-20 iz 5a izomera); 117.87 (C-20 iz 5B izomera); 120.07 (C-5', Py);
122.68 (C-3', Py); 125.48 (C-3 iz 5a izomera); 127.10 (C-3 iz 5B izomera); 131.29 (C-4 iz 5a
izomera); 132.16 (C-4 iz 5B izomera); 135.76 (C-4', Py); 149.13 (C-6', Py); 157.71 (C-17);
160.87 (C-2’, Py).

4.35. 17(FE)-Pikoliniliden-androst-4-en-3,6-dion (46)

e O
INU
J N

(@)

\_ 0 Y,

17(E)-Pikoliniliden-androst-5-en-3f3-ol (§, 0.301 g; 0.830 mmol) se rastvori u acetonu (35 ml) na
0 °C, doda u kapima Jones-ov reagens'> (2 ml, ~1 kap/10 s) i reakciona sme$a mesa u toku 1.5
Casa. Nakon isteka reakcionog vremena, u reakcionu smeSu se doda metanol (15 ml) (da se unisti
viSak reagensa), a zatim se rastvara¢ upari, doda se voda (20 ml) i zasi¢en rastvor NaHCO3 (do
pH 8) i vrsi ekstrakcija metilen-hloridom (5 x 10 ml). Nakon suSenja ekstrakta, uklanjanja susila
i rastvaraca, dobija se sirov proizvod koji se precisti hromatografijom na koloni (15 g silika gela,
toluen/etil-acetat 7:1). Dobija se Cist 17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3,6-dion (46, 0.080 g,
26%), t.t. 231-233 °C, nakon rekristalizacije iz sistema metilen-hlorid/metanol, u obliku belih
kristala.

IR (KBr, v, cm™): 2946, 1686, 1584, 1564, 1469, 1428, 1259, 1220, 1095, 874, 777, 735.

"H NMR (CDCls, 8, ppm): 0.96 (s, 3H, H-18); 1.22 (s, 3H, H-19); 2.76-2.93 (m, 2H, H-16); 6.21
(s, 1H, H-20); 6.26 (s, 1H, H-4); 7.07 (m, 1H, H-5°, Py); 7.29 (m, 1H, H-3’, Py); 7.63 (td, 1H,
Jr3=Jps=78Hz, Jpe =1.8 Hz, H-4’, Py); 8.58 (d, 1H, Js 5» = 4.2 Hz, H-6’, Py).

3C NMR (CDCls, 8, ppm): 17.58 (C-18); 18.71 (C-19); 20.92; 24.74; 29.59; 33.95; 34.02;
35.22; 35.52; 39.79; 45.77; 46.56; 51.14; 53.78; 118.58 (C-20); 120.48 (C-5’, Py); 122.88 (C-3°,
Py); 125.67 (C-4); 135.94 (C-4’, Py); 149.23 (C-6’, Py); 157.17 (C-17); 158.59 (C-2’, Py);
160.69 (C-5); 199.39 (C-3); 201.94 (C-6).

HRMS TOF (m/z): ratunato za CsH3NO, [M+H]" 376.22711; nadeno 376.22523.
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4.36. 17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-3,6-dion (46) i 4-hidroksi-
17(E)-pikoliniliden-androsta-4,6-dien-3-on (47)

4 _ )
H
/ \N / / \N /
o) o;
N 0 OH J

17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-3-on (6, 0.200 g, 0.550 mmol) se rastvori u terc-butanolu (6
ml), a zatim se u kapima doda neposredno pripremljen 1M rastvor kalijum terc-butoksida (5 ml,
3.83 mmol) u ferc-butanolu. Reakciona smeSa se meSa na sobnoj temperaturi 45 casova
(zaSti¢ena od svetla). Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona smesa se izlije u vodu (10 ml)
1 ekstrahuje etil-acetatom (5 x 10 ml), a zatim metilen-hloridom (5 x 10 ml). Ekstrakti se spoje i
osuSe, i nakon uklanjanja suSila i rastvaraCa, sirov proizvod se precisti hromatografijom na
koloni silika gela (15 g, heksan/etil-acetat 5:1 i 2:1). Dobija se c¢ist 4-hidroksi-17(E)-
pikoliniliden-androsta-4,6-dien-3-on (47, 0.044 g, 22%), t.t. 182-184 °C, nakon rekristalizacije iz
metanola, kao i Cist 17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3,6-dion (46, 0.038 g, 19%), t.t. 231-233
°C, nakon rekristalizacije iz metanola, u obliku belih kristala.

Jedinjenje 47:

IR (KBr, v, cm™): 3033, 2943, 1656, 1610, 1589, 1566, 1467, 1369, 1219, 1174, 1095, 870, 773,
740.

"H NMR (CDCls, 8, ppm): 0.99 (s, 3H, H-18); 1.15 (s, 3H, H-19); 2.79-2.98 (m, 2H, H-16); 6.13
(dd, 1H, Js7=9.9 Hz, Jss= 1.9 Hz, H-7); 6.24 (s, 1H, H-20); 6.68 (dd, 1H, J76=9.9 Hz, J;5=
2.7 Hz, H-6); 7.05 (m, 1H, H-5", Py); 7.29 (m, 1H, H-3’, Py); 7.62 (td, 1H, J4 3 = J4 5> = 7.8 Hz,
Jss=1.8 Hz, H-4’, Py); 8.58 (d, 1H, Js-5» = 3.9 Hz, H-6’, Py).

3C NMR (CDCls, §, ppm): 16.44 (C-18); 18.75 (C-19); 20.57; 24.51; 29.73; 31.87; 33.18;
33.73; 35.62; 37.12; 46.59; 51.01; 51.36; 118.14 (C-20); 120.34 (C-5’, Py); 121.47 (C-6); 122.84
(C-3°, Py); 134.48 (C-5); 135.87 (C-4’, Py); 137.47 (C-7); 140.21 (C-4); 149.18 (C-6’, Py);
157.34 (C-17); 159.22 (C-2’, Py); 193.65 (C-3).

HRMS TOF (m/z): racunato za CsH3NO, [M+H]" 376.22711; nadeno 376.22619.
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4.37. 40.,50-Epoksi-17(E)-pikoliniliden-androstan-3-on (48) i

4B,5B-epoksi-17(E)-pikoliniliden-androstan-3-on (49)
4

Rastvor 30%-nog vodonik-peroksida (2.5 ml, 22.1 mmol) u 4 M NaOH (1.5 ml) se doda u rastvor
17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3-ona (6, 0.588 g, 1.63 mmol) u metanolu (18.5 ml) i reakciona
smeSa se meSa na 0 °C u toku 1 Casa, a zatim na 10 °C joS 24 cCasa, zaStiCena od svetla. Nakon
toga, reakciona smesa se izlije u vodu (60 ml), pri ¢emu se izdvaja sirov proizvod u obliku
belog taloga koji se odvoji. Mati¢ni lug se ekstrahuje etil-acetatom (6 x 50 ml) i ekstrakt osusi.
Nakon uklanjanja suSila i rastvaraca, sirov proizvod se spoji sa prethodno izdvojenim talogom i
precisti hromatografijom na koloni silika gela (20 g, benzen/etil-acetat 9:1), pri cemu se dobija
smeSa jedinjenja 48 1 49 (0.218 g, 36%, odnos epoksida 48:49 = 1:10.9). Rekristalizacijom
smeSe epoksida 48 i 49 iz sistema rastvara¢a metilen-hlorid/heksan dobija se Cisto jedinjenje 49
(0.120 g, 55%), t.t. 179-181 °C, u obliku belih kristala.

Spektroskopski podaci za smeSu jedinjenja 48 1 49:

IR (KBr, v, cm™): 2935, 2852, 1712, 1654, 1586, 1561, 1469, 1450, 1428, 1375, 1117.

"H NMR (CDCls, 8, ppm): 0.94 (s, 3H, H-18); 1.19 (s, 3H, H-19); 2.73 (m, 1H, H-16a); 2.87 (m,
1H, H-16b); 2.99 (s, 1H, H-4); 3.04 (s, 1H, H-4B); 6.22 (s, 1H, H-20); 7.04 (dd, 1H, J5.s = 4.8
Hz, J45»=7.6 Hz, H-5°, Py); 7.27 (dd, 1H, J3 = 9.2 Hz, H-3’, Py); 7.61 (td, 1H, J, s = 1.8 Hz,
H-4’, Py); 8.56 (d, 1H, Js,5»= 5.0 Hz, H-6’, Py).

3C NMR (CDCl, §, ppm): 18.86 (C-18); 18.97 (C-19); 21.58; 24.94; 26.15; 29.67; 29.79;
30.21; 32.53; 34.93; 35.44; 37.29; 45.93; 46.74; 53.05; 62.64 (C-4); 70.16 (C-5); 118.10 (C-20);
120.32 (C-5', Py); 122.80 (C-3', Py); 135.93 (C-4', Py); 149.05 (C-6', Py); 157.32(C-17); 159.59
(C-2', Py); 206.64 (C-3).

Cisto jedinjenje 49:

IR (KBr, v, cm™): 3070, 2967, 1700, 1651, 1584, 1558, 1468, 1428, 1258, 1101, 860, 781.
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"H NMR (CDCl3, §, ppm): 0.92 (s, 3H, H-18); 1.20 (s, 3H, H-19); 3.00 (s, 1H, H-40); 6.22 (t,
1H, J20,160 = J20,16 »= 2.4 Hz, H-20); 7.04 (dd, 1H, Js s = 4.8 Hz, J45»= 7.6 Hz, H-5’, Py); 7.26
(dd, 1H, J3 4= 9.2 Hz, H-3’, Py); 7.61 (td, 1H, J,.s = 1.8 Hz, H-4’, Py); 8.57 (d, 1H, Js5-= 4.8
Hz, H-6’, Py).

3C NMR (CDCl, §, ppm): 18.87 (C-18); 18.99 (C-19); 21.57; 24.95; 26.08; 29.67; 29.76;
30.22; 32.53; 34.89; 35.42; 37.28; 45.93; 46.68; 53.02; 62.63 (C-4); 70.19 (C-5); 118.19 (C-20);
120.29 (C-5', Py); 122.80 (C-3', Py); 135.86 (C-4', Py); 149.17 (C-6', Py); 157.38 (C-17); 159.52
(C-2', Py); 206.75 (C-3).

Elementarna mikroanaliza (%): racunato za C,sH3;NO, - 0.5H,0: C, 77.68; H, 8.34; N, 3.62;
nadeno: C, 77.20; H, 8.54; N, 3.45.

4.38. 17(E)-Pikoliniliden-androst-3-en-5&-ol (50)

Smesa 4a,5a-epoksi i 4B,5B-epoksi-17(E)-pikoliniliden-androstan-3-ona (48 i 48, 0.103 g, 0.272
mmol) se rastvori u 98%-nom hidrazin-hidratu (0.20 ml, 4.12 mmol) i reakciona smeSa se
zagreva na 120 °C u toku 30 minuta. Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona smesa se
rastvori u metilen-hloridu (10 ml), doda voda (50 ml) i vrSi ekstrakcija metilen-hloridom (3 x 10
ml). Ekstrakt se osusi, suSilo 1 rastvara¢ se uklone, a sirov proizvod (0.082 g) precisti na koloni
silika gela (1 g, petrol-etar/etil-acetat 6:1), pri ¢emu se dobija Cist 17(E)-pikoliniliden-androst-3-
en-5&-ol (50, 0.053 g, 53%), u obliku bezbojnog ulja.

IR (film, v, cm™): 3412, 2933, 1653, 1587, 1566, 1468, 1435, 1374, 1010, 913, 755, 665.

"H NMR (CDCls, §, ppm): 0.88 (s, 3H, H-18); 1.01 (s, 3H, H-19); 2.65-2.88 (m, 2H, H-16a i H-
16b); 5.30 (s, 1H, 5-OH); 5.51 (d, 1H, J34=9.9 Hz, H-4); 5.81 (m, 1H, H-3); 6.30 (s, 1H, H-20);
7.09 (m, 1H, H-5, Py); 7.33 (d, 1H, J;3.4 = 7.8 Hz, H-3, Py); 7.67 (td, 1H, J4 3 = J4.5 = 7.8 Hz,
Jos=1.5 Hz, H-4, Py); 8.55 (d, 1H, Jg,5 = 4.3 Hz, H-6, Py).
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BC NMR (CDClLs, §, ppm): 16.41 (C-18); 18.70 (C-19); 22.35; 22.58; 24.90; 27.77; 28.75;
29.89; 34.68; 34.97; 35.49; 39.12; 43.60; 46.12; 53.37; 71.87 (C-5); 116.97 (C-20); 120.35 (C-5',
Py); 122.88 (C-3', Py); 130.83 (C-3); 133.43 (C-4); 136.75 (C-4', Py); 148.01 (C-6', Py); 156.84
(C-17); 161.92 (C-2’, Py).

HRMS TOF (m/z): ra¢unato za CosH3yNO [M+H]" 364.26349; nadeno 364.26402.

4.39. 3(E)-Hidroksimino-17(FE)-pikoliniliden-androst-4-en (52) i

3(Z)-hidroksimino-17(E)-pikoliniliden-androst-4-en (53)
4

(o J

17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-3-on (6, 0.262 g, 0.719 mmol) se rastvori u 95%-nom etanolu
(30 ml), a zatim se doda natrijum-acetat (0.224 g, 2.73 mmol) 1 hidroksilamin-hidrohlorid (0.229
g, 3.33 mmol). Reakciona smesa se meSa uz refluks u toku 1.5 €asa, a zatim se izlije u vodu (30
ml) i doda 5%-tni NaHCO3 do pH 8. Izdvaja se beli talog koji se odvoji, osusi na vazduhu i
rekristaliSe iz metanola. Dobija se smeSa izomernih E i1 Z oksima 52 i 53 (0.245 g, 90%, odnos
jedinjenja 52:53 = 2.6:1), koji se ne mogu razdvojiti hromatografski.

Spektroskopski podaci za smesu jedinjenja 52 i1 53:

IR (KBr, v, cm™): 3177, 2938, 2853, 1652, 1590, 1566, 1469, 1435, 1373, 1215, 1153, 1106,
970, 873, 753, 666.

'"H NMR (DMSO-d6, 8, ppm): 0.85 (s, 3H, H-18); 1.03 (s, 3H, H-19); 5.70 (s, 1H, H-4 iz E-
oksima); 6.12 (s, 1H, H-20); 6.33 (s, 1H, H-4 iz Z-oksima); 7.09 (t, 1H, Jy.5= J5:-= 4.9 Hz, H-5,
Py); 7.28 (d, 1H, J5.4= 7.8 Hz, H-3, Py); 7.68 (t, 1H, Jy4.3.= J4 5= 7.8 Hz, H-4, Py); 8.49 (d, 1H,
Jos=4.4Hz, H—6', Py); 10.24 (s, 1H, =NOH iz Z-oksima); 10.49 (s, 1H, =NOH iz E-oksima).
3C NMR (DMSO-d6, &, ppm): 17.56 (C-18); 18.55; 18.72 (C-19); 21.06; 24.56; 29.90; 31.72;
32.22; 34.43; 35.13; 35.48; 37.56; 40.16 (C-10); 45.34 (C-13); 52.94 (C-9); 53.54 (C-14); 53.82;
110.83 (C-4 iz Z-oksima); 117.24 (C-20); 117.98 (C-4 iz E-oksima); 120.43 (C-5, Py iz Z-
oksima); 123.03 (C-3, Py); 136.18 (C-4, Py); 149.00 (C-6, Py); 151.08 (C-3 iz Z-oksima);
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152.59 (C-3 iz E-oksima); 154.22 (C-5 iz E-oksima); 156.42 (C-5 iz Z-oksima); 156.94 (C-17);
159.91 (C-2, Py).

4.40. 17(E)-Pikoliniliden-3-aza-A-homoandrost-4a-en-4-on (34)
4

SmeSa 3(E)-hidroksimino-17(E)-pikoliniliden-androst-4-ena (52) i 3(Z)-hidroksimino-17(E)-
pikoliniliden-androst-4-ena (53) (0.153g, 0.41 mmol) se rastvori u dioksanu (8 ml) i u rastvor se
doda tionil-hlorid (0.83 ml, 11.4 mmola). Reakciona smeSa se meSa na sobnoj temperaturi u toku
2 cCasa, nakon Cega se izlije u vodu (30 ml), doda zasi¢eni rastvor NaHCO3; do pH=8 i vrsi
ekstrakcija metilen-hloridom (4 x 20 ml). Ekstrakt se osusi i nakon uklanjanja suSila 1 rastvaraca
dobija se sirov proizvod (0.194 g), koji se precisti hromatografijom na koloni silika gela (1 g,
hloroform/aceton 3:1). Nakon rekristalizacije iz sistema rastvaraca hloroform/heksan dobija se
Cist 17(E)-pikoliniliden-3-aza-A-homoandrost-4a-en-4-on (34, 0.048 g, 32%), t.t. 297-299 °C, u
obliku svetlo Zutih kristala.

IR (KBr, v, cm™): 3271, 2924, 2853, 1658, 1637, 1600, 1468, 1376, 1341, 1149, 864, 747.

'"H NMR (CDCl3, 8, ppm): 0.92 (s, 3H, H-18); 1.18 (s, 3H, H-19); 3.18 (m, 2H, H-2); 5.74 (s,
1H, H-4); 6.19 (s, 1H, H-20); 6.67 (bs, 1H, N-H); 7.03 (m, 1H, H-5', Py); 7.27 (m, 1H, H-3', Py);
7.58 (td, 1H, J43=J45="7.6 Hz, J4s = 1.9 Hz, H-4', Py); 8.55 (d, 1H, J=4.6 Hz, H-6', Py).

3C NMR (CDCls, 8, ppm): 18.84 (C-18); 21.31 (C-19); 21.84; 24.88; 29.77; 33.51; 35.39;
35.75; 36.31; 36.66; 42.03 (C-2); 44.52; 45.79; 53.05; 53.50; 118.11 (C-20); 118.97 (C-4);
120.22 (C-5', Py); 122.73 (C-3', Py); 135.78 (C-4', Py); 149.14 (C-6', Py); 157.44 (C-17); 159.71
(C-2', Py); 160.78 (C-5); 170.12 (C-3).

HRMS TOF (m/z): radunato za CsH33N,O [M+H]" 377.25874; nadeno 377.25835.
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4.41. 2(Z)-Hidroksimetilen-17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3-on
(34)

17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-3-on (6, 0.248 g, 0.690 mmol) se rastvori u apsolutnom
benzenu (2 ml), a zatim se doda etil-formijat (0.36 ml) i natrijum-hidrid (0.142 g, 5.90 mmol).
Reakciona smeSa se mesa u toku 2.5 €asa na sobnoj temperaturi, u atmosferi argona. Nakon
isteka reakcionog vremena, u reakcionu smeSu se doda apsolutni benzen (20 ml) 1 organski sloj
se ispere najpre zasi¢enim rastvorom NaH,POy (2 x 10 ml), zatim zasi¢enim rastvorom NaHCOs
(2 x 10 ml) i na kraju vodom. Organski sloj se osusSi, suSilo i rastvara¢ se uklone, a sirov
proizvod (0.293 g) se precisti na koloni silika gela (10 g, petrol-etar/etil-acetat 4:1). Dobija se
Cist 2(Z)-hidroksimetilen-17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3-on (54, 0.096 g, 36%), u obliku
Zutog ulja.

IR (film, v, cm™): 3423, 2940, 2883, 2853, 1643, 1585, 1566, 1470, 1428, 1372, 1235, 1201,
1151, 885, 754.

'"H NMR (CDCl3, 8, ppm): 0.94 (s, 3H, H-18); 1.07 (s, 3H, H-19); 5.79 (s, 1H, H-4); 6.26 (m,
1H, =CH(OH)); 6.31 (s, 1H, H-20); 7.09 (m, 1H, H-5’, Py); 7.35 (m, 1H, H-3’, Py); 7.66 (m, 1H,
H-4’, Py); 8.56 (d, 1H, Js,5» = 4.7 Hz, H-6’, Py); 13.74 (bs, 1H, =CH(OH)).

BC NMR (CDClLs, 8, ppm): 18.03 (C-18); 18.65 (C-19); 21.40; 24.92; 29.79; 31.18; 32.37;
35.51; 35.58; 37.53; 39.94 (C-10); 45.87; 53.01 (C-9); 53.31 (C-14); 106.42 (C-2); 117.32 (C-
20); 120.46 (C-5°, Py); 122.96 (C-41 C-3’, Py); 136.63 (C-4’, Py); 148.18 (C-6’, Py); 156.77 (C-
17); 160.93 (C-2’, Py); 165.29 (=CH(OH)); 169.83 (C-5); 189.01 (C-3).
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4.42. 17a-Pikolil-piridino[2°,3’:3,4]-androst-5-en-17-o0l (55)

17B-Hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (3, 0.205 g, 0.54 mmol) se rastvori u apsolutnom
etanolu (4.5 ml), a zatim se doda propargil-amin (0.15 ml, 2.34 mmol) i Cu(NO),-3H,0 (0.0219
g, 0.092 mmol). Reakciona smesa se meSa uz refluks u toku 16 Casova u atmosferi argona.
Nakon isteka reakcionog vremena, reakciona smesa se cedenjem odvoji od katalizatora a filtrat
se upari, pri ¢emu dobija se sirov proizvod (0.371 g) koji se precisti hromatografijom na koloni
silika gela (5 g, heksan/etil-acetat 1:1). Nakon rekristalizacije iz sistema rastvaraca etil-
acetat/heksan dobija se Cist 17a-pikolil-piridino[2’,3”:3,4]-androst-5-en-17B3-o0l (585, 0.142 g,
63%), t.t. 140-141 °C, u obliku belih iglicastih kristala.

IR (KBr, v, cm™): 3330, 2927, 2857, 1644, 1597, 1570, 1473, 1439, 1423, 1385, 1250, 1216,
1025, 755.

"H NMR (CDCls, 8, ppm): 0.72 (s, 3H, H-18); 0.98 (s, 3H, H-19); 2.83 (d, 1H, Joem = 14.5 Hz,
CH,Py); 2.98 (m, 2H, H-2); 3.09 (d, 1H, Jgn = 14.5 Hz, CHyPy); 6.15 (t, 1H, Js 7= 2.4 Hz, H-6);
6.62 (bs, 1H, 17B-OH); 7.03-7.18 (m, 3H, H-3’, H-5" i H-5"", Py); 7.50-7.79 (m, 2H, H-4’ i H-
4>, Py); 8.36 (m, 1H, H-6"", Py); 8.46 (d, 1H, Js 5> = 4.8 Hz, H-6’, Py).

BC NMR (CDClLs, 8, ppm): 12.24 (C-18); 14.28 (C-19); 21.05; 23.78; 29.38; 31.42; 32.21;
34.68; 35.65; 36.09; 43.21; 46.58; 46.76; 50.62; 53.54; 83.43 (C-17); 120.82 (C-5’, Py); 121.30
(C-5, Py); 121.90 (C-3’, Py); 124.70 (C-6); 132.88 (C-4’’, Py); 136.71 (C-4’, Py); 139.67 (C-
5); 146.28 (C-6’, Py); 147.99 (C-6’’, Py); 154.80 (C-4); 156.75 (C-2’, Py); 160.84 (C-3).

HRMS TOF (m/z): ratunato za CgH3sN,O [M+H]" 415.27439; nadeno 415.27316.
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4.43. 17(E)-Pikoliniliden-piridino[2’,3’:3,4]-androst-5-en (56)

17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-3-on (6, 0.201 g, 0.56 mmol) se rastvori u apsolutnom etanolu
(3.5 ml), a zatim se doda propargil-amin (0.15 ml, 2.34 mmol) i Cu(NO),-3H,0 (0.0205 g, 0.085
mmol). Reakciona smesa se mesa uz refluks u toku 16 ¢asova u atmosferi argona. Nakon isteka
reakcionog vremena, reakciona smesa se cedenjem odvoji od katalizatora a filtrat se upari, pri
¢emu dobija se sirov proizvod (0.387 g) koji se prec€isti hromatografijom na koloni silika gela (5
g, heksan/etil-acetat 4:1). Nakon rekristalizacije iz sistema rastvaraca etil-acetat/heksan dobija se
Cist 17(E)-pikoliniliden-piridino[2’,3:3,4]-androst-5-en (56, 0.111 g, 50%), t.t. 169-170 °C, u
obliku belih kristala.

IR (KBr, v, cm™): 2934, 1652, 1584, 1471, 1439, 1427, 1372, 1215, 1149, 754.

"H NMR (CDCls, 8, ppm): 0.74 (s, 3H, H-18); 0.92 (s, 3H, H-19); 3.00 (m, 2H, H-2); 6.17 (m,
1H, H-6); 6.25 (m, 1H, H-20); 7.01-7.09 (m, 2H, H-5" i H-5"", Py); 7.30 (m, 1H, H-4’, Py); 7.51-
7.80 (m, 2H, H-3" 1 H-4"’, Py); 8.37 (m, 1H, H-6"’, Py); 8.57 (d, 1H, Js 5> = 4.2 Hz, H-6’, Py).
3C NMR (CDCl, 8, ppm): 12.27 (C-18); 18.96 (C-19); 21.42; 23.78; 25.04; 29.38; 29.89;
31.46; 34.62; 34.80; 36.00; 45.96; 46.66; 53.57; 117.89 (C-20); 120.15 (C-5’, Py); 120.85 (C-5",
Py); 121.00 (C-3’, Py); 122.79 (C-6); 132.92 (C-4’’, Py); 134.44 (C-5); 135.79 (C-4’, Py);
139.69 (C-4); 146.32 (C-6’, Py); 149.16 (C-6"", Py); 156.77 (C-17); 157.65 (C-2’, Py); 160.43
(C-3).

HRMS TOF (m/z): racunato za CysH33N, [M+H]* 397.26383; nadeno 397.26258.
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5. ZAKLJUCAK

U ovoj doktorskoj disertaciji su prikazane i opisane sinteze novih 17-pikolil 1 17-
pikolinilidenskih derivata androstana, kao potencijalno bioloski aktivnih jedinjenja. Takode je
ispitana i antiproliferativna aktivnost novosintetizovanih jedinjenja, kao antitumornih agenasa,

prema Sest humanih tumorskih ¢elijskih linija, 1 jednoj zdravoj ¢elijskoj liniji.

Kao polazno jedinjenje u ovim sintezama je odabran dehidroepiandrosteron (DA, 1), koji
je u prvoj fazi podvrgnut adiciji a-pikolil-litijuma, pri ¢emu je dobijen 3,17B-dihidroksi-17a-
pikolil-androst-5-en (2) u prinosu od 87%. Nakon toga, Oppenauer-ovom oksidacijom jedinjenja
2 cikloheksanonom u prisustvu aluminijum-terc-butoksida, dobijen je 17B-hidroksi-17a-pikolil-
androst-4-en-3-on (3). U narednoj fazi, jedinjenje 2 je podvrgnuto reakciji dehidratacije
anhidridom siréetne kiseline, pri ¢emu je dobijen 3B-acetoksi-17-pikoliniliden-androst-5-en (4),
koji je zatim hidrolizom u baznoj sredini preveden u 3B-hidroksi-17-pikoliniliden-androst-5-en
(5). U cilju uvodenja 4-en-3-onskog sistema izvedena je Oppenauer-ova oksidacija jedinjenja S,
sa cikloheksanonom u prisustvu aluminijum-izo-propoksida, pri ¢emu je dobijen 17(E)-

pikoliniliden-androst-4-en-3-on (6) u prinosu od 89%.

U prvom delu ovog rada izvrSene su transformacije u A 1 B prstenu 17a-pikolil
androstanskih derivata. U cilju ispitivanja uticaja 3,5-dienskog sistema na bioloSku aktivnost, C-
3 hidroksilna grupa u jedinjenju 2 je najpre tozilovana, pri ¢emu je dobijen 17-hidroksi-17a-
pikolil-androst-5-en-3p-il p-toluensulfonat (7). Eliminacijom tozil grupe bis(2-aminoetil)aminom
dobijen je 17a-pikolil-androsta-3,5-dien-17f-ol (8).

U narednoj fazi sinteze je izvrSena redukcija 3-keto grupe u jedinjenju 3 natrijum-
borhidridom, pri ¢emu je dobijen 17a-pikolil-androst-4-en-3f3,17B-diol (9), a zatim je izvrSeno
acetilovanje 3B-hidroksilne funkcije acet-anhidridom u piridinu, pri ¢emu je dobijen 3p-acetoksi

derivat 10. Jedinjenje 3 je zatim podvrgnuto Wolff-Kishner-ovoj redukciji uz mikrotalasno
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ozracivanje, pri ¢emu je najpre sintetizovan 17f-hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-hidrazon
(11) (195 °C, 170 W, 4 min.), koji je zatim u prisustvu kalijum-hidroksida izlagan dejstvu
mikrotalasa (195 °C, 170 W, 10 min.). Medutim, dobijena je kompleksna smeSa proizvoda iz
koje se nije mogao izolovati oCekivani 17B-hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en (12). Kada je
izvrSena Clemmensen-ova redukcija C-3 keto funkcije u jedinjenju 3, dobijena je smesSa 170-
pikolil-5a- i 17a-pikolil-5B-androst-3-en-17p-ola (13 i 14).

Dalja istraZzivanja obuhvatala su reakcije hidroksilacije 1 oksidacije u A 1/ili B prstenu kod
17a-pikolil androstanske serije jedinjenja. Tako je jedinjenje 2 podvrgnuto oksidaciji selen-
dioksidom u dioksanu uz refluks u toku 25 ¢asova pri ¢emu su dobijeni izomerni 17a-pikolil-
androst-5-en-3f,40,17p-triol (15) i 17a-pikolil-androst-5-en-3f3,4p,17B-triol (16), u prinosu od
22%, odnosno 28%. Reakcija sa selen-dioksidom u dioksanu (uz refluks u toku 20 Casova) je
primenjena i na 3f-acetoksi derivat 17, pri ¢emu je dobijen 4f,17B-dihidroksi-17a-pikolil-
androst-5-en-3B-il acetat (18). Medutim, kada je jedinjenje 3 podvrgnuto reakciji sa selen-
dioksidom u dioksanu, dobijena je kompleksna smesa proizvoda iz koje nije izolovano jedinjenje
23.

S’ druge strane, oksidacijom jedinjenja 2 Jones-ovim reagensom dobijen je 173-hidroksi-
17a-pikolil-androst-4-en-3,6-dion (19, 12%), koji je takode dobijen (13%) kada je jedinjenje 3
reagovalo sa kalijum-zerc-butoksidom u ferc-butanolu. U ovoj reakciji je izolovan i 4,17f-
dihidroksi-17a-pikolil-androst-4,6-dien-3-on (20), u prinosu od 25%.

U cilju dalje transformacije 17a-pikolil androstanskih derivata, jedinjenje 3 je
epoksidovano (vodonik peroksidom u baznoj sredini), pri ¢emu je dobijena smeSa 4a,50- i
48,5B-epoksi-17B-hidroksi-17a-pikolil-androstan-3-ona (21 i 22), koji su zatim podvrgnuti
Wharton-ovoj reakciji, pri ¢emu je dobijen 17a-pikolil-androst-3-en-5&,17B-diol (24, prinos
30%), dok je primenom Eschenmoser-ove reakcije dobijen 17B-hidroksi-17a-pikolil-4,5-
sekoandrost-3-in-5-on (25) u prinosu od 56%, cija je struktura nepobitno dokazana i na osnovu
rentgeno-strukturne analize. Pored toga, smeSa jedinjenja 21 i 22 je reagovala sa metanolom u
baznoj sredini, pri ¢emu je dobijen 17p-hidroksi-4-metoksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-on (26).

Jedan od zadataka ovog rada je bio i da se uvede oksimino funkcija u polazno jedinjenje
3, a sve u cilju ispitivanja antiproliferativne aktivnosti prema odabranim c¢elijskim linijama

kancera. Stoga je jedinjenje 3 reagovalo sa i-amil-nitritom u prisustvu kalijum-terc-butoksida, pri
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¢emu su neocekivano dobijeni novi oksimino derivati, 17B-hidroksi-2(E)-hidroksimino-17a-
pikolil-izoksazolo[3’,4’,5:4,5,6]-androst-5-en-3-on (29) 1 17B-hidroksi-2(2),4(&)-
dihidroksimino-17a-pikolil-androst-5-en-3-on (30), u prinosu od 10%, odnosno 28%. Struktura
izoksazolskog derivata 29 je nepobitno dokazana i na osnovu rentgeno-strukturne analize.
Jedinjenje 30 je zatim Beckmann-ovom fragmentacijom (acet-anhidrid u piridinu) dalo 1783-
hidroksi-17a-pikolil-2,3-seko-A-norandrost-5-en-2,4-dinitril (31), u prinosu od 46%.

Medutim, sinteza derivata 37 sa 2-hidroksimino funkcijom je izvedena posredno iz
jedinjenja 3, preko jedinjenja 36. Naime, najpre je jedinjenje 3 reagovalo sa etil-formijatom i
natrijum-hidridom, tako da je dobijen 17B-hidroksi-2(Z)-hidroksimetilen-17a-pikolil-androst-4-
en-3-on (36, prinos 38%), Cija je struktura potvrdena i rentgeno-strukturnom analizom. U
narednoj fazi sinteze jedinjenje 36 je reagovalo sa natrijum-nitritom u kiseloj sredini, na 0 °C u
toku 45 minuta, pri ¢emu je dobijen ocekivani 17p-hidroksi-2(Z)-hidroksimino-17a-pikolil-
androst-4-en-3-on (37) u prinosu od 93%.

S' druge strane, oksiminovanjem jedinjenja 3 hidroksilamin-hidrohloridom u prisustvu
natrijum-acetata, dobijena je smesa stereoizomernih 3(E)-hidroksimino i 3(Z)-hidroksimino-17a-
pikolil-androst-4-en-17B-ola (32 i 33) u molskom odnosu 2.8:1 = 32:33, koja je zatim
podvrgnuta reakciji Beckmann-ovog premestanja sa tionil-hloridom u dioksanu (na sobnoj
temperaturi u toku 1 ¢asa), pri ¢emu su neocekivano dobijeni u smesi 17(E)-pikoliniliden-3-aza-
A-homoandrost-4a-en-4-on (34) i 17-pikolil-3-aza-A-homoandrost-4a,16-dien-4-on  (35).
Posebno treba napomenuti da je jedinjenje 34 takode dobijeno Beckmann-ovim premesStanjem 3-

hidroksimino 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata 52 i 53.

Naredna faza istraZzivanja je obuhvatala hemijske transformacije 17(E)-pikoliniliden
androstanskih derivata, sa ciljem da se uporedi bioloSka aktivnost sa 17a-pikolil androstanskim
derivatima. Stoga je jedinjenje 5 najpre prevedeno u 3B-tozil derivat 38, a zatim eliminacijom
tozil grupe bis(2-aminoetil)aminom, dobijen je 17(E)-pikoliniliden-androsta-3,5-dien (39) u
prinosu od svega 7%.

Redukcijom jedinjenja 6 (dobijenog Oppenauer-ovom oksidacijom jedinjenja S5)
natrijum-borhidridom u etanolu, dobijen je 17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-33-ol (40, 97%),
kao 1 njegov 3B-acetoksi derivat 41 (prinos 46%). S' druge strane, Wolff-Kishner-ovom

redukcijom jedinjenja 6 uz mikrotalasno ozraCivanje (195 °C, 170 W, 40 min.), umesto
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ocekivanog 17(E)-pikoliniliden-androst-4-ena (43), preko intermedijernog hidrazona 42,
dobijena je smesSa 17(E)-pikoliniliden-5a-androst-3-ena (44) i 17(E)-pikoliniliden-5p-androst-3-
ena (45), slicno kao kada je izvedena i Clemmensen-ova redukcija jedinjenja 6.

U narednoj fazi rada je oksidacijom jedinjenja 5 Jones-ovim reagensom (na 0 °C u toku
1.5 c¢asa), dobijen novi 17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3,6-dion (46, prinos 26%), a koji je
takode sintetisan i alternativnim putem, u reakciji jedinjenja 6 sa kalijum-ferc-butoksidom u terc-
butanolu (na sobnoj temperaturi u toku 45 Casova), u prinosu od 19%. Pored jedinjenja 46
dobijen je i 4-hidroksi-17(E)-pikoliniliden-androsta-4,6-dien-3-on (47) u prinosu od 22%.

Primenom Wharton-ove reakcije na 17(E)-pikoliniliden-4a,50- i 43,5B-epoksi derivate 48
1 49 (dobijenih epoksidovanjem jedinjenja 6 sa vodonik peroksidom u baznoj sredini), dobijen je
17(E)-pikoliniliden-androst-3-en-5&-ol (50) u prinosu od 53%, dok su oksiminovanjem jedinjenja
6 dobijeni stereoizomerni 3(E)-hidroksimino-17(E)-pikoliniliden-androst-4-en (52) i 3(2)-
hidroksimino-17(E)-pikoliniliden-androst-4-en (53), u molskom odnosu 2.6:1 = §2:53. Kada je
primenjeno Beckmann-ovo premeStanje (sa tionil-hloridom u dioksanu) na smeSu oksima,
izolovan je iskljuc¢ivo 17(E)-pikoliniliden-3-aza-A-homoandrost-4a-en-4-on (34, 32%), cija je
struktura potvrdena i na osnovu rentgeno-strukturne analize.

U reakciji jedinjenja 6 sa etil-formijatom i natrijum-hidridom dobijen je 2(Z)-
hidroksimetilen-17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3-on (54) u prinosu od 36%.

U finalnim fazama rada, kod 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata, su
sintetizovana nova jedinjenja kod kojih je piridinsko jezgro kondenzovano sa A-prstenom. Tako
su jedinjenja 3, odnosno 6, reagovala sa propargilaminom u prisustvu bakar(Il)-nitrata, pri cemu
su dobijeni novi 17a-pikolil-piridino[2’,3’:3,4]-androst-5-en-17-o0l (85, 63%), odnosno 17(E)-
pikoliniliden-piridino[2°,3":3,4]-androst-5-en (56, 50%), a Cije su strukture nepobitno dokazane i

na osnovu rentgeno-strukturne analize.

Imaju¢i u vidu postavljene ciljeve ove doktorske disertacije, istrazivanja su obuhvatila i
ispitivanje antiproliferativne aktivnosti novosintetisanih jedinjenja obe serije (17a-pikolil 1
17(E)-pikoliniliden) androstanskih derivata, prema nekoliko malignih celijskih linija:
adenokarcinom dojke ER+ (MCF-7), adenokarcinom dojke ER- (MDA-MB-231), kancer
prostate  AR- (PC3), karcinom cerviksa (HelLa), karcinom debelog creva (HT-29) i
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adenokarcinom plu¢a (A549), kao i prema zdravoj celijskoj liniji fetalnih fibroblasta pluca
(MRC-5).

Na osnovu rezultata antiproliferativne aktivnosti u obe serije derivata, moze se zakljuciti
da izrazito jaku antiproliferativnu aktivnost prema ¢elijama humanog adenokarcinom dojke ER+
(MCF-7) ispoljavaju jedinjenja 20 (ICso 3.6 uM), 11 (ICsp 6.3 uM) i 31 (ICsp 7.9 uM), dok su
zadovoljavajucu pokazala jedinjenja 42 (ICso 13.6 uM), 8 (ICs5p 17.4 uM) 1 jedinjenje 30 (ICsg
20.8 uM).

Prema celijama adenokarcinoma dojke ER- (MDA-MB-231), jaku antiproliferativnu
aktivnost su pokazala jedinjenja 8 (ICsp 2.3 uM), 9 (ICsp 3.8 uM), 15 (ICs59 5.6 uM), 16 (ICsp 9.0
uM) 1 20 (ICsp 1.2 uM) sa 17a-pikolil funkcijom, kao 1 jedinjenja 39 (ICsp 4.6 uM), 47 (ICs0 9.3
uM) 1 51 (ICsp 4.1 uM) sa 17-pikolinilidenskom funkcijom. Posebno treba istaci da su ova
jedinjenja ispoljila viSestruko jacu aktivnost prema MDA-MB-231 ¢elijama u odnosu na poznati
lek formestan (ICsy55.5 uM).

Rezultati antiproliferativne aktivnosti prema celijama kancera prostate AR- (PC3) su
pokazali da izrazito jaku aktivnost pokazuju jedinjenja 19 (ICso 4.3 uM), 42 (ICsp 5.9 uM), 2
(ICs0 6.3 uM) 1 30 (ICsp 8.7 uM). Zadovoljavajucu antiproliferativnu aktivnost su pokazala
jedinjenja 40 (ICsp 10.1 uM), 6 (ICsp 12.9 uM), 49 (ICso 14.3 uM) 1 39 (IC50 19.9 uM).

Prema celijama humanog karcinoma cerviksa (HelLa), za obe serije androstanskih
derivata, zadovoljavajucu antiproliferativnu aktivnost su pokazala samo jedinjenja 26 (ICsy 19.1
uM) i 51 (ICsp 15.3 uM), a umerenu jedinjenja 8 (ICsp 27.5 uM), 39 (ICs 23.3 uM), 9 (ICs026.9
uM), 15 (ICsp21.3 uM) i 16 (ICs(26.6 pM).

Izrazito jaku antiproliferativnu aktivnost prema ¢elijama karcinoma debelog creva (HT-
29) su pokazala jedinjenja 39 (ICsp 1.8 uM), 15 (ICsp 2.6 uM), 16 (ICsp 8.0 uM) i 25 (ICs0 6.5
uM), dok su zadovoljavajucu antiproliferativnu aktivnost pokazala jedinjenja 30 (ICsp 10.3 uM),
10 (ICs50 10.6 uM) i 8 (ICs50 11.7 uM).

Prema ¢elijama adenokarcinoma pluca (A549), jedinjenje 17 je pokazalo zadovoljavajucu
(ICs0 17.3 uM), a jedinjenje 25 umerenu (ICsp27.9 uM) antiproliferativnu aktivnost.

Vazno je naglasiti da nijedan od novosintetizovanih 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden
androstanskih derivata nije uticao na rast zdravih ¢elija fetalnih fibroblasta plu¢a (MRC-5), dok
je doksorubicin, hemoterapeutik u leCenju karcinoma, pokazivao izrazito jaku antiproliferativnu

aktivnost prema ovim ¢elijama (ICs je ¢ak 0.32 uM).
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Sa ciljem da se ispita uticaj pojedinih funkcionalnih grupa kod novosintetizovanih 17a-
pikolil 1 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata na antitumorsku aktivnost, izvrSena je SAR
analiza za svaku od tretiranih celijskih linija.

Tako se poredenjem antiproliferativne aktivnosti jedinjenja u 17a-pikolil seriji moZze
zakljuciti da je jedinjenje 2 (sa 3PB-hidroksi funkcijom i Cs=C¢ vezom) pokazalo jacu
antiproliferativnu aktivnost od jedinjenja 8 (sa proSirenim konjugovanim sistemom u AB
prstenu), samo prema Celijama karcinoma prostate (PC3). Poredenjem antiproliferativne
aktivnosti jedinjenja sa 4-en sistemima, 3-keto funkcijom (jedinjenje 3) i 3-hidrazonskom
funkcijom (jedinjenje 11), moze se zakljuciti da se znatno povecava aktivnost prema celijama
adenokarcinoma dojke MCF-7, a u manjoj meri prema MDA-MB-231 c¢elijama. Takode se
zapaza da jedinjenje 10 sa 3B-acetoksi funkcijom i 4-en sistemom smanjuje proliferaciju éelija
karcinoma debelog creva (HT-29) u odnosu na jedinjenje 9 (sa 3B-hidroksi funkcijom). Kod
jedinjenja 15 (sa 40-OH funkcijom) i 16 (sa 4B-OH funkcijom), izomer 15 je aktivniji prema
svim ispitivanim ¢elijama kancera, osim prema MCF-7 ¢elijama.

Kod 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata, proSirena konjugacija u AB prstenu
(jedinjenje 39) uslovljava jaku antiproliferativnu aktivnost prema ispitivanim ¢elijama, u odnosu
na jedinjenje S, koje ne pokazuje aktivnost. Jedinjenje 6 (sa 4-en-3-on sistemom) je ispoljilo
zadovoljavajucu aktivnost samo prema PC3 celijama, a jedinjenje 42 (sa 3-hidrazonskom
funkcijom) prema MCF-7, MDA-MB-231 i PC3 ¢elijama. MoZe se zakljuciti da je jedinjenje 41
(sa 3B-OAc funkcijom) ispoljilo inhibiciju rasta MCF-7 i MDA-MB-231 ¢elija, a jedinjenje 40
(sa 3B3-OH funkcijom) samo inhibiciju rasta PC3 ¢elija.

Poredenjem antiproliferativne aktivnosti jedinjenja sa 3,5-dienskim sistemom 8 i 39,
zapaza se da je 17a-pikolil derivat 8 aktivniji prema MCF-7 i MDA-MB-231 c¢elijama, dok je
17(E)-pikoliniliden derivat 39 aktivniji prema HT-29 ¢elijskoj liniji. Sli€no tome, kod jedinjenja
sa 4,6-dienskim sistemom i 4-hidroksi-3-on funkcijama 20 i 47 se moZe uociti da 17a-pikolil
derivat 20 ispoljava jacu antiproliferativnu aktivnost prema svim ispitivanim tumorskim ¢elijama
u poredenju sa 17-pikolinilidenskim derivatom 47. Kod analognih derivata sa 3-hidrazonskom
funkcijom, jedinjenje 42 (sa 17-pikolinilidenskom funkcijom) ispoljava mnogo jaci efekat na rast
¢elija karcinoma prostate (PC3) u odnosu na 17a-pikolil derivat 11. Kod jedinjenja sa 3,6-diketo-
4-en sistemom, derivat 19 (sa 17a-pikolil funkcijom) jaCe inhibira rast PC3 tumorskih ¢elija u

poredenju sa derivatom 46 (sa 17(E)-pikolinilidenskom funkcijom).
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Na osnovu izloZenih rezultata, moze se zakljuciti da su novosintetizovana androstanska
jedinjenja u obe serije pokazala jaku ili zadovoljavaju¢u antiproliferativnu aktivnost prema
ispitivanim celijskim linijama kancera. Tako su se derivati sa 17a-pikolil grupom pokazali kao
bolji citotoksi¢ni agensi prema MDA-MB-231 Celijama, a derivati sa 17(F)-pikolinilidenskom
funkcijom prema PC3 celijama. Posebno treba ista¢i da su novosintetizovana androstanska
jedinjenja neaktivna prema zdravim celijama fetalnih fibroblasta pluca MRC-5. Iz tih razloga,
ova jedinjenja bi imala veliki znac¢aj u biomedicini i farmakologiji kao potencijalni lekovi, koji bi

se primenjivali u leCenju hormon zavisnih oboljenja.
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17(E)-Pikoliniliden-androst-5-en-3p-il acetat (4)
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17(FE)-Pikoliniliden-androst-4-en-3-on (6)
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Prilog 7.17. "H NMR spektar jedinjenja 7
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Prilog 7.23. °C NMR spektar jedinjenja 8
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Prilog 7.30. IR spektar jedinjenja 11
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Prilog 7.34. '"H NMR spektar smese jedinjenja 13 i 14
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Prilog 7.35. °C NMR spektar smeSe jedinjenja 13 1 14
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Prilog 7.36. IR spektar jedinjenja 15
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Prilog 7.37. "H NMR spektar jedinjenja 15
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Prilog 7.42. IR spektar jedinjenja 16
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Prilog 7.45. H NMR NOE spektar jedinjenja 16
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Prilog 7.47. >C NMR spektar jedinjenja 16
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Prilog 7.48. IR spektar jedinjenja 17
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Prilog 7.50. >C NMR spektar jedinjenja 17
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Prilog 7.52. "H NMR spektar jedinjenja 18
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Prilog 7.54. NOESY spektar jedinjenja 18
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Prilog 7.58. "H NMR spektar jedinjenja 19
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Prilog 7.59. COSY spektar jedinjenja 19
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Prilog 7.60. >C NMR spektar jedinjenja 19
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Prilog 7.61. IR spektar jedinjenja 20
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Prilog 7.63. COSY spektar jedinjenja 20
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Prilog 7.64. >C NMR spektar jedinjenja 20
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Prilog 7.67. >C NMR spektar smese jedinjenja 21 i 22
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Prilog 7.68. IR spektar jedinjenja 24
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Prilog 7.69. '"H NMR spektar jedinjenja 24 (snimljen u CDCl3)

—
1 L f | T STy mie i
|
‘ |
| ] |
| I |
|
| n
| 1
| I
‘ Y
i |
| :‘ g [ il ;
! 1 1 Al "
[\ \ X
1
10.0 3.0 8 7.0 ) 5.X 4.0 3.0 2.0 1.0
PPM

Prilog 7.70. "H NMR spektar jedinjenja 24 (snimljen u acetonu-d6)
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Prilog 7.72. COSY spektar jedinjenja 24
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Prilog 7.74. IR spektar jedinjenja 25

228



Prilog

Prilog 7.75. "H NMR spektar jedinjenja 25
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Prilog 7.76. COSY spektar jedinjenja 25

229



Prilog

200 180 160 140 <
PPM

Prilog 7.77. *C NMR spektar jedinjenja 25

Prilog 7.78. >*C NMR DEPT 135 spektar jedinjenja 25
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Prilog 7.79. *C NMR DEPT 90 spektar jedinjenja 25
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Prilog 7.80. IR spektar jedinjenja 26
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Prilog 7.84. "H NMR spektar smese jedinjenja 27 i 28
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Prilog 7.85. >C NMR spektar smese jedinjenja 27 i 28
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Prilog 7.86. IR spektar jedinjenja 29
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Prilog 7.88. "H NMR spektar jedinjenja 29 (snimljen u prisustvu D,0)

235



Prilog

m
Wil

b il i
A
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Prilog 7.90. IR spektar jedinjenja 30
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Prilog 7.93. >C NMR spektar jedinjenja 30
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Prilog 7.94. IR spektar jedinjenja 31
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Prilog 7.97. >C NMR spektar jedinjenja 31
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Prilog 7.98. IR spektar smeSe jedinjenja 32 1 33
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Prilog 7.100. "H NMR spektar smeSe jedinjenja 32 i 33 (snimljen u prisustvu D,0)
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Prilog 7.101. °C NMR spektar smeSe jedinjenja 32 1 33

17(E)-Pikoliniliden-3-aza-A-homoandrost-4a-en-4-on (34)
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Prilog 7.104. *C NMR spektar jedinjenja 34
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Prilog 7.105. IR spektar smese jedinjenja 34 i 35

Prilog 7.106. "H NMR spektar smeSe jedinjenja 34 i 35
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Prilog 7.107. *C NMR spektar smese jedinjenja 34 i 35

17B-Hidroksi-2(Z)-hidroksimetilen-17 a-pikolil-androst-4-en-3-on (36)

Wavenumbers (cm-1)

X
N~
Popp/CHOH
80
] T
70 & A | 5,1;‘33
] o | V- [ EB% e N
60- g 31 eg ' N < g
L oy ¥ n ‘9 o« ©
| @D~ e «©
\ '« & &2 § ~
| \ oot “_TC, - ~N©
@ 50 s & "o =20
o 1 ] @ o w
= 1 ) a0 @ )
I} B @ - < -
£ 2 =L =
E 40 o 8
& ] 2 2
£ a0 3
20
10]
,0—7
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Prilog 7.108. IR spektar jedinjenja 36
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Prilog 7.109. "H NMR spektar jedinjenja 36

Prilog 7.110. "H NMR spektar jedinjenja 36 (snimljen u prisustvu D,0)
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Prilog 7.111. °C NMR spektar jedinjenja 36
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Prilog 7.115. °C NMR spektar jedinjenja 37

17(E)-Pikoliniliden-androst-5-en-3-il p-toluensulfonat (38)
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Prilog 7.116. 1R spektar jedinjenja 38

249



Prilog

EGRAL

INTI

DJE/3TS 50 CDCL3

Y pat4
= & 25
A
|
[ ) ‘F m_J | 4 /
N | ¢
A wl I I |
R RN AN ‘ M_
o B I - i
|
9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
PPM

Prilog 7.117. "H NMR spektar jedinjenja 38
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Prilog 7.118. *C NMR spektar jedinjenja 38
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17(E)-Pikoliniliden-androsta-3,5-dien (39)
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Prilog 7.120. "H NMR spektar jedinjenja 39
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Prilog 7.121. *C NMR spektar jedinjenja 39

17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-3-ol (40)
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Prilog 7.122. 1R spektar jedinjenja 40
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C NMR spektar jedinjenja 40
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17(E)-Pikoliniliden-androst-4-en-3p-il acetat (41)
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Prilog 7.126. "H NMR spektar jedinjenja 41
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Prilog 7.128. IR spektar jedinjenja 42
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Prilog 7.130. "H NMR spektar jedinjenja 42 (snimljen u prisustvu D,0)
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Prilog 7.131. °C NMR spektar jedinjenja 42

17(E)-Pikoliniliden-Sa-androst-3-en (44) i 17(E)-pikoliniliden-5f-androst-3-en

(45)
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Prilog 7.132. IR spektar smese jedinjenja 44 i 45
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Prilog 7.133. "H NMR spektar smesSe jedinjenja 44 i 45 (dobijene Clemmensen-ovom

redukcijom)

/30PP/WKRED/ I /CI

Prilog 7.134. "H NMR spektar smesSe jedinjenja 44 i 45 (dobijene Wolff-Kishner-ovom

redukcijom)

258



Prilog

DJ/30PP/RED CDCL3

L
|
|
f \ I
|| ‘ i ‘ ||HH|J J
Prilog 7.135. °C NMR spektar smese jedinjenja 44 i 45
17(F)-Pikoliniliden-androst-4-en-3,6-dion (46)
g0 -B-3tBu
70 v, 3 A -
@ 3 3

60 ] 3 ©
g & |
5 s 9
: g
& 40] ©
o

30

20|

WOT

0]

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers (cm-1)

Prilog 7.136. IR spektar jedinjenja 46
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Prilog 7.138. °C NMR spektar jedinjenja 46
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Prilog 7.140. "H NMR spektar jedinjenja 47
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Prilog 7.141. COSY spektar jedinjenja 47
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Prilog 7.142. °C NMR spektar jedinjenja 47
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Prilog 7.144. "H NMR spektar smese jedinjenja 48 i 49
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Prilog 7.149. 1R spektar smeSe jedinjenja 521 53

Prilog 7.150. "H NMR spektar smeSe jedinjenja 521 53
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Prilog 7.152. °C NMR spektar smeSe jedinjenja 521 53
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2(Z)-Hidroksimetilen-17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3-on (54)

% Transmittance

8

o

70
soé
501
40-|
30

20

BoPPICHOH

288358,

1584.94565 01

2940.21

1643.06

~1260:63
12006023490

1150.62

860.42

884.84

754.10

665.90 69885

3500 3000 2500 2000 1500
Wavenumbers (cm-1)

1000

500

Prilog 7.153. IR spektar jedinjenja 54

Prilog 7.154. "H NMR spektar jedinjenja 54
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Prilog 7.156. °C NMR spektar jedinjenja 54
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Prilog 7.157. IR spektar jedinjenja 55

Prilog 7.158. "H NMR spektar jedinjenja 55
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DA

Prilog 7.159. *C NMR spektar jedinjenja 55

17(E)-Pikoliniliden-piridino[2°,3’:3,4]-androst-5-en (56)

%Transmittance

Bopp/Py
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40:
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500

403.54

Prilog 7.160. 1R spektar jedinjenja 56
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Prilog 7.161. "H NMR spektar jedinjenja 56

Prilog 7.162. °C NMR spektar jedinjenja 56
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7.2. Intra- i intermolekulske vodoni¢ne veze kod jedinjenja 25, 36 i

55

Tabela 7.1. Duzine formiranih intra- i intermolekulskih vodoni¢nih veza kod jedinjenja 25, 36 i

5S.

D-H H...A D...A D-H...A
D-H...A . o o
(A) (A) (A) ©)
25
02 --H2..N1 0.80(3) 2.02(3) 2.746(4) 150(4)
36
O1 --H1....N1 0.82(3) 2.01(4) 2.762(5) 151(4)
02 --H2....03 1.07(5) 1.49(5) 2.496(6) 155(5)
55
O1W --
0.89(5) 1.91(5) 2.800(5) 176(5)
HIW..N2
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