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1. UVOD

Kancer, zlo¢udni tumor ili rak je termin koji se koristi za oznacavanje grupe bolesti do
kojih dolazi usled nekontrolisanog rasta, razmnoZavanja i Sirenja grupe celija, Sto vodi daljem
ugrozavanju susednih tkiva [1-4]. Osim na susedna tkiva, do Sirenja moze doci i putem krvotoka
ili limfnog sistema na ostale delove tela i ovaj proces se naziva metastaza, a uzro¢nik je smrti
kod 90% slucajeva pacijenata obolelih od kancera. Kancer se javlja zahvaljujuéi tzv. procesu
tumorogeneze ili karcinogeneze kao rezultat mutacija u genima odgovornim za regulaciju rasta
¢elija. Uzro€nici ovog procesa mogu biti nasledni ili eksterni. Medu eksterne uzro¢nike spadaju:
fizi¢ki (kao §to su ultraljubiéasto i jonizujuce zracenje), hemijski (npr. azbest, arsen, aflatoksini,
sastojci duvanskog dima itd.) i bioloski karcinogeni (infekcije razli¢itim virusima, npr. hepatitis,
bakterijama ili parazitima) [3-7]. Osim uzro¢nika, postoje i faktori rizika, tj. uticaji i ponasanja
koji povecavaju verovatnocu pojave kancera i utiCu na njegov razvoj. Veliki broj faktora rizika je
isti za sve kancere. To su npr. puSenje, kozumacija alkohola, nezdrava ishrana, fizicka
neaktivnost. Medutim znacajan broj faktora rizika se razlikuje u zavisnosti od vrste kancera [8].

Kanceri ne samo da se razlikuju prema poreklu i faktorima rizika, ve¢ i prema svojoj
rasprostranjenosti i smrtnosti. Izuzetno je teSko utvrditi tachu ucestalost i smrtnost od pojedinih
kancera na svetskom nivou, poSto globalna baza podataka ne postoji. Medutim, procene Svetske
zdravstvene organizacije (eng. World Health Organization, skr. WHO) kazu da je to drugi
globalni naj¢es¢i uzrocnik smrti i jedan od najéesc¢ih uzroénika morbiditeta [S]. Godine 2015. je
zabelezeno 8,8 miliona smrtnih slucajeva usled kancera, a procenjuje se da ¢e u naredne dve
decenije do¢i do povecanja tog broja za ¢ak 70% [5, 9, 10]. lako je edukacijom, merama
prevencije i ucestalijim i brzim skriningom u razvijenim zemljama smanjen broj incidencije i
mortaliteta, nazalost isti se pove¢ao u nerazvijenim i zemljama u razvoju. U Africi, Aziji,
Centralnoj 1 JuZznoj Americi se javlja 60% novih sluc¢ajeva i 70% smrtnih ishoda usled kancera u
svetu [11]. Procenjuje se da ¢e u buduénosti kancer biti dijagnostifikovan kod 39,6% muskaraca i
Zena u toku njihovog zivota. Kada je u pitanju raspodela prema polovima, kod Zena se javlja veci
broj ali kod muskaraca veca smrtnost. Kod muskaraca se najéescée javljaju kancer prostate, pluca
i kolona, respektivno, dok su najces¢i uzroénici smrti usled kancera kanceri pluca, prostate,
kolona i jetre (ili pankreasa), takode respektivno [12-14]. Kod Zena na prvom mestu po
incidenciji je kancer dojke, dok je u zavisnosti od literaturnog izvora redosled naredna tri razlicit
ali su to uterus, kolon i pluca [12, 14-18]. Ovo, kao i Cinjenica da je procenat incidencije veci
kod Zena, stavlja kancer dojke na prvo mesto u svetu. U procentima to je 12% svih kancera, dok
kod Zena kancer dojke ¢ini 25% svih kancera [19, 20]. Procenjuje se da jedna od osam zena oboli
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od ovog kancera u toku zivota [21]. Kada je u pitanju mortalitet, na globalnom nivou kod Zena
ne dominira kancer dojke, koji je na drugom mestu, ve¢ kancer pluca, dok je treé¢i po smrtnosti
kancer kolona. U Srbiji je kancer dojke najrasprostranjeniji kancer kod Zena i drugi najcesci
nezarazni uzro¢nik smrti posle kardiovaskularnih bolesti [22, 23].

Uzimajuéi u obzir rasprostranjenost kancera dojke, decenijama unazad je jedna od
goruc¢ih tema naucnih istrazivanja upravo pronalazak sto efikasnijeg leka za ovu opaku bolest.
Utvrdena je hormon zavisna, odnosno estrogen zavisna karakteristika kod ¢ak 80% kancera
dojke. Ovo znaci da njihov rast i1 razvoj zavisi od koncentracije zenskih polnih hormona u krvi
[24]. S obzirom na ovu ¢injenicu hormonska terapija je pronasla znac¢ajnu primenu u smanjenju i
spreCavanju rasta metastatskih tumora dojke pre hirurS8ke intervencije, ali pre svega radi
spreCavanja ponovne pojave kod pocetnih faza tumora nakon hirurSke intervencije. Medu
hormonskim lekovima za kancer dojke se istiCu steroidni inhibitori enzima aromataze [25-29].
Oni sprecavanjem biosinteze estrogenih hormona, smanjuju njihovu koncentraciju u krvi pa i
njihov uticaj na razvoj kancera. Steroidni inhibitori enzima aromataze poseduju raznolike
strukturne karakteristike. Jedan od ranije upotrebljavanih inhibitora je testolakton (Teslac®,
17a-oksa-17a-homoandrost-1,4-dien-3,17-dion), koji u svojoj strukturi sadrzi modifikovan
D-prsten i to u obliku laktonske funkcije [30-31]. Posto je ovaj lek ispoljio niz neZeljenih efekata
od 2008. god. nije u upotrebi, ali istrazivanja usmerena ka dobijanju novih steroidnih laktonskih
inhibitora aromataze nisu stala [32-34]. S druge strane, C19—modifikovani steroidi su takode
pokazali znacajnu antiaromataznu aktivnost [35]. U bioloskim ispitivanjima se najdalje otislo sa
plomestanom (10-propargilestr-4-en-3,17-dion), koji je u pretklinickim studijama pokazao
znaajnu potentnost i smanjenu pojavu nezeljenih efekata. Dalja ispitivanja su zaustavljena iz
,tehnickih razloga“ [1, 36-39].

Imajuéi u vidu navedene cinjenice, cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je sinteza
niza novih C19—derivatizovanih steroidnih D-laktona i njihovih 5,6—disupstituisanih prekursora.
Vazan cilj rada je 1 ispitivanje antitumorskog potencijala odabranih novosintetisanih jedinjenja
koje podrazumeva ispitivanje bioraspolozivosti molekula uporedivanjem izracunatih
molekulskih deskriptora sa kriterijumima Lipinski-og i Veber-a, zatim in vitro ispitivanje njihove
antiproliferativne  aktivnosti, utvrdivanje korelacionih odnosa izmedu strukture |
antiproliferativne aktivnosti, ispitivanje vezivanja za steroidne hormonske receptore i inhibicije
pojedinih enzima steroidogeneze.
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2. OPSTI DEO

2.1. KANCER DOJKE

Kancer dojke obi¢no nastaje ili od ¢elija lobula (mle¢nih Zlezda) ili ¢elija mle¢nih kanala
(slika 2.1.1). Mnogo rede nastaje od masnog ili vezivnog tkiva dojke [40, 41]. S obzirom na
mogucnost nastanka od ¢elija vise razli¢itih tkiva, kancer dojke je veoma heterogena bolest, ako
ne i grupa bolesti. Tipovi kancera se razlikuju ne samo po bioloskim osobinama ve¢ i prema
klinickom ponaSanju [41-43]. Zahvaljuju¢i velikom broju razli¢itih tipova kancera dojke postoji
vise razli¢itih klasifikacija, ali i nekoliko zajedni¢kih podela [41, 44, 45]. To su prema:
rasirenosti, ucestalosti pojavljivanja i prema fazama u razvoju. Prema raSirenosti na susedna
tkiva kanceri dojke se dele na invazivni (ili infiltrirajuc¢i) i neinvazivni (ili in situ). Prema
ucestalosti pojavljivanja kanceri dojke se mogu podeliti na Ceste i retke, ali se oni dalje prema
poreklu dele, ucestali na lobularne i duktalne, a retki na medularne, mucinuozne i tubularne. Kao
posebni tipovi kancera dojke se javljaju i inflamatorni kancer, zatim Peget-ova bolest bradavica i
filoidni tumori. Ovaj veliki broj tipova kacera ima zajednicke faktore rizika, ali se razlikuje
prema klinickom manifestovanju, patoloskim osobinama, kao 1 reakcijama na terapiju i
ishodima.

Celije

/ \\\ Lobule
lobula \/
\

Mlecni
kanal

Mlecni kanali

_ Areola
Bradavica

Povezujuci kanali

=~ Masno vezivno
tkivo

Slika 2.1.1. Grada dojke [41]
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2.1.1. FAKTORI RIZIKA KOD KANCERA DOJKE

Osim ve¢ pomenutih faktora rizika koji su zajednicki za sve kancere, za kancer dojke
postoje i neki specificni. Veci deo njih je u vezi sa koli¢inom estrogenih hormona u krvi. Kao §to
je ve¢ pomenuto u tkivu dojke postoje estrogeni receptori i rast i razvoj dojki je dirigovan upravo
ovim hormonima [46]. Posto tumor dojke nastaje nekontolisanim deljenjem ¢elija dojke i u oko
dve trec¢ine ovih tumora se nalaze estrogeni receptori, rast ovih tumora zavisi od koncentracije
zenskih polnih hormona u krvi. Stoga je kontrola unosa estrogenih hormona u organizam jedan
od bitnih oblika prevencije kancera dojke. Medutim, nije svaki doprinos koli¢ini estrogenih
hormona u organizmu moguce kontrolisati, pa se tako faktori rizika mogu podeliti na one koje
nije i koje je moguce kontrolisati. U prve spadaju genetske predispozicije (nasledni faktor), zatim
pol, starost, li¢na istorija bolesti, rasa, terapija zracenjem, izlaganje estrogenu, trudnoéa i dojenje
i izlaganje dietilstilbestrolu (skr. DES) [47-52]. Razlog za veéu zastupljenost raka dojke kod
zena nego kod muskaraca, je konstantno menjanje i rast zenskih dojki usled stalne izloZenosti
estrogenima i progesteronu. Takode se pokazalo da sa starenjem rizik od oboljevanja raste, pa je
tako rizik izmedu 30 i 39. godine Zivota oko 0,44%, dok se u Sezdesetim godinama povecava na
nesto ispod 4% [53]. Uticaj ljudske rase se manifestuje ve¢om verovatno¢om od oboljevanja kod
Zena bele puti u odnosu na Zene africko-americkog, hispanskog, azijskog ili indijanskog porekla.
Izlaganje estrogenim hormonima u duzem vremenskom periodu je nemoguce kontrolisati u
slu¢ajevima rane prve menstruacije (pre 12. godine zivota) i kasne menopause (nakon 55. god.),
zatim 1 u slu€aju estrogena iz spoljaSnje sredine (kao npr. hormoni iz mesa ili pesticidi, npr.
DDT, iz kojih se dobijaju supstance sli¢ne estrogenima kada se metaboliSu). PoSto trudnoca 1
dojenje smanjuju broj menstrualnih ciklusa u toku zivota, smanjuju 1 verovatno¢u od oboljevanja
od kancera dojke. Svaka trudnoca izneta do kraja smanjuje rizik od kancera dojke
dijagnostifikovanog pre menopauze za 3%, i za 12% kod kancera koji se javljaju nakon
menopauze [54]. Zene koje nikada nisu radale ili su imale prvu trudnoéu nakon tridesete godine
Zivota imaju vecu verovatnocu oboljevanja. Rizik je povecan i usled izlaganja DES-u koji se
koristio za sprecavanje spontanog pobacaja od ’40tih do ’60tih godina proSlog veka, kako za
Zene koje su ga uzimale tako 1 za one ¢ije su majke uzimale isti tokom trudnoce.

Faktori rizika koje mozemo kontrolisati su: teZina, ishrana, fizicka aktivnost/neaktivnost,
konzumacija alkohola, puSenje, izlaganje estrogenim hormonima, upotreba oralnih
kontraceptiva, stres i anksioznost. Povecana telesna tezina se povezuje sa povecanjem rizika
posebno kod Zena u menopauzi, posto nakon prestanka proizvodnje estrogena u ovarijumima,
masno tkivo postaje glavni izvor Zzenskih polnih hormona u organizmu. Vise masnog tkiva
proizvodi vise estogenih hormona §to povecava rizik od kancera dojke. Koli¢inu estrogena
moguce je kontrolisati i u slucaju upotrebe hormona radi ublazavanja simptoma menopauze (eng.
hormone replacement therapy, skr. HRT). Ovde je rizi¢na upotreba kombinacije estrogena i
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progesterona u toku nekoliko godina ili samih estrogenih hormona u toku deset i viSe godina, jer
se ova vrsta terapije upotrebljava u zivotnom dobu u kom je povecan rizik od oboljevanja od ove
opake bolesti. Upotreba oralnih kontraceptiva relativno malo povecava rizik od kancera dojke,
ali u toku kraeg vremenskog perioda, a s obzirom da se u zivotnom dobu u kom se
upotrebljavaju retko javlja kancer dojke njihov uticaj se moze zanemariti. Takode zene koje su
prestale da koriste oralne kontraceptive pre vise od deset godina ne pokazuju povecan rizik od
oboljevanja. Sto se ti¢e stresa i anksioznosti, ne postoji jasan dokaz da na bilo koji na¢in uti¢u na
povecanje rizika od kancera dojke, ali su istrazivanja pokazala da opustaju¢e vezbe kao Sto su
meditacija i joga mogu da oja¢aju imuni sistem [55].

2.1.2. SIMPTOMI | DIJAGNOSTICKE METODE KANCERA
DOJKE

Bolji uvid u faktore rizika omogucava da se uticaj spoljnih faktora na pojavu ili ponovno
javljanje kancera dojke smanji na minimum. Ovde je narocito bitna edukacija zena ne samo 0
prevenciji, nego i o simptomima i samopregledu dojke. U pocetku kancer dojke najées$ce ne
pokazuje nikave simptome. Cvorié¢ je isuvise mali da bi se osetio i izazvao bilo kakve promene
koje pacijent moze sam zapaziti i ¢esto se promena zapaza tek na mamogramu. Bez obzira na to,
najces¢e je prvi znak oboljenja ¢vori¢ ili izbo¢ina na dojci koja se moze opipati, ve¢inom
bezbojna, tvrda i nejednakih ivica, ali je nekada meka, nezna i okrugla. Ovaj simptom se javlja
kod 65-86% slucajeva [56]. Medutim, bilo koja od slede¢ih promena na dojci moze biti simptom
kancera dojke: oticanje cele ili dela dojke, iritacija koZe ili njeno povlacenje (3-5% sucajeva),
osetljivost, neprijatan ose¢aj i bol u grudima (4-12% slucajeva), bolne bradavice ili njihovo
povlacenje unutra (2-15%), crvenilo ili zadebljanje bradavice ili koze dojke, iscedak iz bradavice
(osim mleka, 2-12%), izboc¢ine u pazusnoj jami [41, 56, 57]. Ali ove promene mogu biti i znaci
nekog manje ozbiljnog oboljenja kao Sto je infekcija ili cista. S obzirom na ovu c¢injenicu,
reakcija na simptom kako pacijenta, tako i lekara, je odlozena ukoliko nema izrasline odnosno
¢voricéa [56]. Kod metastatske bolesti osim gore navedenih simptoma, javljaju se uvecani pazusni
limfni ¢vorovi, zatim bol u kostima (metastaza na kostima), gubljenje daha (metastaza na
plu¢ima), gubitak apetita i neplanski gubitak na tezini (metastaza na jetri), kao i glavobolje,
neuroloski problemi i slabost [41].

lako je 40% kancera dojke detektovano zahvaljuju¢i samopregledu i poznavanju
simptoma od strane samih pacijentkinja, postoji znacajan broj onih koji se na ovaj na¢in ne mogu
detektovati ili i same pacijentkinje ne odreaguju na vreme na pojavu simptoma [58]. Takode
postoje i1 studije koje pori€u znacaj samopregleda, i kazu da se istim ne povecava broj
detektovanih kancera [59]. 1z tog razloga, kod zena iznad Cetrdeset godina starosti ili Zena koje
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spadaju u visoko rizi¢nu grupu se preporucuje godi$nje mamografsko testiranje i klini¢ki pregled
dojke [60-62]. Mamogram predstavlja rendgensko testiranje pri ¢emu se na rendgenskom snimku
zapaza svetlije podrucje, zbog promene u gustini tkiva. Osim u svrhu skrininga, mamografija se
koristi i u dijagnosti¢ke svrhe, kad dode do pojave nekog od simptoma [63]. Kod mladih Zzena
(do tridesetpete godine zivota) zbog velike gustine tkiva mamografija je slabo primenljiva, pa se
u tim slu¢ajevima najcesce radi ultrazvucni pregled dojke [64]. Takode mamografijom je otezano
detektovanje tumora kod Zena sa hirurSki povecanim grudima [65]. Pored mamografije i
ultazvuka, koji mogu da daju i lazni negativni nalaz, u dijagnosticke svrhe se koristi i MRI (skr.
od eng. Magnetic resonance imaging) [66, 67], rede CT i dr [68]. Ove testove je potrebno uraditi
iz predostroznosti, ali pre svega radi skracenja vremena izmedu otkri¢a i postavljanja tac¢ne
dijagnoze [69]. Osim njih kao dalji dijagnosticki test koristi se i biopsija. Ona se vrsi kako bi se
utvrdilo/potvrdilo da li je u pitanju kancer dojke, koji tip i da li se prosirio van tkiva dojke [70].
Uzimajuci u obzir da i pored ovih testova postoje kanceri dojke koji se ne uspeju detektovati, u
toku je razvoj novih testova, ali mamografija i dalje ostaje najefikasnija dijagnosticka metoda
[71].

2.1.3. TERAPIJA KANCERA DOJKE

Proces lecenja kancera dojke zavisi od tipa kancera, njegove faze u razvoju, ekspresije
estrogena, starosti pacijenta i menopauzalnog statusa [72-74]. Obi¢no obuhvata viSe vrsta
terapija, koje se mogu podeliti na lokalnu i sistemsku terapiju [75].

Lokalnom terapijom se uklanja ili unistava tumor u dojci i obuhvata hirurS§ku intervenciju
i radioterapiju. Ukoliko se kancer pro$irio na druge delove tela, lokalna terapija se koristi za
kontrolu bolesti u tim konkretnim delovima tela.

Za leCenje kancera dojke se najceSce upotrebljava hirurska intervencija, ali nikad
samostalno jer se smatra da za potpuno leenje kancera nije dovoljno njegovo hirur§ko
uklanjanje, pa se koristi samo kao palijativha mera [76]. Moze da se podeli u dve grupe:
poStednu i mastektomiju. PoStednom hirurskom intervencijom se uklanja samo tumor i
eventualno okolno zdravo tkivo [77]. Mastektomija predstavlja potpuno uklanjanje tkiva dojke
zajedno sa pazuSnim limfnim ¢vorovima i grudnim miSi¢ima [41, 75].

Radioterapija predstavlja zracenje tkiva dojke i eventualno limfnih ¢vorova jonizuju¢im
zraenjem (X-zracima). Ova terapija se primenjuje kod skoro svih pacijenata radi uniStenja
eventualno zaostalih celija kancera i smanjenja rizika od pojave lokalnog recidiva. Postoji
moguénost njenog izostanka, ali samo kod pacijenata starijih od 70 god. sa dobrim
prognostickim parametrima (mali tumor i pozitivan na steroidne receptore) i kod kojih se moze
primeniti tamoksifen [78]. Nazalost nezeljeni efekti ove terapije su brojni, a oni karatkotrajni
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obuhvataju crvenilo i osip na kozi kao i zapaljenje plu¢nog tkiva [79]. Dugotrajni neZeljeni efekti
su oStecenje srca, pluca i krvnih sudova u grudnom kosu, razvoj kancera pluéa i osteonekroze.

Sistemska terapija se aplicira putem krvotoka kojim se ona transportuje kroz celo telo i na
taj nacin deluje na kancer. Postoje tri tipa ove terapije: hemoterapija, bioloSka i hormonska [75,
80]. Ova vrsta terapije moze da se administrira pre operacije i tada se naziva neoadjuvantna, ili
nakon, adjuvantna. Pojedina istrazivanja daju prednost neoadjuvantoj terapiji posto ona vrsi
smanjenje kancera i pomocu nje je moguce testirati efikasnost terapije za svakog pojedinacnog
pacijenta [81-83]. Sistemski lekovi deluju na pocetku terapije kod 90% primarnih kancera dojke i
50% metastaza [84]. Ipak nakon razli¢itih vremenskih perioda dolazi do progresije, odnosno
razvoj rezistencije je neminovan. Da bi se ovo izbeglo ili verovatno¢a za rezistenciju smanjila
obi¢no se koristi kombinacija viSe vrsta medikamenata.

Hemoterapija se koristi za uniStavanje ¢elija kancera koje cirkuliSu u organizmu i mogu
da zahvate vitalne organe, u njima da nastave razmnozavanje i na taj na¢in da prouzrokuju
metastazu. Koristi se za ER+ i PR+ kancere, kancere sa metastazom na vitalnim organima i one
koji ne reaguju na hormonsku terapiju, tzv. hormon refraktorne bolesti. U lecenju kancera dojke
se upotrebljavaju slede¢i hemoterapeutici: taksani (paklitaksel, docetaksel), antraciklini
(doksorubicin, epirubicin), jedinjenja platine (cisplatina, carboplatina) i dr.

Bioloska terapija Sse zasniva na ¢injenici da je receptor humanog epidermalnog faktora
rasta 2 (eng. human epidermal growth factor receptor 2, skr. HER2) ekspresovan kod 20-25%
kancera dojke sa loSom prognozom i smanjenom verovatno¢om od izle¢enja. Stoga se HER2
koristi za prognozu odgovora na terapiju kod Zena u naprednim fazama bolesti. Takode je
utvrdeno da antitela koja se vezuju za ekstracelularni deo HER2 proteina imaju antiproliferativno
dejstvo na celije kancera dojke. Upravo se ova antitela sa odredenim modifikacijama koriste u
okviru bioloske vrste sistemske terapije kancera [85].

Hormonska terapija se koristi kod hormon-senzitivnih tipova kancera (ER+ i PR+) [86].
Vrlo &esto se primenjuje u kombinaciji sa hemoterapijom, koja se mozZe Koristiti i nakon
hormonske terapije ukoliko dode do razvitka hormon-rezistentne bolesti. Umesto ove vrste
terapije se ranije pribegavalo hirurSkom uklanjanju endokrinih Zlezda (jajnika), ali je ovaj
postupak vrlo Cesto povezan sa morbiditetima 1 smrtnim slu¢ajevima. Stoga je hirurSko
uklanjanje jajnika zamenila hormonska terapija, a ono se danas primenjuje samo u retkim
slu¢ajevima kancera dojke kod Zena koje nisu uSle u menopauzu. Hormonska terapija je
godinama unazad jedan od glavnih nac¢ina le¢enja kancera dojke. Dva glavna tipa hormonskih
medikamenata su antiestrogeni i inhibitori enzima aromataze (skr. 1A). Rede se upotrebljavaju
lekovi iz grupe progestina, androgeni, agonisti gonadotropin-oslobadaju¢eg hormona i velike
doze estrogena.
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Antiestrogeni deluju tako S$to interaguju sa estrogenim receptorima i na taj nacin
spre¢avaju vezivanje estrogena za ove receptore i njihovo ekspresovanje [1]. Upotrebljavaju se i
kod zena pre menopauze i u postmenopauzi [87]. Postoje dva tipa antiestrogena:

1. modulatori ili nesteroidni antiestrogeni (eng. Selective estrogen receptor modulator, skr.

SERM) i

2. antagonisti ili Cisti antiestrogeni ili steroidni antiestrogeni.

SERM su jedinjenja nesteroidne prirode, najéeSce sa trifeniletilenskim sistemom. Postoji
viSe vrsta estrogenih receptora koji su ekspresovani u razli¢itim tkivima. Bioloski odgovor ovih
jedinjenja zavisi od vrste tkiva na koje deluju, pa tako u nekima imaju antagonisticko a u nekim
tkivima agonisticko dejstvo. Idealni SERM imaju antagonisticko dejstvo na grudi i uterus, a
agonisticko na jetru, kosti 1 centralni nervni sistem. Ova jedinjenja se osim za leCenje kancera
dojke koriste i za njegovu prevenciju kao i za prevenciju osteoporoze i kancera uterusa [88].
Jedan od najées¢ih lekova ovog tipa je tamoksifen (Nolvadex®, Genox®, Tamifen® itd., I, slika
2.1.2), koji je efikasan antiestrogen sa par nuspojava (valunzi, problemi sa vidom, osipi na kozi)
[75, 89]. Medutim, on svojim agonisti¢kim dejstvom moze da dovede do razvoja sekundarnih
tumora kao $to su tumori jetre i uterusa, kao i do pojave rezistencije ovih tumora na lek.

Cisti antiestrogeni su analozi prirodnih hormona koji poseduju dugacak, lipofilan i
fleksibilan lanac u polozaju C7a, i rede bo¢ni niz na C11 i C17 [1]. Oni za razliku od SERM-a
imaju samo estrogen antagonistiCko dejstvo u svim proucavanim tkivima [88]. Ovoj grupi
pripada i fulvestrant (Faslodex®, 11, slika 2.1.2)[90]. On pripada drugoj generaciji antiestrogenih
lekova sa visokim afinitetom prema ER (89% afiniteta estradiola), istim kao i kod tamoksifena,
ali za razliku od njega ne poseduje agonisticko dejstvo na uterus. Ovo jedinjenje se pre svega
upotrebljava za lecenje kancera nakon razvitka rezistencije na tamoksifen.
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Inhibitori enzima aromataze sprecavaju proliferativno dejstvo estrogena na ¢elije kancera
dojke tako §to smanjuju njihovu koncentraciju u organizmu spre¢avanjem njihove biosinteze [27,
28]. lako u biosintezi estrogena ucestvuje niz enzima, enzim aromataza je izabran kao cilj posto
katalizuje poslednju fazu u biosintezi estrogena, aromatizaciju prstena A kod androgena. Na ovaj
nacin se ne inhibira biosinteza drugih fizioloski aktivnih i vaznih steroida. Inhibitori aromataze
se, za razliku od antiestrogena, koriste isklju¢ivo u leéenju kancera dojke kod Zena u
postmenopauzi. Kada bi se ova jedinjenja upotrebljavala kod Zena pre menopauze doslo bi do
nepotpunog suzbijanja biosinteze estrogena i1 povecane stimulacije gonada zahvaljujuéi
,feedback® regulatornom mehanizmu koji povecava koncentraciju luteiniziraju¢eg hormona i
folikul-stimuliraju¢eg hormona nakon inhibicije aromataze [1, 26, 27, 91]. Inhibitori aromataze
pokazuju vecu brzinu i duzinu odgovora na dejstvo u poredenju sa antiestrogenima. Takode kod
njih je retka pojava rezistencije kao i nezeljenih efekata, koji su i kada se pojave blazi u odnosu
na one nastale usled upotrebe antiestrogena [92, 93].

Progestini se primenjuju za le¢enje PR+ kancera dojke, a njihov najpoznatiji predstavnik
je megestrol-acetat (Megace®) [75, 89]. Ovaj lek daje brzi odgovor u poredenju sa
tamoksifenom, posebno kod kancera koji je metastazirao na kosti. Nazalost, on poseduje niz
nezeljenih efekata: muénina, povecanje telesne tezine, retencija te¢nosti, vaginalno krvarenje itd.
Iz tog razloga se progestini koriste kao druga ili treca linija terapeutika, nakon antiestrogena i/ili
inhibitora aromateze.

Poslednjih godina postoje dokazi o povezanosti androgenih receptora (skr. AR) sa
razvojem pojedinih tipova kancera dojke [94]. Medutim, primena androgena nosi sa sobom i
nezeljene efekte: virilizacija, edem, valunzi, zutica itd. Stoga je terapija androgenima ogranicena.
| pored toga oni predstavljaju dobru osnovu za razvoj novih terapeutika [89, 94].

Agonisti gonadotropin-oslobadaju¢eg hormona (eng. Gonadotropin-releasing hormone,
skr. GnRH ili eng. Lutenising Hormone Releasing Hormone, skr. LHRH) je grupa terapeutika
koja potiskuje proizvodnju estrogena od strane ovarijuma na postmenopauzalni nivo [75, 89].
Najcesce se koriste za leCenje ER+ kancera dojke kod Zena koje jo§ uvek nisu usle u menopauzu.

Velike doze estrogena su se pokazale kao efikasna terapija kancera dojke iako stimuliSu
njegov razvoj (,,estrogen paradoks®) [89, 95]. Ova vrsta terapije je efikasna kada se primenjuje
na kancere u naprednim fazama razvoja, kako kao prva linija, tako i nakon pojave rezistencije na
tamoksifen 1 inhibitore aromataze. Medutim ova vrsta terapije je primenljiva samo kod Zena u
postmenopauzi.
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2.1.3.1. CITOHROM P450 AROMATAZA

Steroidogeneza je proces biosinteze steroidnih  hormona  (glukokortikoida,
mineralokortikoida, progestina, androgena i estrogena) polazeéi od holesterola (shema 2.1.1) [91,
96, 97]. Sve transformacije koje se vrSe u okviru steroidogeneze su katalizovane odgovaraju¢im
enzimima. Ovi enzimi se mogu podeliti u dve velike klase proteina: citohrom P450 proteine koji
sadrze hem i hidroksi steroid dehidrogenaze [96, 98]. Citohrom P450 je grupa oksidativnih
enzima koji u svojoj strukturi sadrze oko 500 amino kiselina i jednu hem grupu [99-101].
Oznaku P450 su dobili kao skracanicu od pigment 450, zato Sto u svom redukovanom stanju
kompleksiranom sa ugljen-monoksidom apsorbuju svetlost na 450 nm. Ovi enzimi u procesu
steroidogeneze vrse reakcije hidroksilacije i raskidanja veze izmedu ugljenika [97]. Postoje dva
tipa P450 enzima, koja se biohemijski razlikuju prema mehanizmu po kojem primaju elektrone
od NADPH, kao i njihovoj intracelularnoj lokaciji. Enzimi tipa 1 primaju elektrone od NADPH
preko flavoproteina feredoksin reduktaze i malog proteina feredoksina, dok oni tipa 2 primaju
elektrone od NADPH preko jednog 2-flavin proteina nazvanog P450 oksidoreduktaza (skr. POR)
[100]. Tipu 2 pripada enzim aromataza koji se nalazi u endoplazmati¢nom retikulumu [99-101].

Citohrom P450 aromataza (dr. nazivi: Aromataza, CYP19, P450arom, citohrom
P450arom, estrogen sintaza) katalizuje konverziju C19 androgena, androstendiona i testosterona,
u C18 estrogene, estron i estradiol, respektivno, i to aromatizacijom prstena A steroidnog skeleta
(shema 2.1.1) [91, 98, 99]. S obzirom da su androgeni, muski polni hormoni, odgovorni za
proces stimulacije rasta 1 razvoja muSkih sekundarnih polnih karakteristika, a estrogeni, Zenski
polni hormoni, odgovorni za Zenke sekundarne polne karakteristike, ekspresija aromataze je
izuzetno bitna pre svega u razvoju, a zatim i pravilnom funkcionisanju oganizma, kako kod Zena
tako 1 kod musSkaraca. Kod Zena je ovaj enzim najviSe ekspresovan u granuloza celijama
ovarijuma, ali i u adipocitima (masnhom tkivu), grudima, kostima, centralnom nervnom sistemu i
placenti, kao i testisima muskaraca, hipofizi, tumorima mozga, dojke itd. [91, 100, 102].
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Shema 2.1.1. Steroidogeneza i uloga aromataze u biosintezi steroida
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Kao i svi citohrom P450 enzimi, aromataza se sastoji iz proteinskog dela i hema [103,
104]. Proteinski deo predstavlja jedan polipeptidni lanac koji se sastoji iz dvanaest a-heliksa
(A-L) i deset B-nizova (1-10) rasporedenih u jednu vecu i tri manje ploce, i prati karakteristi¢éno
citohrom P450 savijanje (slika 2.1.2). Aminokiselinske rezidue koje su ukljué¢ene u koordinaciju
hema su Argl15, Trpl41, Argl45, Arg375 1 Arg435 i za njihove boc¢ne lance se HEM vezuje
preko svojih propionskih ostataka jonskim i vodoni¢nim vezama. Androstendion se vezuje za
aktivni centar u kome se nalazi hem pomocu tri vodoni¢ne veze koje se formiraju izmedu
kiseonika iz karbonilnih grupa i bo¢nih nizova Asp309 i Argll5 i Met374. Ovaj supstrat se
vezuje svojom B-stranom okrenutom ka HEMu i 19-metil grupom udaljenom 4 A od atoma
gvozda. Predlozeno je viSe razli¢itih mehanizama aromatizacije steroidnog A prstena [1]. U svim
predlozenim mehanizmima je zajednic¢ka oksidacija C-19 metil grupe do aldehidne i potom njena
eliminacija u obliku mravlje kiseline, a u koje je uklju¢en HEM.

Slika 2.1.3. Struktura aromataze [104]

S obzirom na blizinu HEMu i uces¢e C19 metil grupe androgena u procesu biosinteze
estrogena, hemijske transformacije androgena u cilju dobijanja 19-derivatizovanih steroidnih
jedinjenja su bile 1 ostale znacajna tema naucnih istraZivanja. Ova istraZivanja se vr§e ne samo
radi utvrdivanja mehanizama aromatizacije ve¢ i radi sinteze potencijalnih medikamenata. Pre
svega svrha ovih lekova bi bila leCenje kancera dojke [105]. PoSto je aromataza znacajno bolje
ekspresovana u humanom tkivu kancera dojke nego u zdravom tkivu dojke, za leCenje ove
bolesti potiskivanje ekspresije ili inhibicija aktivnosti aromataze su jedni od glavnih pravaca
istrazivanja. Mehanizam ekspresije aromataze u tkivu kancera dojke jos uvek nije u potpunosti
razjasnjen, pa je terapija inhibitorima aromataze druga terapija koja se primenjuje, odmah nakon
antiestrogena.

12
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2.1.3.2. INHIBITORI CITOHROM P450 AROMATAZE

Inhibitori aromataze se u klini¢koj praksi upotrebljavaju kao druga linija terapije nakon
antiestrogena, pre svega njihovog najvaznijeg predstavnika tamoksifena. Ukoliko kancer razvije
rezistenciju na tamoksifen, lekari se okrecu ovoj vrsti hormonske terapije. Od 2002. godine
istrazivanja su usmerena na ispitivanje njihove neoadjuvantne i adjuvantne, ali i preventivne
primene [106-110]. 1A su pakazali istu ili bolju efikasnost u le¢enju karcinoma dojke u
poredenju sa tamoksifenom. Za razliku od tamoksifena, upotrebom inhibitora ne dolazi do
pojave kancera endometrijuma, vaginalnih krvarenja i1 tromboembolije, ali se povecava
verovatnoc¢a pojave osteoporoze i fraktura kostiju [111-113]. Negativan uticaj na kosti se
sprecava upotrebom steroidnih IA, koji pak mogu da poseduju androgeno dejstvo [114].

Do sada je sintetisan niz steroidnih jedinjenja sa razli¢itim modifikacijama u A, B ili D
prstenu [28], kao i C19-derivatizovana jedinjenja koja su se pokazala kao potentni 1A [115, 116].
Na slici 2.1.4 prikazane su strukture testolaktona i plomestana.

0.0 N

Testolakton Plomestan
Slika 2.1.4. Strukture steroidnih inhibitora aromataze

Testolakton  (trgovacki  naziv: Teslac®, drugi  nazivi:  Fludestrin,  Teolit,
1-Dehidrotestololacton, slika 2.1.4) je neselektivni, ireverzibilni steroidni inhibitor aromataze
(tip 1) prve generacije. Cesto se mesa sa svojim monohidrogenovanim derivatom testololaktonom
(hidrotestolaktonom) [117-120]. Njegova primena u lecenju kancera dojke je pocela 1960. god.,
iako do 1979. god. nije utvrdena njegova sposobnost inhibicije aromataze [1]. Ovo jedinjenje
osim inhibitorne aktivnosti poseduje i anabolicko i slabo androgeno dejstvo [121]. Upravo zbog
slabog inhibitornog dejstva, niza nezeljenih efekata, su njegova klinicka primena i proizvodnja
zvani¢no prestale 2008. godine.

Plomestan (drugi nazivi: 10-propargilestr-4-en-3,17-dion, propargilestrendion, PED,
razvojni kod: MDL-18,962, slika 2.1.4) je ireverzibilni suicidni inhibitor aromataze. lzuzetno je
potentan i vrsi inhibiciju aromataze pri nanomolarnim koncentracijama [122]. Ovo jedinjenje je i
specificno s obzirom da ne inhibira dejstvo drugih P450 enzima [37]. Takode pokazuje
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minimalno hormonsko delovanje, zbog niskog afiniteta prema estrogenim, androgenim i
receptorima progestina. Upravo je ovo dovelo do smanjene pojave nezeljenih efekata u
pretklini¢kim studijama, ali su dalja ispitivanja zaustavljena iz ,,tehnickih razloga® [1].

2.1.3.3. ALDO-KETO REDUKTAZE | NJIHOVA MEDICINSKA PRIMENA

Aldo-keto reduktaze (AKR) su superfamilija NAD(P)(H)-zavisnih oksidoreduktaza
citosola [123]. Sastoji se od oko 190 monomernih proteina klasifikovanih u 16 familija:

1. AKRI1 (reduktaze aldehida, aldoze, hidroksisteroid dehidrogenaze i steroid 5p-reduktaze),
AKR?2 (reduktaze manoze i ksiloze),
AKR3 (AKR-e kvasaca),
AKR4 (reduktaze halkona i kodeinona),
AKRS5 (reduktaze glukonske kiseline);
AKRG6 (B-podjedinice voltaznih kanala za K*),
AKRY7 (reduktaze aflatoksin dialdehida i sukcin semialdehida),
AKRS (reduktaze piridoksala),
AKRS9 (aril alkohol dehidrogenaze),
. AKR10 (Streptomyces AKR-e),
. AKR11 (Bacillus AKR-¢),
. AKR12 (Streptomyces reduktaze Secernih aldehida),
13. AKR13 (reduktaze hipertermofilnih bakteria),
14. AKR14 (reduktaze E.coli),
15. AKR15 (Mycobacterium reduktaze) i
16. AKR16 (V. Cholera reduktaze).

© o N ok~ 0w

e e
N R O

U familije se grupisu na osnovu funkcije proteina i sliCnosti u aminokiselinskoj sekvenci.
Clanovi jedne familije imaju sli¢nost u vise od 40% sekvence, dok subfamilije u vise od 60%.
Ova Klasifikacija predstavlja i osnovu za nomenklaturu ove velike grupe enzima [124]. Osnova
naziva svakog proteina je skracenica AKR, zatim sledi arapski broj koji oznacava familiju,
veliko slovo abecede koje oznacava subfamiliju (kada postoje) 1 na kraju arapski broj koji
oznacava jedinstvenu proteinsku sekvencu. Tako se npr. AKR1 familija sastoji iz pet subfamilija:
A. aldehid reduktaze (kod sisara), B. reduktaze aldoza, C. hidroksi steroid dehidrogenaze (skr.
HSD), D. A*-3-ketosteroid-5p-reduktaze i E. aldehid reduktaze (u biljkama).
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Postoji oko 15 humanih AKR-a koje se mogu svrstati u tri familije AKR1, AKR6 i AKR7
[125,126]. Medu humanim enzimima u steroidogenezu i metabolizam steroida su ukljuceni
AKR1C1-4 (redukuju ketosteroide do hidroksi steroida), pa je njihova inhibicija jedan od vaznih
pravaca u leCenju hormon zavisnih oboljenja [127, 128].

AKR1C1 ima najéescée ulogu 20a-HSD-e i redukuje progesteron (potentni progestin) do
20a-hidroksiprogesterona (slab progestin) [127, 128]. On takode ima ulogu 3p-HSD-e i redukuje
5a-dihidrotestosteron (DHT) u 3B-androstendiol koji je ligand ERP u tkivima poput prostate.
Ovaj enzim je eskpresovan i u pluc¢ima, jetri i mle¢nim zlezdama, ne$to manje u testisima, i
zajedno sa AKR1C2-4 u androgen nezavisnim kancerima prostate. Velika ekspresija AKR1C1
enzima dovodi do pojave cisplatina rezistentnog kancera ovarijuma. Stoga je sintetisan zna¢ajan
broj inhibitora ovog enzima koji se svrstavaju u sledece grupe jedinjenja: benzodiazepame,
steroidne karboksilate, fitoestrogene, derivate pirimidina, ftalimide, derivate antranilne kiseline,
ciklopentane, flavone i komplekse rutenijuma.

AKR1C2 je dominantno 3a-HSD-a i redukuje 5a-dihidrotestosteron u 3p-androstendiol
koji je ligand AR u prostati. Poput AKRIC1 je najviSe ekspresovan u mle¢nim zlezdama i
karcinomoma dojke, endometrijuma i kolorektalnim kancerima. On je vazan s obzirom da
redukuje DHT do slabog metabolita 5a-androstan-3a,17p-diola bez konverzije 3a-diola do DHT-
a u PC-3 ¢elijskoj liniji. Zajedno sa AKRIC1 odrZava proestrogeno i proandrogeno stanje koje
dovodi do kancera prostate otpornog na kastraciju. S obzirom na veliku sli¢nost u strukturi
AKR1C1 i AKR1C2 veoma su retki selektivni inhibitori ovih enzima.

AKRI1C3 je poznat jo$ i kao prostaglandin-F sintaza, ali se naj¢e$¢e nalazi u ulozi
17p-HSD-e i redukuje A%*-androsten-3,17-dion i estron do testosterona i 17p-estradiola,
respektivno. Stoga ovaj enzim utiCe na koncentraciju potentnih androgena i estrogena u
organizmu, a samim tim i na njihovo vezivanje za AR-e i ER-e. Zahvaljujuci tome ovaj enzim
ima uticaj na prostatu, dojke, endometrijum itd. S obzirom da osim estrona, AKR1C3 redukuje i
progesteron do 20a-hidroksiprogesterona, kombinovanim dejstvom u dojkama moze dovesti do
proestrogenog stanja i pogorSanja sposobnosti biosinteze testosterona, supstrata aromataze. Ovaj
enzim zajedno sa AKR1C1 kontolise odnos estradiola i progesterona koji se formiraju lokalno u
endometrijumu 1 mle¢nim Zlezdama. Osim u ova dva tkiva ekspresovan je 1 u pluéima, jetri 1
najvise od svih pomenutih AKR1C enzima u hormon zavisnim i nezavisnim malignitetima.
Najcesce se dovodi u vezu sa hormon nezavisnim karcinomom prostate, karcinomom pluca i
gastroeksfagelarnog spoja. AKR1C3 Kkatalizuje inaktivaciju doksorubicina i povezuje se sa
pojavom doksorubicin rezistentnog kancera dojke. Takode smanjuje aktivnost daunorubicina koji
se primenjuje za lecenje leukemije. Inhibitori AKR1C3 obuhvataju: nesteroidne anti-
inflamatorne lekove i njihove derivate, steroidne hormonske analoge, flavonoide, ciklopentane,
derivate benzoeve kiseline, progestine, komplekse rutenijuma i najSire upotebljavane
antidijabetske lekove, sulfoniluree [129]. S obzirom da je ovaj enzim ukljuéen u biosintezu
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prostaglandina, koji vr$e indukciju kontrakcija materice u toku porodaja, pojedini inhibitori ovog
enzima se koriste za tokolizu [130].

AKR1C4 je ekspresovan u jetri. Ovaj enzim je zaduzen za sintezu zuc¢nih Kkiselina i
redukciju  5a-pregnan-3,20-diona do  3a-hidroksi-5a-pregnan-20-ona  (alopregnanolona).
Dokazano je da ovaj enzim utiCe na manic¢nu iritabilnost kod muskaraca. Medutim njegova
inhibicija dovodi do nedostatka zu¢nih kiselina u organizmu.
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2.2. C19-DERIVATIZOVANI STEROIDI

C19 derivatizovani steroidi su steroidi kod kojih je vodonik/ci iz metil grupe u polozaju
C10 supstituisan/i drugim atomom/ima ili atomskom grupom. Takode za derivate C19 steroida
mogu se smatrati i jedinjenja kod kojih je ugljenik u polozaju C19 povezan sa ugljenikom iz
steroidnog skeleta Cine¢i na taj na¢in dodatni, peti prsten u steroidnoj strukturi, pri cemu je ovaj
prsten ¢esto heterocikli¢ni.

2.2.1. PRIRODNI C19-DERIVATIZOVANI STEROIDI

Znacajan broj C19-derivatizovanih steroida je naden u prirodi. Izolovani su iz nekih
morskih organizama (meki i crni korali, morski sunderi), kao 1 iz biljaka. Uglavnom u poloZzaju
C19 sadrze kiseoni¢nu funkcionalnu grupu, supstituente u razliitim polozajima steroidnog
jezgra i razli¢itim bo¢nim nizovima u 178 polozaju [131-143]. Neki od njih su u bioloskim
testovima pokazali znacajnu aktivnost, kao $to je antiinflamatorna [135], citotoksi¢na [137, 138,
141] i neuroprotektivna [139] aktivnost. Ovde ¢e biti prikazane samo strukture jedinjenja sa
znacajnom bioloskom aktivno$c¢u, a koji su izolovani iz morskih mekih korala i biljaka.

2.2.1.1. STEROIDI IZOLOVANI 1Z MEKIH KORALA

U literaturi je do sada obajvljeno vise od 50 razli¢itih C19 derivatizovanih steroidnnih
jedinjenja izolovanih iz mekih korala [131, 133-140, 144]. Ova jedinjenja u polozaju C19
poseduju hidroksilnu grupu [133, 134, 137-139, 144], aldehidnu [135], acetoksi grupu [137], hlor
[140] ili C10 metoksikarbonil grupu [135]. Na slici 2.2.1.1. date su strukture samo bioloski
potentnih jedinjenja. C19 hidroksi derivati 1-5 su pokazali jaku citotokis¢nu aktivnost prema
A549, HT-29, KB i P-388 ¢elijama kancera [144]. Trioli 6 i 7 su pokazali jaku citotoksi¢nost
prema MCF7/ADR, PC-3 1 HCT-116 ¢elijama [138]. Tetrol 8 je pokazao dobru neuroprotektivnu
aktivnost [139], dok je njegov 5-metoksi analog 9 bio aktivan na P-388 celije kancera [137].
Prema limfocitnoj leukemiji kod miseva (P-388) aktivni su bili i 19-acetoksi derivati 10 i 11
[137]. 19-Okso derivat 12, kao i 10-metoksikarbonil derivati 13 i 14 su pokazali antiinflamatornu
aktivnost [135].
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Slika 2.2.1.1. Strukture odabranih bioloski aktivnih C19-derivatizovanih steroida izolovanih iz
mekih korala

2.2.1.2. STEROIDI IZOLOVANI 1Z BILJAKA

C19-Modifikovani steroidi koji su izolovani iz biljaka naj¢es¢e pripadaju kardenolidima
[142, 143, 145] i bufadienolidima [141, 146], ali su poznati i pregnanski i androstanski derivati
[132] (slika 2.2.1.2).

18



Ivana Kuzminac — Doktorska disertacija

(6] O
/| © /| ©
OHC R
OH @) OH
HO” A o+ )
15, R,=CHO, R,=H 19 20, R=CHO
16, R,=CHO, R,=OH 21, R=CH,OH
17, RIZCHon, RZZH
18, R]ZCHon, RzZOH
O (0] O O
HOI:.‘ HOI:.,
HO HO™
22 23

Slika 2.2.1.2. Strukture C19-derivatizovanih steroida izolovanih iz biljaka

Kardenolidi 15-18 su izolovani iz korena biljke Crossopetalum gaumeri i pokazali su
snaznu citotoksi¢nu aktivnost prema KB ¢elijskoj liniji [145]. 19-Hidroksisarmentogenin (17) je
2013. godine dobijen totalnom sintezom [142], dok je ouabagenin (1B-hidroksi analog jedinjenja
18) dobijen parcijalnom sintezom [143, 147]. Iz jedne vrste kukureka (Helleborus cancosicus)
izolovan je bufadienolid 19 koji je pokazao snaznu citotoksi¢nu aktivnost prema nekoliko
¢elijskih linija kancera [138]. Iz listova biljke Kalanchoe pinnata izolovana su dva bufadienolida
sa okso (20) ili hidroksilnom (21) grupom u C-19 polozaju i 1,3,5-ortoacetatnim delom. Oba
jedinjenja su pokazala snaznu insekticidnu aktivnost prema larvama svilene bube [146]. Brazilski
naucnici [132] su iz lista biljke Trichilia claussenii izolovali i utvrdili strukturu serije steroidnih
jedinjenja, medu kojima su i pregnanski derivati 22 i androstanski derivat 23 koji u svojoj
strukturi poseduju 23,19-hemiketalnu grupu i moguce da imaju znacajan antiparazitski potencijal
s obzirom da ga poseduje ekstrakt ove biljke [148].
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2.2.2. ODABRANE PARCIJALNE SINTEZE C19
DERIVATIZOVANIH STEROIDA

Osim C-19 modifikovanih steroida koji su dobijeni iz prirodnih izvora, postoji i velik broj
onih Kkoji su dobijeni sintezom. Oni su sintetisani radi utvrdivanja/potvrdivanja mehanizma
aromatizacije A prstena kod androgena, ali i za dobijanje potentnih i selektivnih inhibitora
aromataze, kao i citotoksi¢nih agenasa. NajceSi pristupi u sintezi ovakvih jedinjenja su:

1. Otvaranje 5,10-epoksida
2. Sigmatropna [3,3]- ili [2,3]-premestanja

3. Polazec¢i od 5a-halo-6B-hidroksi derivata

2.2.2.1. OTVARANJE 5,10-EPOKSIDA

Otvaranje 5,10-epoksida je najcesce koris¢eno za uvodenje heteroatoma, npr. azota,
sumpora ili halogena (Cl, Br) u polozaj C10 (shema 2.2.2.1) [149-152]. 10B3-Azido jedinjenje 4a
se dobija reakcijom epoksida 1 sa natrijum-azidom u etilen-glikolu, dok njegovom reakcijom sa
odgovaraju¢im kiselinama nastaju jedinjenja 4b-d. Zagrevanjem ovog epoksida sa razli¢itim
alkalnim ili amonijum solima u etilen-glikolu dobijaju se jedinjenja 4e-j [149]. Tioli 5f i 6f
nastaju zagrevanjem epoksida 2 i 3 sa natrijum, odnosno kalijum-hidrogensulfidom [150, 151].
Sekundarni amini 4k i 4l nastaju pak reakcijom epoksida 1 sa odgovaraju¢im primarnim
aminima [149].

R R; R;
P &4 a N3 ,NQN
b SCN i —N /
¢ Cl >’N
Ria d Br HoN
Ry (E)H e CN j /SN
f SH BN
) h NHSO,CH k NH-alkil
114, Ry R;=0OH, Ry Ry=H; e 1 NH-aril

21 Sf, R]) R2 = -OCHzCHzO-, R3 = OAC, R4 = H,
3i 6f, R]) Rz, R3’R4 = -OCHzCHzO-

Shema 2.2.2.1. a) NaNz ili HSCN ili HCI ili HBr u THFu ili odgovarjuée alkalne ili amonijum
soli kiselina za 4e-d (npr. KSH, NaSH itd.) ili NHz-alkil ili NHz-aril u etilen-glikolu ili
propilen-glikolu
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U prethodnim primerima su otvaranjem 5,10-epoksida dobijana 19-nor jedinjenja,
odnosno jedinjenja koja umesto C19 metil grupe poseduju heteroatom. Medutim, na ovaj nacin
se dobijaju i derivati kod kojih je supstituisan vodonik iz angularne metil grupe. Tako je
sintetisan 9,11-hidrogenovani analog potentnog inhibitora aromataze RU54115 (9, shema
2.2.2.2), i to najpre otvaranjem epoksida 7 sa litijum-acetilidom [152]. Ovako dobijena trostruka
veza je potom hidrogenovana do olefinske iz koje je hidroborovanjem pa oksidacijom dobijen
alkohol 8. Mezilovanjem je hidroksilna grupa prevedena u dobro odlaze¢u meziloksi funkciju,
Cijom je supstitucijom sa natrijum-tiometoksidom, a zatim hidrolizom etilenoksidnih grupa
dobijen C19-derivat 9.

O  OH

Shema 2.2.2.2. a) 1. LiC=CH, EDA; 2. H,, BaSO4, Pd(OH)>;
3. BH3, Me:S; 4. H202, NaOH; b) 1. MsCl; 2. MeSNa; 3. HCI.

5,10-Epoksidi mogu biti otvoreni i dejstvom Grignard-ovog reagensa, ali su prinosi niski,
a reakcija je pracena premeStanjem dvostruke veze iz polozaja 9(11) u polozaj 9(10) 1
vezivanjem alkil ili aril grupe u polozaju 11 [153]. Ovom reakcijom je moguce uvesti metil
grupu [154] ili deutero metil grupu [155] kod 19-nor steroida.

2.2.2.2. SINTEZE C19-DERIVATIZOVANIH STEROIDA
SIGMATROPNIM [3,3]- ILI [2,3]-PREMESTANJEM

Iz alilnih alkohola sa hidroksilnom grupom u polozaju C6 ili C11 preko etara i njihovim
kasnijim premestanjem moguce je dobiti odgovarajuée C19 modifikovane steroide [156, 157].
Tako se reakcijom 6-hidroksilnog derivata 10 sa etilvinil-etrom u prisustvu zivinih soli, npr.
zive(ll)-acetata, dobija 6B-viniloksi derivat 11 (shema 2.2.2.3). Do premestanja etra 11 dolazi
zagrevanjem uz nastajanje 19-karbaldehida 12 [156].
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Kao $to je ve¢ re¢eno, do sigmatropnog [3,3]-premestanja (Claisen-ovog premestanja)
dolazi i kod 9-en-11B-ola (shema 2.2.2.4). Kod ovih alkohola do premestanja dolazi ve¢ pri
samoj sintezi etara, pa se tako u sintezi etra 15, koja se vrS$i na temperaturi kljucanja
etilvinil-etra, dobija 3% C19 derivata 14. Njegov prinos se povecava sa povecanjem reakcione
temperature, i na 80 °C iznosi 80%. Isti je i prinos jedinjenja 16, koje se dobija reakcijom
dienona 13 sa dimetilacetamid-dimetilacetalom zagrevanjem uz refluks [157].
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Shema 2.2.2.4. a) EtOCH=CH>, Hg?**; b) Me.NC(OMe):Me, ksilen.

Za razliku od [3,3]-premestanja, kod [2,3]-premesStanja (Wittig-ova premestanja)
11-alilnih steroidnih etara ili tioetara radi dobijanja dobrih prinosa proizvoda reakciju je potrebno
izvoditi na niskoj temperaturi. Tako do premestanja kod tioetara 17a i 17b dolazi na -78 °C, pri
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Cemu se U reakciji jedinjenja 17a dobija i jedinjenje 19 koje verovatno nastaje duplim
premestanjem i to u prinosu od 4% (shema 2.2.2.5) [157].

0 | 0 0

R_S 3 R

a
—_— +
0 o) 0
SCH,COOEt
17a, R=COOEt 18a (34%)
17b, R=CN 18b (92%) 19

Shema 2.2.2.5. a) 1. LIN(TMS)2, THF; 2. Mel.

2.2.2.3. SINTEZE C19-DERIVATIZOVANIH STEROIDA POLAZECI OD
S5a-HALO-6p-HIDROKSI DERIVATA

Najces¢a polazna jedinjenja u sintezi  C19-derivatizovanih  steroida su
5a-halo-6B-hidroksi derivati. Oni se jednostavno dobijaju iz 5,6-olefina adicijom odgovarajuce
HOX, gde je X = CI ili Br. Postoje dva sintetska puta kojima se polaze¢i od pomenutih
halohidrina dolazi do C19-derivata steroida. Prvi je preko nestabilnih nitrita, a drugi preko
6,19-epoksida.

2.2.2.3.1. SINTEZE 19-DERIVATIZOVANIH STEROIDA PREKO NITRITA

Vise razli¢itih  steroida  (androstendiol-diacetat,  dehidroepiandrosteron-acetat,
pregnenolon-acetat i holesteril-acetat) su prevedeni u Sa-hlor-6p-hidroksi derivate 20a-d, koji su
kori$éeni kao polazna jedinjenja u sintezi C19-derivatizovanih steroida. 1z ovih halohidrina su
reakcijom sa nitrozil-hloridom dobijeni nestabilni nitriti 21a-d (shema 2.2.2.6) [158-160].
Fotolizom (ozra¢ivanjem sa zivinom lampom) ovih jedinjenja u toluenskom rastvoru su dobijena
nitrozo jedinjenja 22a-d, ¢ijim je daljim zagrevanjem u metanolu ili 2-propanolu doslo do
premestanja i nastajanja oksima 23a-d. Na sli¢an nacin su dobijeni 19-oksimi 25a i 25b polaze¢i
od 2B-hidroksilnih derivata 24a i 24b (shema 2.2.2.7) [161].
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Shema 2.2.2.6. a) NOCI, piridin; b) toluen, hv; ¢) MeOH ili 2-PrOH, A.
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Shema 2.2.2.7. a) 1. NOCI, piridin; 2. toluen, hv; 3. 2-PrOH, A

2.2.2.3.2. SINTEZE 19-DERIVATIZOVANIH STEROIDA PREKO 6,19-EPOKSIDA

Najcesce korisceni nacin za dobijanje C19-derivatizovanih steroidnih jedinjenja je preko
reakcije ciklizacije halohidrina slicne Hofman-Loffler-Freytag-ovoj reakciji halogenovanih
amina [157, 162]. U ovim sintezama se polaze¢i od 5a-halo-6B-hidroksi derivata 26 prvo dobija
6,19-epoksid 27 reakcijom hidroksilne grupe sa olovo-tetraacetatom (shema 2.2.2.8) [163-166].
Potom se vrsi njegovo reduktivno otvaranje uz nastajanje 5-en-19-ola 28. R: i Rz kod ovih
jedinjenja mogu biti vodonik ili acetoksi grupa, dok je X hlor ili brom. Reakcije se radene kod
razli¢itih C-17 steroida. Naime, Rz i R4 moze biti keto grupa, odnosno Rz moze biti OH, OAc,
CgHi7, CHOHCHj3s, CHOACcCHs3, COCHzs itd., a R4 vodonik ili metil grupa.
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Iz 6,19-epoksida 27 se mogu dobiti i 19-modifikovani steroidi sa 4-en-3-on sistemom 30
(shema 2.2.2.8) [167, 168]. Ovo je moguce izvrsiti samo kod jedinjenja kod kojih je R1 acetoksi
grupa, a R2 vodonik. Prvo se vrsi hidroliza acetoksi grupe najéesée kalijum-karbonatom, a zatim
oksidacija dobijene hidroksilne grupe do keto. Na taj nacin se dobija nestabilni 3-keto-5a-halo
derivat, koji lako podleze dehidrohalogenovanju uz nastajanje 4-en-3-on-6,19-etra 29 [169].
Njegovim reduktivnim otvaranjem se zatim dobija 19-hidroksi derivat 30. Ovo je jednostavniji i
brzi nacin sinteze 19-hidroksi enona 30 od ranije upotrebljavanih u kojima su kao polazna
jedinjenja sluzili 5,19-dihidroksi derivati [170-172].

R3
H O A\ R 4
R,
28
R3
H O A\ R 4
29 30

Shema 2.2.2.8. a) Pb(OAC)s; b) reduktivno otvaranje;
¢) 1. K2CO3, MeOH, H20; 2. Jones-ov reagens, Me>CO; 3. NaOAc, MeOH.

DOBIJANJE 6p,19-EPOKSIDA REAKCIJOM 6B-ALKOHOLA SA OLOVO-TETRAACETATOM

S obzirom da su dve klju¢ne faze u dobijanju C19-derivatizovanih steroida preko
6P,19-epoksida ciklizacija i reduktivno otvaranje, potrebno je reci nesto vise o svakoj od ovih
faza. Cikli¢ni 6,19-etar se dobija iz 6B-alkohola pomocu olovo-tetraacetata. Olovo-tetraacetat je
oksidacioni agens, izvor acetoksi grupe u organskoj sintezi, kao i reagens koji se koristi za
uvodenje olova u organo-olovna jedinjenja [173]. Njegovom reakcijom sa alifati¢cnim alkoholima
se dobijaju karbonilna jedinjenja i/ili cikli¢ni etri [174]. U kom smeru ¢e se reakcija odvijati i
njen prinos zavise od rastvaraca koji se upotrebljava, ali i od samog supstrata. Dobijanje
karbonilnih jedinjenja je favorizovano u polarnim ili baznim rastvara¢ima (posebno piridinu),
dok cikli¢ni etri nastaju u neutralnim nepolarnim rastvarac¢ima (npr. refluktuju¢em benzenu).
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Mechanizam mogucéih reakcija alifati¢nih alkohola sa olovo-tetraacetatom je prikazan na shemi
2.2.2.9 [174-176]. Iz sheme se vidi da u prvoj fazi nastaje intermedijer 32 koji heterolitickim
cepanjem veza daje keton 33. Homolitickim cepanjem veza dobija se aldehid 36 zajedno sa
alkanom 37, alkenom 38 i acetatnim estrom 39. Poput ovog i mehanizam nastajanja cikli¢nih
etara 41 i 42 je radikalski. Dodavanje joda u procesu dobijanja cikli¢nih etara se poveéava njihov
prinos, ali taj mehanizam jo$ uvek nije razjasnjen. S obzirom da je olovo-tetraacetat nestabilan i
degradira se na elementarno olovo i siréetnu kiselinu, radi njegove stabilizacije u reagens se
dodaje siréetna kiselina. Kako bi se neutralizovala siréetna kiselina u reakcionu smesu se ¢esto
dodaje kalcijum-karbonat. Posto se ove reakcije odvijaju po radikalskom mehanizmu, one vrlo
Cesto zahtevaju primenu fotokatalizatora ili ozra¢ivanje lampom znacajne jacine, npr. 500 W u
slu¢aju steroida, i zagrevanje uz refluks.
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Shema 2.2.2.9. Mehanizmi reakcije alkohola sa olovo-tetraacetatom
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Kod dobijanja steroidnih 6f,19-epoksida u reakcionu smeSu se uvek dodaju jod i
kalcijum-karbonat, dok se kao rastvara¢ najcesce koriste cikloheksan [163-167], benzen
[168,169] ili njihova smesa [177]. Kao izuzetak se javlja dobijanje epoksidnog mosta 44 iz
6p—alkohola 43 (shema 2.2.2.10) koji u polozaju C5 ne sadrzi halogen [178]. Kod njega je
epoksidacija izvrSena olovo-tetraacetatom u suvom benzenu, ali bez prisustva joda i
kalcijum-karbonata. Medutim, na taj nacin je reakciono vreme bilo duze, i umesto 50 min.-2,5 h
iznosilo je 18 h. U ovom slucaju je identifikovan i sporedni proizvod, 6-keto derivat 45, nastao
oksidacijom 6pB-hidroksilne grupe polaznog alkohola 43.

43 44 45
Shema 2.2.2.10. a) Pb(OAC)a4, suvi CeHe, refluks, 18h.

U ovim reakcijama karbonilna i acetilovana jedinjenja nisu jedini sporedni proizvodi.
Kao alternativa dobijanju cikli¢nih steroidnih etara sa olovo-tetraacetatom se Cesto deSavaju
skeletne fragmentacije [174, 179]. Do ovih fragmentacija dolazi kada nema odgovaraju¢e C-H
veze dostupne alkoksi radikalu 40 (shema 2.2.2.9) generisanom u nepolarnim uslovima. Tada
dolazi do raskidanja veze izmedu dva ugljenikova atoma i to one kod viSe supstituisanog
susednog centra u skladu sa redosledom stabilnosti alkil radikala (terc > sec > prim). Tako kod
5-hidroksi steroida 46 (shema 2.2.2.11) dolazi do oksidativne C5-C10 p-fragmentacije i dobijaju
se dva stereoizomerna nezasi¢ena 5,10-sekosteroidna 5-keto derivata 47 i 48 kao glavni
proizvodi, i jo§ Cetiri sporedna proizvoda od kojih su dva seko [180-184]. Do sli¢nih
fragmentacija dolazi i kod hidroksilne grupe u polozaju C14 [185, 186].
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Shema 2.2.2.11. a) Pb(OAC)as, I2, CeHe.

Do fragmentacije dolazi i kod polihidroksilnog sterola 53 (shema 2.2.2.12) u reakciji sa
olovo-tetraacetatom, ali ovaj put u siréetnoj kiselini kao rastvarac¢u [187, 188]. Na ovaj nacin se
dobija 5-okso-5,6-seko-6-aldehid 54. Ova reakcija je izvedena i u Sa-ergostanskoj seriji, pri
¢emu je dobijen analogni 5,6-seko derivat.

C8H17 CSH17

a
— |
HO N HO 0
HO Gh OHC
53 54

Shema 2.2.2.12. a) Pb(OAc)as, AcOH.

REDUKTIVNO OTVARANIJE 6p3,19-EPOKSIDA

Reduktivno otvaranje 6p3,19-epoksida uz nastajanje 19-alkohola je moguce izvrsiti sa
cinkom u prahu u razli¢itim rastvara¢ima ili sa litjumom u te¢nom amonijaku [163, 164].
Najcesce se ova redukcija vrsi sveze aktiviranim cinkom u prahu u etanolu [165, 166, 177],
glacijalnoj siréetnoj kiselini [164, 167, 168] ili smesi glac. siréetne kiseline i 2-propanola [189,
190], zagrevanjem uz refluks. Kada se reduktivno otvaranje 6,19-oksida vrsi cinkom u prahu u
glac. siréetnoj kiselini nastaju 19-alkoholi ili/i 19-acetoksi derivati (shema 2.2.2.13) [174, 168].
Tako otvaranjem epoksida epiandrosteronske serije 55a se dobija 19-acetoksi derivat 56a, dok se
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kod jedinjenja 55b-d dobijaju samo 19-alkoholi 56b-d [164]. U slu¢aju enona 57, reduktivnim
otvaranjem se dobija smesa 19-alkohola 58 i 19-acetoksi derivata 59 [168].

2 Ro
R30 a, R15R3 :AC, RZZO
b, R] = AC, Rz = BOAC, R3 =H
LR ¢, R| = Ac, R, = BCH(OAc)CH3 Ry =H
R; f R; b,R; = Ac, Ry =BCgH;7 R;=H

S5a-d S6a-d

OAc OAc OAc
HO AcO
0 - +
O 0 O
57 58 59

Shema 2.2.2.13. a) Zn, glac. AcOH.

Reduktivnim otvaranjem hemiketala 61a i 61b, prethodno dobijenih reakcijom oksima
60a i 60b sa in situ generisanom azotastom Kkiselinom, se ne dobijaju 19-alkoholi ve¢
19-aldehidna jedinjenja 62a i 62b (shema 2.2.2.14) [191].

R R

OHC
b
—_—
AcO

OH a, R = BOAc
60a-b 61a-b 62a-b b,R=0

AcO

Shema 2.2.2.14. a) NaNO>, AcOH, st, 2h; b) Zn, AcOH, refluks, 30min.
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2.2.3. HEMIJSKE TRANSFORMACIJE 19-HIDROKSILNIH
STEROIDA U CILJU DOBIJANJA DRUGIH C19 STEROIDNIH
DERIVATA

Najces¢im nacinom za C19-derivatizaciju steroida, reduktivnim otvaranjem cikli¢nih
6,19-etara, se dobijaju 19-alkoholi. Ovako dobijeni alkoholi su dalje podvrgavani hemijskim
transformacijama u cilju modifikovanja drugih delova steroidnog skeleta. Tako su uvodene ili
uklanjane dvostruke veze [192], epoksidne i hidroksilne grupe [193]. Ali i sama 19-hidroksilna
grupa je posluzila za dobijanje drugih 19-derivatizovanih steroida. Kao i svi alkoholi oni se lako
prevode u odgovarajuce etre i estre [194, 195]. Ove funkcionalne grupe su najée$c¢e uvodene radi
zaStite hidroksilne grupe u daljim sintezama, ali i radi dobijanja dobro odlazecih grupa za
reakcije supstitucije, npr. toziloksi i meziloksi grupe. Upravo supstitucijom ovih grupa se u
C19-polozaj uvode halogeni, ali i nitrilna i azidna funkcija, i to kod razli¢itih steroidnih sistema
(androstana, kortikoida, pregnana, kardenolida, holestana) (shema 2.2.3.1) [196-205]. Od
halogena, jedino je fluor uveden direktno supstitucijom hidroksilne grupe i to reakcijom sa
a-fluorovanim aminima, npr. 2-hloro-1,1,2-trifuoro-trimetilaminom [196].

HO F
a
—_—
1 2
l b
RO R
C
—_— >
3,R=Tsili Ms 4,R=F, Cl, Br, CN ili Ny

Shema 2.2.3.1. a) a-fluorovan amin, CH2Clz; b) TsCl ili MsCl, aps. Py;
c) metalni halid (LiF, LiCl, LiBr ili AgF), CH3CN ili DMA ili NaCN ili NaNs, HMPA

19-Tozil i mezil estri se koriste i za dobijanje 5,10-ciklopropanskih derivata (shema
2.2.3.2) [206-208]. 19-Toziloksi derivat 5 u reakciji sa kalijum-acetatom daje dva proizvoda,
6o-acetat 6 1 6a-alkohol 7, dok njegov meziloksi analog 11 daje 6B-hidroksi derivat 12. U
reakciji sa natrijum-azidom 19-tozilat 5 daje takode dva 5,10-ciklopropanska steroida i to sa
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60-azidnom (8) i 6a-alkoksidnom (9) funkcijom. Zagrevanjem uz refluks jedinjenje 5 u
piridinskom rastvoru daje 5,19-ciklo-6-en derivat 10. Mehanizam ovih reakcija je prikazan na
shemi 2.2.3.3. 1z ovog mehanizma je moguce zakljuciti da je homoalilni premos¢eni karbokatjon
koji nastaje iz tozilata stabilizovan distribucijom naelektrisanja izmedu polozaja C19 i C6 [208].

TsO
—> +
AcO AcO Y AcO I

s ] OAc OH
\ 7
lc
AcO AcO Y AcO X
Nj OR
10 8 9, R=Etili iPr
MsO
Li% :
— >
AcO AcO
OH
11 12

Shema 2.2.3.2. a) KOAc, dioksan/H20; b) NaN3, EtOH ili 2-PrOH; ¢) Py, refluks;
d) KOAc, dioksan/H20.
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Shema 2.2.3.3. Mehanizam dobijanja 5,10-ciklopropanskih steroidnih derivata

Ukoliko 19-toziloksi ili meziloksi steroid ima 3-en-4-onski sistem, kao $to je to slucaj
kod jedinjenja 13 tada do intramolekulske ciklizacije dolazi u polozaju C6 i nastaje 6,19-ciklo
proizvod 14 (shema 2.2.3.4) [209, 210].

RO

O O
13, R=Tsili Ms 14
Shema 2.2.3.4. a) NaOMe u MeOH ili KOH u iPrOH

Polazeci od 19-hidroksilnih steroida dobijen je i znacajan broj 2,19-premosc¢enih derivata
[211-214]. Jedan od najznacajnijih primera ovih transformacija je dobijanje 2,19-metilenoksi
derivata 18 polazeci od alkohola 15 (shema 2.2.3.5) [212, 213]. Sintezom metoksimetil etra 16 i
njegovom daljom transformacijom u dienol etar 17, a zatim intramolekulskim alkilovanjem
katalizovanim Lewis-ovom kiselinom dobija se premosceni derivat 18.
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Shema 2.2.3.5. a) CICH20CH2CH,OCHg3s, iPraNEt, CH2C12; b) LDA, MesSiC1, THF; ¢) TiCl,
CH»C1..

i
lo
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Jedna od najée$¢ih i najvaznijih hemijskih transformacija 19-hidroksilne grupe 19 je
oksidacija do odgovarajuceg aldehida 20 ili karboksilne kiseline 21 (shema 2.2.3.6) [215, 216].
Ove transformacije su vrSene na skoro svim steroidnim grupama, od androstana, pregnana i
holestana, do kardenolida i spirostana. Oksidacija do aldehidne grupe se vrsi nizom oksidacionih
reagenasa: hrom(VI)-oksidom u smes$i piridina i vode, kompleksom CrOs-tBuOH u aps.
benzenu, piridinijum-dihromatom u metilen-hloridu, Swern-ovim reagensom (1. oksalil-hlorid,
DMSO; 2. EtzN), kao i TPAPom u metilen-hloridu i uz prisustvo NMO-a kao kooksidansa [166,
215-223]. Aldehidi se takode dobijaju i mikrobioloskim oksidacijama [172]. Karboksilna grupa
se dobija oksidacijom hrom(VI)-oksidom i sumpornom kiselinom u acetonu kao rastvaracu ili
Jones-ovim reagensom (CrOs, sumporna kiselina i voda) [167, 215, 216, 224].

OHC HO HOOC

20 19 21
Shema 2.2.3.6. Oksidacije 19-alkohola
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Sinteza 19-aldehida je izuzetno bitna zbog njegove reaktivnosti u velikom broju reakcija
nukleofilne adicije. Upravo ovo omoguéava dobijanje raznovrsnih C19 steroidnih derivata
polazeci od odgovarajucih aldehida. Pomocu dve takve reakcije se produzava ugljovodoni¢ni niz
na C19 a to su Grignard-eva i Wittig-ova reakcija. Wittig-ovom reakcijom se dobijaju
odgovaraju¢i olefini 22 koji hidrogenovanjem daju alkil derivate 23, ili pak ukoliko na
olefinskom ugljeniku postoji halogen, dehidrohalogenovanjem nastaje alkin 27 (shema 2.2.3.7)
[189, 225, 226]. Na ovaj nacin je uvedena etinil grupa u C19 polozaj koja je inaCe prisutna u
plomestanu (MDL-18,962), potentnom inhibitoru enzima aromataze [227].

a b
—_— —_—
20 22 23
l c
N
HyCO OHC Cl 7
d e f
—_— —_— —_—
24 25 26

Shema 2.2.3.7. a) MePPhsBr, nBuLi, Et,0; b) Hz, PtO2, EtOH; ¢) MeOCH2PPhsCl, nBulLi,
THF; d) HCI, Me2CO; e) CICH2PPh3ClI, nBuLi, THF; f) nBuLi, THF, CeHaa.

27

Grignard-evom reakcijom se iz aldehida dobijaju odgovarajuéi stereoizomerni
sekundarni alkoholi 28 (shema 2.2.3.8) [228-231]. Njihovom oksidacijom se dobijaju
odgovarajuci 19-keto derivati 29.

/I
/

OHC

20 28 29
Shema 2.2.3.8. a) HC=CMgBr, THF; b) Jones-ov reagens, Me>CO.
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19-Aldehidi podlezu reakcijama redukcije, ali ono $to je specificno za aldehide sa
4-en-3-on sistemom 30 jeste da osim redukcije aldehidne grupe do hidroksilne dolazi i do
ciklizacije (shema 2.2.3.9) [232]. Tako reakcijom aldehida 30 sa cinkom u razblazenoj siréetnoj
kiselini dolazi do reduktivne ciklizacije i dobija smesa se R i S izomera 31, u kojoj je R-izomer
glavni proizvod. Medutim kada je ova reakcija izvrSena litijumom u amonijaku, osim ova dva
proizvoda dobijen je 17p-hidroksilni analog 32, 19-dekarboksilovani A9 derivat 33a i njegov
17-hidroksilni analog 33b.

O (0] OH R
OHC
ailib OH + oH +
O (o] (o] (0]
30 31 32 33a, R=0
33b, R=fOH

Shema 2.2.3.9. a) Zn, AcOH, H20; b) Li, te¢ni NHa.

Nukleofilnom adicijom azotnih jedinjenja na aldehidnu grupu se dobijaju odgovarajuéi
imini (shema 2.2.3.10) [204]. Tako se iz aldehida 20 dobija imin 34 koji redukcijom daje
sekundarni amin 35. Ovaj sintetski postupak je odli¢na alternativa dobijanju 19-oksima iz
steroidnih  nitrita. Polazeéi od aldehida 20 oksim 36 se dobija reakcijom sa
hidroksilamin-hidrohloridom [158, 204, 233]. Njegovom redukcijom se dobija primarni amin 37
koji sa anhidridima organskih kiselina daje amid 38. Najéesca transformacija steroidnih 19-
oksima 36 je reakcija dehidratacije u kojoj se dobijaju nitrili 39 [158-161, 226, 234].
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OHC MeN MeHN
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20 34 35
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— (jﬁ% — (itf
37 38

36

CN

39

Shema 2.2.3.10. a) MeNH2, EtOH, H20; b) LiAlH4, Et20; ¢) HONH2-HCI, EtOH, H.0 ili Py; d)
Ac20 ili (CF3C0O)20, DMAP, atm. N2; e) Ac20.

| 19-karboksilne kiseline se mogu Koristiti za dobijanje amino derivata (shema 2.2.3.11),
a na ovaj nacin se dobijaju 19-nor-10-amini [233, 235]. Najbolji prinosi ovih sinteza se postizu
prema modifikovanoj Ruggieri-voj proceduri [235, 236]. Prvo se 19-karboksilna kiselina 21
prevede u meSoviti anhidrid, a potom se nukleofilnom supstitucijom dobija azid 40. Zagrevanjem
azida 40 u toluenu, dolazi do njegovog premestanja i dobija se izocijanat 41. Kiselom hidrolizom
izocijanata 41 nastaje 10-amino derivat 42.

O
1
¢
HOOC N;0C N H,N
a b c
—_ = e —_ =
41

21 40 42

Shema 2.2.3.11. a) 1. CICOOC:Hs, EtsN, THF, 2. NaNs, H20, atm. N2; b) CéHsCH3; ¢) AcOH
ili HCI.
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2.2.4. HEMIJSKE TRANSFORMACIJE
C19-DERIVATIZOVANIH ANDROSTANA U CILJU
DOBIJANJA ESTRANSKIH DERIVATA

C19-Derivatizovani androstani se mogu hemijskim transformacijama prevesti u A ili
B-homo estrane. Homo steroidi se mogu dobiti iz 19-hidroksi i meziloksi derivata (shema
2.2.4.1) [237, 238]. Tako je jedinjenje 2, A-homo strukture, dobijeno slu¢ajno. Naime, u cilju
uvodenja atoma joda u C19 polozaj, alkohol 1 je podvrgnut reakciji sa MTPI u
dimetilformamidu, ali je kao proizvod dobijen steroid sa sedmoclanim A prstenom [237].
B-homo jedinjenje 4 je pak dobijeno iz 19-meziloksi derivata 3 zagrevanjem uz refluks u
piridinskom rastvoru [238].

HO

Shema 2.2.4.1. a) MTPI, DMF, st; b) Py, refluks.

Kada se 19-karboksilna kiselina 5 zagreva u piridinu dolazi do dekarboksilacije i
nastanka 19-nor steroida 6, uz pomeranje dvostruke veze iz polazaja A* u A9 (shema 2.2.4.2)
[167]. 4-En-3-onska konjugacija se zadrzava kada se dekarboksilacija vr$i dejstvom kiseline u
metanolnom rastvoru [239, 240]. 19-Nor steroidi se mogu dobiti i iz aldehida i to dejstvom jake
baze [241].
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@)

©)

10 11
Shema 2.2.4.2. a) Py, A; b) H*, MeOH; ¢) KOH, MeOH, H0.

Jedan od nacina za laboratorijsko dobijanje estrogenih hormona i njihovih derivata iz
odgovaraju¢ih androgena je upravo polaze¢i od 19-hidroksi androstana (shema 2.2.4.3) [242,
243]. Dejstvom kalijum-hidroksida na jedinjenje 12 dobija se estronski derivat 13. Medutim kada
se na isto jedinjenje deluje natrijum-hidrogenkarbonatom, dobija se jedinjenje 14. Ono nastaje u
tri faze. Prvo se vr$i migracija hidroksimetil grupe sa polozaja C10 u polozaj C4. Potom dolazi
do dehidratacije, nakon koje izomerizacijom nastaje estronski proizvod 14. Kada su kao polazna
jedinjenja koris¢eni 19-acetoksi derivati 15 i 17 reakcije aromatizacije su takode izvodene u
metanolu, ali su kao Kkatalizatori koris¢eni natrijum-hidroksid, kalijum-karbonat i
p-toluensulfonska kiselina [244, 245].
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HO
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—_—
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Shema 2.2.4.3. a) KOH, MeOH; b) NaHCO3, MeOH,;
c) NaOH ili K.COs ili p-TsOH, MeOH.

Ove sinteze estrogena ukazuju da su 19-hidroksilovani androgeni intermedijeri u
poslednjoj fazi biosinteze estrogena, aromatizaciji A prstena androgena. 1z ovih istrazivanja se
vidi da je dovoljna jedna 19-hidroksilna grupa da do aromatizacije dode [246, 247]. Pored toga
utvrdeno je i postojanje 19-okso intermedijera u biosintezi estrogena [248, 249], koji moze da
nastane samo daljom oksidacijom ili hidroksilacijom na C19 [250]. Trec¢a hidroksilacija na C19
se ne desava usled sternih smetnji koje su potvrdene kristalografskim ispitivanjem
19-hidroksilovanih androgena [251]. Ipak do trece oksidacije dolazi i tada se vrsi raskidanje
C10-C19 veze, koje je inicirano apstrahovanjem 1B-vodonika [252]. Ovo je potvrdeno
upotrebom 19-hidroksilovanih steroida kao supstrata aromataze placente.
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2.2.5. BIOLOSKA AKTIVNOST SINTETIZOVANIH
C19-DERIVATIZOVANIH STEROIDA

Istrazivanja su pokazala da je C19-pozicija u steroidnoj strukturi bitna za orjentaciju
steroidnog supstrata u aktivnom centru enzima aromataze i da se pojedine grupe, kao npr.
hidroksilna, u ovom polozaju mogu koordinisati sa hemom [253, 254]. Ovo je dovelo do sinteze i
ispitivanja inhibitorne aktivnosti velikog broja C19-derivatizovanih steroida, od kojih su neki
prikazani na slici 2.2.6.1. Najpoznatiji medu njima i izuzetno potentan IA je plomestan (1) [255,
256]. On je odli¢an ireverzibilni inhibitor aromataze, ¢iji pojedini 19-hidroksi derivati su takode
pokazali znacajnu inhibitornu aktivnost [230, 231]. Kao dobri IA su se istakli 19-metil 2 [257] i
hidroksi derivati 3 i 4 [187, 258], ali i oksiranski i tiiranski derivati 5 i 6 [259-262]. Kod oksirana
I tiirana, R-izomeri su bolji 1A, i sumporni derivati od kiseoni¢nih, s obzirom da bolje koordini$u
sa hemom. U skladu sa ovom ¢injenicom, i tio jedinjenja 7, 8 i 9 su pokazala izuzetnu
antiaromataznu aktivnost [150-152, 263]. Utvrdeno je takode da se uvodenjem nitrilne grupe u
polozaj C10 postize izuzetna inhibitorna aktivnost na enzim aromatazu, ali i selektivnost, jer
jedinjenja 10, 11 i 12 gube anabolicko, androgeno i progesteronsko dejstvo [158, 160].

2t st

3,R=Hili Me 4

AP &5P AP

7,R=0iliH,BOH 8,R=0ili H, BOH

ﬁ@g@g@g&fﬁ

9 (RUS4115)

0

Slika 2.2.5.1. Strukture pojedinih C19 derivatizovanih steroida
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Medutim, nisu svi 19-derivatizovani steroidi selektivni. U androstanskoj seriji pojedini
19-hidroksi derivati pokazuju androgeno dejstvo [264], dok se neki 19-okso i alkoksi derivati
mogu koristiti u lecenju benigne hipertrofije prostate i simptoma menopauze, ali i za povecanje
libida i u kontraceptivne svrhe [265-268]. Novija istrazivanja ukazuju i na antiviralno dejstvo
koje pokazuju pojedini C19 pregnanski derivati prema virusu herpesa [269].
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3. REZULTATI I DISKUSIJA

Imajué¢i u vidu antitumorski potencijal steroidnih D-homo laktona, kao i
C19-derivatizovanih steroida, u ovom radu je sintetisan niz jedinjenja sa ovim strukturnim
karakteristikama. Polazni D-homo lakton je dobijen prema poznatom postupku [270-272], a uz
izvesne eksperimentalne modifikacije. 1z D-homo laktona su dobijeni steroidni 5,6-halohidrini,
koji su oksidativnom ciklizacijom dali 6,19-epoksi steroide, a oni su reduktivnim otvaranjem dali
19-hidroksi derivate. 19-Hidroksi derivati daljim hemijskim transformacijama daju niz
C19-derivatizovanih steroida. Na slikama 3.1-3.4. su prikazane strukture sintetisanih jedinjenja.
Na slici 3.1. su prikazane strukture 5,6-disupstituisanih halohidrina i dihalogenida, a na slici 3.2.
strukture 5,6-disupstituisanih kiseoni¢nih derivata. Strukture sintetisani 6,19-epoksi steroida su
prikazane na slici 3.3, dok su svi novosintetisani C19-derivatizovani D-homo laktoni prikazani
na slici 3.4. U cilju utvrdivanja bioraspolozivosti sintetisanih molekula izvrSena je analiza
podudarnosti izracunatih molekulskih deskriptora sa Lipinski, Veber i Oprea pravilima.
Antitumorski potencijal novosintetisanih jedinjenja je ispitan testiranjem njihove in vitro
antiproliferativne aktivnosti prema odabranim ¢elijskim linijama humanih tumora, zatim
sposobnoscu vezivanja za kljucne steroidne receptore 1 inhibitorne aktivnosti na neke od enzima
steroidogeneze. Kod novosintetisanih jedinjenja koja su pokazala znacajnu biolosku aktivnost
uraden je virtuelni skrining zasnovan na strukturi liganda, a u cilju utvrdivanja molekulskih
osnova dobijenih rezultata.
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Slika 3.1. Strukture sintetisanih 5,6-disupstituisanih halogenih derivata
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29 30 31 32

Slika 3.3. Strukture sintetisanih 6,19-epoksi derivata
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3.1. SINTEZA

3.1.1. SINTEZA POLAZNOG STEROIDNOG D-HOMO
LAKTONA

Prekursor u sintezi svih novosintetisanih  androstanskih  derivata bio je
3B-acetoksi-17-oksa-17a-homoandrost-5-en-16-on (5). Ovo jedinjenje je dobijeno visefaznom
sintezom polaze¢i od dehidroepiandrosterona 1 prema poznatom postupku uz izvesne
eksperimentalne modifikacije (shema 3.1.1) [270-272].

L»

A5
e

HO

Ny

OH

HO

“@%

AcO

h
®)
®)

Shema 3.1.1. Reakcioni uslovi: a) i-AmONO, t-BuOK, t-BuOH, st, 24h (99%); b) NaBHa,
EtOH, st, 90 min. (86%); c) 1. KOH, (CH20H)., refluks, 3h, 2. HCI (1:1) (96%); d) Ac20, aps.
Py, st, 23h (81%).

U prvoj fazi sinteze izvrseno je oksiminovanje pomocu i-amil-nitrita u baznoj sredini, na
sobnoj temperaturi u toku 24h. Na ovaj nacin je dobijen 17-keto-16-oksim 2 u prinosu od 99%.
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Stereospecifiénom redukcijom keto grupe na C-17 jedinjenja 2 natrijum-borhidridom u etanolu
na sobnoj temperaturi u toku 90 min. dobijen je 17B-hidroksi derivat 3 u prinosu od 86%.
Stereohemija na dvostrukoj vezi oksiimno grupe kod jedinjenja 2, kao i hidroksilne grupe kod
jedinjenja 3 potvrdena je rendgeno-strukturnom analizom (slika 3.1.1). Dobijeni
17B-hidroksi-16-oksim 3 je zagrevan uz refluks sa kalijum-hidroksidom u etilen-gikolu u toku
3h, pri cemu dolazi do Beckmann-ove fragmentacije I nastajanja
16,17-seko-17-hidroksi-16-karboksilne kiseline na naéin opisan u literaturi [273]. Do
laktonizacije dolazi pri kiseloj obradi reakcione smeSe uz nastajanje D-homo laktona 4 u prinosu
od 96%. Na kraju, jedinjenje 5 je dobijeno acetilovanjem hidroksilne grupe u polozaju C-3
acetanhidridom u apsolutnom piridinu na sobnoj temperaturi u toku 23h. Prinos ove reakcije je
bio 81%.

Slika 3.1.1. ORTEP 3D [274] prikazi molekulskih struktura jedinjenja 2 i 3
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3.1.2. SINTEZA 5,6-DISUPSTITUISANIH STEROIDNIH
D-HOMO LAKTONA

3.1.2.1. SINTEZA 5,6-HALOHIDRINA

Kao s§to je ve¢ navedeno steroidni 5,6-halohidrini su prekursori u sintezi
19-derivatizovanih steroida [163-166]. Medutim, njihov znacaj je znatno S§iri, pa se tako mogu
upotrebiti za sintezu 6-keto derivata [275], pokazuju i citotoksi¢nu aktivnost na neke od éelija
kancera [276]. Ovu aktivnost poseduju, pre svega zbog hidroksilne grupe u polozaju C-6f3
[277-280], ali i atoma halogena koji se nalazi u strukturi mnogih bioloski aktivnih steroida
[281-282]. 5a-Halo-6B-hidroksi steroidi se najées¢e dobijaju trans-adicijom in situ generisane
hipohalogenaste kiseline na A® dvostruku vezu. U zavisnosti od upotrebljenog supstrata, ali i
reagenasa i reakcionih uslova, u ovim reakcijama se moze dobiti halohidrin kao jedini proizvod
[283-285, 166, 178], ili u smesi sa razli¢itim sporednim proizvodima [165]. Za sintezu steroidnih
5a-bromo-6p-hidroksi derivata se najceS¢e upotrebljavaju N-bromacetamid (NBA) il
N-bromsukcinimid (NBS) i perhlorna kiselina u razli¢itim rastvara¢ima. Imajuéi u vidu ove
¢injenice, u ovom radu je reakcija dobijanja 3B-acetoksi-5a-bromo-63-hidroksi-17-oksa-17a-
homoandrostan-16-ona (6, shema 3.1.2) radena sa oba reagensa i u razli¢itim reakcionim
ulovima, kako bi se ispitao uticaj istih na broj i prinose reakcionih proizvoda. Pored reagensa,
varirani su i reakciona temperatura, vreme, prisustvo dnevne svetlosti, rastvara¢ i koncentracija
perhlorne kiseline. Kako se u ovim reakcijama naj¢esc¢e upotrebljavaju etarski rastvaraci, to su za
ovu konkretnu reakciju ispitani dioksan, dimetoksietan i tetrahidrofuran. Reakcioni uslovi i
prinosi dobijenih proizvoda su prikazani u tabeli 3.1.1.

Reakcija jedinjenja 5 sa NBA-om je prvo izvedena u mraku, na sobnoj temperaturi, u
dioksanu i sa 0,28 M HCIOs, a varirano je reakciono vreme (eksperimenti br. 1 i 2 u tabeli 3.1.1).
Utvrdeno je da 5 min. krace reakciono vreme daje isti broj proizvoda: bromhidrin 6, epoksid 7 i
dibromid 8, ali da se dibromid 8 dobija u ve¢em prinosu, dok se smanjuje prinos epoksida 7. S
obzirom da je ukupan prinos sva tri proizvoda veci pri duzem reakcionom vremenu naredne dve
reakcije su izvedene u toku 40 min, ali na razli¢itim temperaturama i u mraku, tj. na dnevnom
svetlu. Utvrdeno je da snizenje reakcione temperature na 0 °C neznatno smanjuje prinose sva tri
proizvoda (eksp. br. 3).
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10, R, = aOH, R, = BOAC.

Shema 3.1.2. Reakcioni uslovi su dati u Tabeli 3.1.1.

Tabela 3.1.1. Reakcioni uslovi i prinosi dobijenih jedinjenja

Reak. Prinos jedinjenja (%)
. Konc. kiseline
Reagens Rast. t svetlost  vreme
eksp. M) . 6 7 8 9 10
(min.)
1 .

[276] NBA Dioksan 0,28 st Mrak 40 49 27 3 0 0
2 NBA Dioksan 0,28 st Mrak 35 52 16 7 0 0
3 NBA Dioksan 0,28 0°C Mrak 40 44 22 2 0 0
4 NBA Dioksan 0,28 st Dan 40 67 23 1,4 1,9 0,8
5 NBA Dioksan 0,28 st Dan 30 36 22 9 0 0
6 NBA DME 0,28 st Dan 40 55 36 2,7 0 0
7 NBS Dioksan 0,28 st Dan 40 21 43 3,1 0 0
8 NBA Dioksan 0,14 st Dan 40 67 19 2,7 0 0
9 NBA Dioksan 0,03 st Dan 40 61 31 0 0 0

1 NBA Dioksan 0,03 st Mrak 35 51 42 0 0 0

[276] '

“U ovom eksperimentu je izolovano i 23% polaznog jedinjenja 5. Kada se ratuna na ukupnu koli¢inu jedinjenja 5
prinosi su 32% za bromhidrin 6 i 40% za epoksid 7.
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Medutim, kada je reakcija izvedena na dnevnoj svetlosti dobijen je ne samo veci prinos
bromhidrina 6, ve¢ i dva nova proizvoda, 6a-brom-5B-hidroksi derivat 9 i
6p-acetoksi-5a-hidroksi derivat 10 (eksp. br. 4). Krace reakciono vreme (eksp. br. 5) uz iste
ostale reakcione uslove kao i u eksp. br. 4 ne daje ova dva proizvoda i smanjuje prinos
bromhidrina 6. Na osnovu rezultata dobijenih u ovim ogledima moglo se zakljuciti da se najveci
prinos bromhidrina 6 dobija na sobnoj temperaturi, dnevnoj svetlosti i u toku 40 min. Imajuci
ovo u vidu dalje reakcije su izvedene u ovim uslovima. Upotrebom DME umesto dioksana
dobijaju se jedinjenja 6, 7 i 8 (eksp. br. 6), ali je prinos bromhidrina 6 smanjen, dok su povecani
prinosi epoksida 7 i dibromida 8. Kada je kao rastvara¢ upotrebljen THF dobijena je veoma
kompleksna smesa proizvoda, a komponente ove smeSe nije bilo mogucée razdvojiti fle$
hromatografijom. U eksperimentu br. 7 je umesto NBA-a upotrebljen NBS. Za razliku od
reakcije koja je izvedena u istim uslovima ali sa NBA-om, ovde je umesto pet dobijeno tri
proizvoda. Prinosi jedinjenja 7 i 8 su povecani, dok je prinos bromhidrina 6 smanjen ¢ak tri puta.
Promenom rastvaraca, odnosno upotrebom THF je takode dobijena kompleksna smeSa
proizvoda. Ispitan je i uticaj razli¢itih koncentracija perhlorne kiseline (eks. br. 8 1 9). U Cetvrtom
eksperimentu je upotrebljena 0,28 M perhlorna kiselina i dobijeno je pet proizvoda, a
smanjenjem njene koncentracije je smanjen i broj proizvoda. Kada je koncentracija bila 0,14 M
dobijena su jedinjenja 6, 7 i 8. Prinosi bromhidrina 6 i epoksida 7 su prakti¢no nepromenjeni,
dok se prinos dibromida 8 udvostrucio (eks.br. 8). Daljim smanjenjem koncentracije na 0,03 M
su dobijeni samo bromhidrin 6 ne$to manjeg prinosa i epoksid 7 povecanog prinosa. Radi
dodatne potvrde da do smanjenja prinosa dolazi kra¢im reakcionim vremenom, upotrebom
razblazenije HCIO4 i u mraku, poslednji ogled je izveden u prisustvu 0,03 M HCIO4 u toku 35
min. i u mraku (eksp. br. 10). U ovom ogledu je izolovana znacajna koli¢ina neizreagovanog
polaznog jedinjenja 5, a dobijeni su samo bromhidrin 6 u smanjenom prinosu i epoksid 7
povecanog prinosa.

Od ukupno pet proizvoda dobijenih u ovoj reakciji moze se pretpostaviti da jedinjenja 6,
81 9 nastaju trans-adicijom na dvostruku vezu [286]. Medutim, mehanizam nastanka epoksida u
ovim uslovima se razlikuje od literaturno poznatih dobijanja epoksida iz halohidrina. Takve
reakcije su bazno katalizovane intramoleulske Sn2 supstitucije i odgovaraju Williamson-ovoj
sintezi etara, u kojoj prvo dolazi do deprotonovanja hidroksilne grupe, a potom nukleofilnog
napada alkoksidnog anjona na ugljenik na kom se nalazi atom halogena. Numazawa i Yamada
[165] su u reakciji androst-5-en-17-ona sa HOBr/HCIO4 takode dobili 5B,6B-epoksid, ¢iju su
strukturu dokazali poredenjem sa ranije sintetisanim epoksidom [287], kao i tretiranjem Sa-
brom-6f3-ola sa NaOH. Predlozeni mehanizam ove reakcije je prikazan na shemi 3.1.3. Moze se
pretpostaviti da do polarizacije Br-C5 veze (I) dolazi dejstvom kiseline, usled ¢ega C5 ugljenik
postaje elektrofilniji 1 time podloZniji napadu slabo nukleofilne hidroksilne grupe. Osim toga,
eksperimentalno je potvrdeno da ovako nastao epoksid pod dejstvom HCIO4 hidrolizuje do
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5a,6B-diola [165]. Medutim, u ovoj reakciji takav proizvod nije izolovan, ve¢ se pretpostavlja da
je njegovim acetilovanjem dobijen 63-acetoksi-5a-hidroksi derivat 10.

. -HBr
H — OH E—
AcO AcO =
@ -B_r‘ 5+ ,£E13r'-
H‘_/ H

6 |
H +
77 -H
AcO O — 7
II

Shema 3.1.3. Mehanizam nastajanja epoksida 7

Strukture novosintetisanih jedinjenja 6, 7, 8, 9 i 10 su utvrdene na osnovu detaljne analize
spektroskopskih podataka!, dok su njihove molekulske formule potvrdene masenom
spektrometrijom visoke rezolucije. U IR spektru jedinjenja 6 se pored intenzivne trake na 1731
cm™ koja potic¢e od karbonilnih grupa laktona i acetata na C-3, javlja i Siroka traka na 3456 cm™
koja potice od hidroksilne grupe. U protonskom NMR spektru najvazniji signal za identifikaciju
bromhidrina 6 je signal vodonika na C-6, koji se javlja na 3,98 ppm u obliku multipleta jako
male konstante kuplovanja. Ovo ukazuje na ekvatorijanu orjentaciju H-6 vodonika, odnosno
aksijalnu (B-orjentaciju) hidroksilne grupe na C6. U *C NMR spektru se primeéuje odsustvo
olefinskih ugljenika, a ugljenici u poloZajima 6 1 5 daju signale na 74,02 i 90,79 ppm
respektivno. Molekulska formula (C21H31BrOs) je potvrdena pomocu cetiri pika u masenom
spektru visoke rezolucije, i to: [M+H]" (m/z 443,14146), [M+NH4]* (m/z 460,16861), [M+K]*
(m/z 481,09853) i [2M+H]* (m/z 885,27848). Struktura jedinjenja 6 je dodatno potvrdena
rendgeno-strukturnom analizom (slika 3.1.2).

! Slike IR i NMR spektara svih novosintetisanih jedinjenja su date u Prilogu.
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Slika 3.1.2. ORTEP 3D prikaz molekulske strukture bromhidrina 6

U IR spektru epoksida 7 se ne javlja $iroka traka hidroksilne grupe na oko 3400 cm™.
Kao i kod jedinjenja 6, za utvrdivanje strukture u protonskom NMR spektru je najvazniji signal
H-6 vodonika. On se javlja na 3,10 ppm u obliku dubleta malog sprezanja (2,4 Hz) §to ukazuje
na njegov ekvatorijalan polozaj, odnosno [-orijentaciju epoksidne grupe. Dodatna potvrda
prisustva ove funkcije u steroidnoj strukturi, dolazi iz **C NMR spektra gde signali na 62,17 i
62,73 ppm poticu od C-5 i C-6, respektivno. 1D NOESY spektar je od posebnog znacaja za
odredivanje stereohemije epoksida 7 (slika 3.1.3). U ovom spektru se mogu zapaziti nOe
interakcije izmedu H-6 i ekvatorijalnih H-4 i H-7 protona, kao i nesto slabija interakcija sa
aksijalnim H-7. Takode, odsustvo interakcije H-6 sa protonima C-19 angularne metil grupe
ukazuje na a-orijentaciju ovog protona. Molekulska formula (C21H300s) je potvrdena pomocéu
Cetiri pika u masenom spektru visoke rezolucije, i to: [M+H]* (m/z 363,21537), [M+NH.]" (m/z
380,24211), [M+Na]® (m/z 385,19833) i [M+K]" (m/z 401,17238). Struktura jedinjenja 7 je
dodatno potvrdena rendgeno-strukturnom analizom (slika 3.1.4).
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Slika 3.1.3. TH NMR i 1D NOESY spektri epoksida 7

Slika 3.1.4. ORTEP 3D Prikaz molekulske strukture epoksida 7

IR spektar dibromida 8 takode sadrzi intenzivnu traku na 1733 cm™ koja poti¢e od dveju
karbonilnih grupa. Klju¢ni signal u protonskom NMR spektru je signal vodonika na C-6 koji se
javlja na 4,82 ppm. S obzirom na ve¢e hemijsko pomeranje u odnosu na isto kod jedinjenja 6
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moze se zakljuciti da je ovde umesto hidroksilne grupe za C-6 vezan atom broma. Oblik signala i
mala konstanta kuplovanja (d, J = 2,1 Hz) ukazuju na ekvatorijalnu orijentaciju vodonika H-6,
odnosno B-orijentaciju broma. U 3C NMR spektru signali na 63,49 i 88,53 ppm odgovaraju C-6
I C-5 atomima respektivno. Struktura jedinjenja 8 je dodatno potvrdena rendgeno-strukturnom
analizom (slika 3.1.5), koja nepobitno dokazuje trans-diaksijalni raspored dva atoma broma.

Slika 3.1.5. ORTEP 3D prikaz molekulske strukture dibromida 8

Prisustvo hidroksilne grupe kod 6a-brom-5p-hidroksi derivata 9 je potvrdeno Sirokom
trakom na 3580 cm™ u IR spektru. U *H NMR spektru se javljaju dva karakteristi¢na signala i to
singlet na 4,12 ppm koji poti¢e od vodonika iz hidroksilne grupe i signal H-6 na 4,51 ppm.
Poslednji je u obliku dublet dubleta sa konstantama kuplovanja 12,1 i 4,9 Hz $to ukazuje na
njegovu aksijalnu orijentaciju, odnosno na a-orijentaciju vezanog atoma broma. Signali C-6 i C-
5 se javljaju na 66,17 i 73,78 ppm respektivno u *C NMR spektru. Molekulska formula
(C21H31BrOs) je potvrdena pomoc¢u [M+Na]" pika u masenom spektru visoke rezolucije koji se
javlja na m/z 465,12471. Struktura jedinjenja 9 je dodatno potvrdena rendgeno-strukturnom
analizom (slika 3.1.6).

55



Sinteza i antitumorski potencijal C19-derivatizovanih steroidnih D-homo laktona

Slika 3.1.6. ORTEP 3D prikaz molekulske strukture 6a-brom-5p-hidroksi derivata 9

IR spektar diacetata 10 sadrzi intenzivnu traku na 1732 cm™ koja poti¢e od karbonilnih
grupa laktona i dva acetata, ali sadrzi i Siroku traku na 3440 cm™ koja poti¢e od hidroksilne
grupe na C-5. U protonskom NMR spektru ovog jedinjenja se javljaju dva singleta na 2,00 i 2,08
ppm koja poti¢u od dveju metil grupa iz dva acetata. Takode, zapaza se i singlet na 5,19 ppm
koji potice od H-6. Oblik signala ukazuje na ekvatorijalan polozaj tog vodonika. Na osnovu
ovoga kao i podataka daljinskih sprezanja iz 2D HMBC spektra se moze zakljuditi da jedinjenje
10 poseduje acetoksi funkciju u polozaju C-6 i to B-orjentacije. U 3C NMR spektru ovog
jedinjenja se u odnosu na spektre prethodnih jedinjenja zapazaju dva dodatna signala i to na
21,47 i 169,90 ppm, a to su signali koji poti¢u od primarnog i kvaternernog ugljenika acetoksi
grupe na C-6. Signali ugljenika u polozaju 6 1 5 se javljaju na 74,40 i 85,67 ppm, respektivno, §to
takode potvrduje da su za ove ugljenike vezane acetoksi, tj. hidroksilna grupa.

U cilju dobijanja slobodne hidroksilne grupe kod dibromida 8 je izvrSeno uklanjanje

acetoksi zastite natrijum-etoksidom u etanolu na sobnoj temperaturi u toku 1h i 40 min (shema
3.1.4). Dobijen je 5a,6B-dibrom-3p-hidroksi derivat 11 u prinosu od 62%.

56



Ivana Kuzminac — Doktorska disertacija

AcO

Br

Br
8
Shema 3.1.4. Reakcioni uslovi: a) NaOEt, EtOH, st, 1h 40 min. (62%).

Odsustvo acetoksi grupe kod jedinjenja 11 je potvrdeno poredenjem njegovih IR i NMR
spektara sa spektrima njegovog prekursora 8. Tako se u IR spektru jedinjenja 11 za razliku od
spektra jedinjenja 8, javlja Siroka traka na 3433 cm™ koja poti¢e od hidroksilne grupe na C-3. U
protonskom NMR spektru se primecuje izostanak singleta koji je kod jedinjenja 8 poticao od
metil grupe iz acetoksi funkcije. Takode, u 3C NMR spektru se zapaza izostanak dva signala i to
od ugljenika metil i karbonilne grupe acetoksi funcije. Struktura jedinjenja 11 je dodatno
potvrdena rendgeno-strukturnom analizom (slika 3.1.7).

Slika 3.1.7. ORTEP 3D prikaz molekulske strukture 50,6p-dibromo-3p-hidroksi derivata 11

Adicijom na dvostruku vezu je moguce dobiti i hlorhidrine i jodhidrine [159, 160, 288].
Tako je i u ovom radu adicijom in situ generisane hipohloraste kiseline na dvostruku vezu
jedinjenja 5 dobijen hlorhidrin 12 (shema 3.1.5). Hipohlorasta kiselina je generisana dejstvom
sir¢etne kiseline na kalcijum-hipohlorit. Reakcija je izvedena na sobnoj temperaturi u dvofaznom
sistemu etra i vode u toku 30 min. Osim hlorhidrina 12 koji je dobijen u prinosu od 50%, u ovoj
reakciji su sli¢no reakciji dobijanja bromhidrina dobijena jo$ dva proizvoda: epoksid 7 (43%) i
dihlorid 13 (5%).
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Shema 3.1.5. Reakcioni uslovi: a) Ca(OCl)2, glac. AcOH, Et.0O, H»0, st, 30 min. (12 50%, 7
43%, 13 5%); b) 12, Cu(OAC),, dioksan, H20, st, 24 h (45%).

U IR spektru hlorhidrina 12 se ogekivano vidi $iroka traka na 3445 cm™ koja potic¢e od
hidroksilne grupe na C-6, kao i intenzivna traka na 1732 cm™ koja poti¢e od dveju karbonilnih
grupa iz laktona 1 acetata. U protonskom NMR spektru je za identifikaciju vaZzan signal vodonika
na C-6 koji se javlja na 3,75 ppm i to u obliku multipleta izuzetno malih hemijskih sprezanja $to
ukazuje na ekvatorijalni polozaj H-6 vodonika, odnosno B-orijentaciju hidroksilne grupe. U 3C
NMR spektru se primecuje odsustvo signala olefinskih ugljenika, a signali za C-5 i C-6 se
javljaju na 85,99 i 73,80 ppm respektivno. Molekulska formula jedinjenja 12 (C21H3:ClOs) je
potvrdena pomocu masenog spektra visoke rezolucije u kom se javlja pik na m/z 421,17433 koji
poti¢e od [M+Na]" jona.

Struktura dihlorida 13 je takode potvrdena navedenim spektroskopskim metodama. Za
razliku od IR spektra hlorhidrina 12 u IR spektru jedinjenja 13 se ne zapaza §iroka traka koja
poti€e od vibracija hidroksilne grupe. Najvazniji signal za utvrdivanje strukture ovog jedinjenja u
protonskom NMR spektru je signal vodonika na C-6, koji se javlja na 4,39 ppm u obliku dubleta
izuzetno male konstantne kuplovanja (1,8 Hz). Ovo ukazuje na ekvatorijalnu orijentaciju H-6,
odnosno B-orijentaciju atoma hlora na C-6. U 3C NMR spektru se takode primecuje odsustvo
olefinskih ugljenika, a C-5 i C-6 daju signale na 83,56 i 62,63 ppm, respektivno. Molekulska
formula jedinjenja 13 je potvrdena pomoc¢u masenog spektra visoke rezolucije u kom se javlja
pik na m/z 439,14075 koji poti¢e od [M+Na]" jona.
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U cilju dobijanja steroidnog jodhidrina izvrSena je reakcija olefina 5 sa jodom i
bakar(Il)-acetatom kao katalizatorom, u smesi dioksana i vode na sobnoj temperaturi u toku 24 h
(shema 3.1.5). Medutim, iako se na osnovu literaturnog podatka moglo ocekivati da nastane
Sa-hidroksi-6B-jodo derivat [288], ovde je izolovan samo od ranije poznat 5a,6a-epoksid 15 u
prinosu od 45% [289]. Moze se pretpostaviti da je do gradenja epoksida 15 doslo
intramolekulskom Sn2 supstitucijom intermedijerno nastalog Sa-hidroksi-6p-jodo derivata 14.
Struktura dobijenog epoksida 15 je potvrdena poredenjem spektroskopskih podataka sa
podacima ranije dobijenog jedinjenja [289].

Drugi nacin za dobijanje halohidrina je otvaranjem epoksida reakcijom sa nukleofilima.
Na taj na¢in su u ovom radu dobijeni fluorhidrin 16, kao i hlorhidrin 12 i bromhidrin 6.
5a-Fluor-6B-hidroksi derivat 16 je dobijen reakcijom epoksida 7 sa bortrifluorid eteratom u
dietiletru (shema 3.1.6) [290-292]. Reakcija je radena na sobnoj temperaturi u toku 3 h i 30 min.,
ali je samo 34% epoksida izreagovalo, a prinos fluorhidrina je bio 59,5%, racunato na
izreagovani epoksid.

AcO

Shema 3.1.6. Reakcioni uslovi: a) BF3-Et.0, Et20, s. t., 3 h 30 min. (59,5%); b) BiCls, cc HCI,
dioksan, st, 1h (92%); c) HBr, CH2Cly, st, 15min. (79%).
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U IR spektru ovog jedinjenja se kao i IR spektrima drugih halohidrina zapazaju dve
karakteristi¢ne trake. To su Siroka traka na 3451 cm™ koja poti¢e od vibracija hidroksilne grupe i
intenzivna traka karbonilnih grupa koja se javlja na 1732 cm™. U protonskom NMR spektru
ovog jedinjenja su za identifikaciju izuzetno vazna dva signala, i to signal na 3,53 ppm koji se
javlja u obliku multipleta izuzetno malih konstanti kuplovanja, a koji poti¢e od vodonika u
polozaju C-6 i koji ukazuje na njegovu ekvatorijalnu a-orijentaciju. Drugi vazan signal potice od
hidroksilnog protona i javlja se na 5,06 ppm u obliku dubleta konstante sprezanja 4,4 Hz. U 3C
NMR spektru signali ugljenika C-1, C-3, C-4, C-5, C-6, C-9, C-10 i C-19 se javljaju u obliku
dubleta usled sprezanja sa atomom fluora. Signal jezgra fluora se u snimljenom **F NMR spektru
nalazi u obliku dubleta na —159,6 ppm, usled sprezanja sa jednim od vodonika na C-4. Konstanta
ovog sprezanja je iznosila 42,8 Hz. Molekulska formula jedinjenja 16 (C21H31FOs) je potvrdena
pomocu masenog spektra visoke rezolucije u kom se javlja pik na m/z 405,20413 koji potic¢e od
[M+Na]" jona. Struktura jedinjenja 16 je dodatno potvrdena rendgeno-strukturnom analizom
(slika 3.1.8).

Slika 3.1.8. ORTEP 3D prikaz molekulske strukture jedinjenja 16

Hlorhidrin 12 je osim adicijom na dvostruku vezu dobijen i otvaranjem epoksida 7 i to
prema modifikovanom postupku objavljenom 2007. god. (shema 3.1.6) [293]. Reakcija je
izvedena tako S§to je u suspenziju bizmut(IlI)-hlorida u dioksanu dokapavana hlorovodoni¢na
kiselina do pH 1, a zatim dodat epoksid 7. Reakciona smeSa je potom meSana na sobnoj
temperaturi u toku 1h pri ¢emu je dobijen Zeljeni hlorhidrin 12 u prinosu od 92% racunato u
odnosu na izreagovani epoksid i 75% neizragovanog epoksida.
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Otvaranjem epoksida 7 je dobijen i bromhidrin 6 i to reakcijom sa HBr u metilen-hloridu
na sobnoj temperaturi u toku 15 min (shema 3.1.6) [275]. Na ovaj nacin je dobijen bromhidrin 6
u prinosu od 79%, ra¢unato u odnosu na izreagovani epoksid.

3.1.2.2. SINTEZA 5,6-DISUPSTITUISANIH KISEONICNIH DERIVATA

Funkcionalne grupe Koje sadrze atom kiseonika i najéesce se uvode u steroidnu strukturu
su hidroksilna i karbonilna. One se izdvajaju kao dosta Ceste farmakofore bioloski aktivnih
steroida. Jedan takav primer je naveden u poglavlju 3.1.2.1 (str. 49) gde je istaknut izuzetan
bioloski potencijal jedinjenja sa 6B-hidroksilnom grupom. Osim navedene hidroksilne grupe
znacajnim za raznovrsne bioloske aktivnosti su se pokazale i okso i/ili hidroksilne grupe u
polozajima C-3, C-5 i C-6 [177, 271, 275, 280, 289, 294]. Ove grupe je u steroidnu strukturu
moguce uvesti oksidativnim otvaranjem epoksida [271, 289]. Imajuci ovo u vidu, kao i ¢injenicu
da se u reakciji dobijanja bromhidrina 6, kao drugi po koli¢ini proizvod dobija upravo
5B,6pB-epoksid 7, u ovom radu su izvrsene hemijske transformacije pomenutog jedinjenja 7 a u
cilju dobijanja niza steroida sa kiseoni¢nim supstituentima u polozajima C-3, C-5 i C-6.

Oksidativno otvaranje 5f,6B-epoksida 7 je izvrSeno prema poznatom postupku (shema
3.1.7)[271]. Ovaj postupak se sastojao iz oksidacije hrom(V1)-oksidom u acetonu na 0 °C u toku
30 min., a zatim na sobnoj temperaturi u toku 40 min. Na ovaj nacin je dobijeno jedinjenje 17 u
prinosu od 58%, a njegovi spektroskopski podaci su bili identi¢ni sa onima iz literature [271]. U
nesto nizem prinosu od 45% jedinjenje 17 je dobijeno i oksidacijom epoksida 7
piridinijum-hlorhromatom u dihlormetanu na sobnoj temperaturi u toku 20 dana.
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Shema 3.1.7. Reakcioni uslovi: a) CrOs, aceton, H2O, 0 °C, 30 min. — st 40 min. (58%);
b) PCC, CHCly, st, 20 dana (45%); c) NaOEt, EtOH, st, 2 h (78%); d) NaBH4, MeOH, st, 30
min. (84,5%); e) NaBH4, MeOH, st, 1 h (62%); f) NaOEt, EtOH, 50-55 °C, 1 h (65%).

U narednoj fazi sinteze je uklonjena acetatna zastita hidroksilne grupe na C-3 jedinjenja
17 i to reakcijom sa natrijum-etoksidom u etanolu na sobnoj temperaturi u toku 2 h (shema
3.1.7). Na ovaj nacin je dobijen 3f,5a-dihidroksi-6-okso derivat 18 u prinosu od 78%. U IR
spektru se zapazaju dve karakteristine trake: Siroka na 3401 cm™ koja potice od dveju
hidroksilnih grupa i intenzivna na 1712 cm™ koja poti¢e od dveju karbonilnih grupa. U
protonskom NMR spektru se zapaZa odsustvo signala protona metil grupe acetata, a prisustvo
dva signala protona hidroksilnih grupa. Vodonik hidroksilne grupe na C-3 daje dublet na 3,52
ppm konstante kuplovanja 4,1 Hz, dok singlet na 4,48 ppm potice od vodonika hidroksilne grupe
na C-5. U BC NMR spektru je pored odsustva dva karakteristi¢na signala ugljenika acetata, za
identifikaciju bitan signal karbonilnog C-6 ugljenika koji se javlja na 210,61 ppm. Molekulska
formula (C19H280s) je potvrdena pomoc¢u [M+Na]*™ pika u masenom spektru visoke rezolucije
koji se javlja na m/z 359,18371.

Izvr$ena je i redukcija karbonilne C-6 grupe jedinjenja 17 i to natrijum-borhidridom u
metanolu na sobnoj temperaturi u toku 30 min (shema 3.1.7). Na ovaj nacin je dobijen
3B-acetoksi-5a,6B-dihidroksi derivat 19 u prinosu od 84,5%. U njegovom IR spektru se zapaza
Siroka traka na 3436 cm™ koja potic¢e od dveju hidroksilnih grupa na C-5 i C-6, kao i intenzivna
traka na 1728 cm™ koja poti¢e od karbonilnih grupa acetata i laktona. U *H NMR spektru se
zapaza singlet na 2,04 ppm poreklom od tri vodonika iz acetatne metil grupe i singlet na 3,58
ppm od vodonika na H-6. Imaju¢i u vidu odsustvo sprezanja kod signala H-6 vodonika moze se
zakljuCiti da je on ekvatorijalne orijentacije odnosno da je hidroksilna grupa na C-6
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B-orijentacije. U 3C NMR spektru se javlja signal ugljenika metil grupe acetata na 21,47 ppm,
ali se signal karbonilnog ugljenika acetata preklapa sa signalom laktonskog C-16 ugljenika na
171,15 ppm. Signali na 75,19 i 75,49 ppm poticu od C-5 i C-6 respektivno. Molekulska formula
(C21H320¢6) je potvrdena pomoc¢u [M+Na]® pika u masenom spektru visoke rezolucije koji se
javlja na m/z 403,20998.

S obzirom da su razliciti 3f,50,6B-trihidroksi steroidi pokazali znacajan antitumorski
potencijal [280, 295, 296], jedan od ciljnih jedinjenja u okviru ovog sintetskog pravca bio je
3B,5a,6B-trihidroksi derivat 20. On je dobijen polaze¢i od pet razlicitih jedinjenja. Iz jedinjenja
18 je dobijen redukcijom C-6 keto grupe natrijum-borhidridom u metanolu na sobnoj temperaturi
u toku 1h u prinosu od 62% (shema 3.1.7). Uklanjanjem acetatne zastite hidroksilne grupe na
C-3 jedinjenja 19 se takode dobija jedinjenje 20. Reakcija je izvrSena natrijum-etoksidom u
etanolu na 50-55 °C u toku 1h, a Zeljeni proizvod je dobijen u prinosu od 65%.

Jedinjenje 20 je dobijeno i vicinalnom trans-dihidroksilacijom olefina 4
vodonik-peroksidom (shema 3.1.8) prema poznatom postupku [297]. Ova reakcija je
katalizovana kalijum-jodidom i sumpornom kiselinom i odvijala se u smesi dioksana i vode
zagrevanjem uz refluks u toku 3 h. Na ovaj nacin je jedinjenje 20 dobijeno u prinosu od 30,5%.
Trihidroksi derivat 20 je dobijen i iz 3[,6B-diacetoksi-5a-hidroksi derivata 10 (shema 3.1.8).
Baznom hidrolizom acetatnih grupa na C-3 i C-6 kalijum-hidroksidom u metanolu zagrevanjem
uz refluks u toku 1h i 30 min. dobija se triol 20 u prinosu od 37%.

0]
(@] a 20 b
HO

4

Shema 3.1.8. Reakcioni uslovi: a) H202, KI, H2SO4, dioksan, H20, refluks, 3h (30,5%); b) KOH,
MeOH, refluks, 1h 30 min. (37%).

Metanolizom epoksida 7 se 3B,5a,6B-trihidroksi derivat 20 dobija u malom prinosu
(1,6%) kao sporedni proizvod (shema 3.1.9), dok se kao dva glavna proizvoda dobijaju
3B,5a-dihidroksi-6p3-metoksi derivat 21 (37%) i 3B,6B-dihidroksi-5a-metoksi derivat 22 (20%)
[298]. Reakcija je izvrsena u metanolu uz NBS kao katalizator na sobnoj temperaturi u toku 2
dana.
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21, R, = OH, R, = OMe;
22, R, = OMe, R, = OH.

Shema 3.1.9. Reakcioni uslovi: a) NBS, MeOH, st, 2 dana (20 1,6%, 21 37%, 22 20%).

Potvrda prisustva tri hidroksilne grupe u strukturi jedinjenja 20 dolazi ve¢ iz IR spektra
posto se u njemu javljaju tri trake i to na 3548, 3394 i 3355 cm™. U protonskom NMR spektru
vodonici hidroksilnih grupa daju tri signala. VVodonik hidroksilne grupe na C-5 daje singlet na
3,75 ppm, dok oni na C-3 i C-6 daju dublete na 4,20 ppm i 4,45 ppm, respektivno. U 13C NMR
spektru karakteristini su signali ugljenika C-3, C-5 i C-6 koji se javljaju na 66,16, 74,21 i 74,39
ppm, respektivno. Molekulska formula (C19H300s) je potvrdena pomocu tri pika u masenom
spektru visoke rezolucije, i to: [M+H]* (m/z 339,21597), [M+NH.]" (m/z 356,24332) i [M+K]"
(m/z 377,17178). Struktura jedinjenja 20 je dodatno potvrdena rendgeno-strukturnom analizom
(slika 3.1.9).

Slika 3.1.9. ORTEP 3D prikaz molekulske strukture 33,5a,6p-trihidroksilnog derivata 20

U IR spektru jedinjenja 21 se zapaza Siroka traka koja poti¢e od hidroksilnih grupa na
C-3i C-5. U protonskom NMR spektru za identifikaciju ovog jedinjenja su bitna dva signala a to
su multiplet H-6 vodonika na 2,99 ppm izuzetno malog sprezanja koji ukazuje na njegovu
ekvatorijalnu orijentaciju i singlet na 3,31 ppm koji poti¢e od vodonika 6p-metoksi grupe. Signal
ugljenika ove grupe se javlja na 58,15 ppm u ¥C NMR spektru i daljinski se spreze sa H-6.
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Ugljenici C-3, C-5 i C-6 imaju signale na 67,52, 75,82 i 85,24 ppm respektivno. Molekulska
formula (C20H3205) je potvrdena pomocu dva pika u masenom spektru visoke rezolucije, i to:
[M+H]" (m/z 353,23225) i [M+H-H20]" (m/z 335,22249). Struktura jedinjenja 21 je dodatno
potvrdena rendgeno-strukturnom analizom (slika 3.1.10).

Slika 3.1.10. ORTEP 3D prikaz molekulske strukture 3p,5a-dihidroksi-63-metoksi derivata 21

Hidroksilne grupe na C-3 i C-6 jedinjenja 22 u IR spektru daju $iroku traku na 3401 cm™.
U protonskom NMR spektru ovog jedinjenja se signal H-6 preklapa sa signalom jednog
metilenskog vodonika na C-17a. Za njegovu identifikaciju je izuzetno bitan singlet na 3,17 ppm
koji poti¢e od tri vodonikova atoma Sa-metoksi grupe. Ugljenik ove grupe u *C NMR spektru
daje signal na 48,18 ppm i on se daljinski ne spreze sa H-6. U ovom spektru su jos bitni i signali
na 67,44, 69,03 i 78,44 ppm koji poti¢u od C-3, C-6 i C-5 respektivno. Molekulska formula
(C20H320s) je potvrdena pomoéu dva pika u masenom spektru visoke rezolucije, i to: [M+H]"
(m/z 353,23172) i [M+K]" (m/z 391,18791).

5a-Hidroksi-3,6-diokso derivat 23 je dobijen oksidacijom jedinjenja 18 i 20 (shema
3.1.10). Obe oksidacije su izvedene Jones-ovim reagensom u acetonu na 0 °C u toku 50 min.
Prinos novosintetisanog jedinjenja 23 je polaze¢i od jedinjenja 18 bio 84% a polazeéi od
jedinjenja 20 63%.
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Shema 3.1.10. Reakcioni uslovi: a) Jones-ov reagens, aceton, 0 °C, 50 min.
(84% iz 18, 63% iz 20).

U IR spektru jedinjenja 23 se zapaza $iroka traka hidroksilne grupe na C-5 na 3435 cm™
kao i intenzivna traka na 1715 cm™ koja poti¢e od tri karbonilne grupe. U 'H NMR spektru se
primecuje singlet na 0,91 ppm koji potice od Sest vodonika obe angularne metil grupe. Drugi
vazan signal u ovom spektru je signal 5a-hidroksilnog vodonika koji je oblika singleta na 5,99
ppm. U 3C NMR spektru se javljaju dva signala karbonilnih ugljenika na 210,51 i 211,08 ppm
koji poticu od C-3 i C-6 respektivno. Vazan je jo$ i signal na 81,63 ppm koji poti¢e od
kvaternernog C-5 ugljenika. Molekulska formula (C19H260s) jedinjenja 23 je potvrdena pomocu
pika na m/z 357,16637 u masenom spektru visoke rezolucije a koji odgovara [M+Na]* jonu.
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3.1.3. SINTEZA 6,19-EPOKSI STEROIDNIH D-HOMO
LAKTONA

6,19-Epoksi steroidi pored toga Sto su prekursori u sintezi 19-modifikovanih steroida
pokazali su i1 znacajnu biolosku aktivnost [299-300]. Stoga je vazan deo ovog rada bio i
proucavanje njihove sinteze iz Sa-halo-6B-hidroksi steroidnih derivata. Na shemi 3.1.11 je
prikazano dobijanje S5a-halo-6,19-epoksi derivata 24, 25 i 26 polaze¢i od odgovarajuéih
halohidrina 16, 12 i 6. Pre pocetka reakcije je reagens olovo-tetraacetat zagrevan sa
kalcijum-karbonatom u apsolutnom benzenu i atmosferi argona. Ovo je vrSeno radi uklanjanja
siréetne kiseline koja se u reagensu nalazi kao stabilizator, a nastaje i njegovom degradacijom.
Potom je reakcionoj smesSi dodavana suspenzija polaznog jedinjenja u benzenu i jod koji ima
ulogu katalizatora. Reakcije ciklizacije su izvrSene zagrevanjem uz refluks i ozracivanje
sijalicom od 500 W u toku 1 h. Polaze¢i od fluorhidrina 16 dobijen je Sa-fluor-6,19-epoksi
derivat 24 u prinosu od 41%, dok hlorhidrin 12 daje 5a-hlor-6,19-epoksi derivat 25 u prinosu od
50%. U sintezi 19-modifikovanih steroida najc¢es¢e se polazi od bromhidrina. I u ovom radu je
polaze¢i od bromhidrina 6, pri gore opisanim reakcionim uslovima dobijen
5a-brom-6,19-epoksidni most 26 i to u znacajno ve¢em prinosu u odnosu na prethodno navedene
derivate 24 i 25 od ¢ak 88%. Osim njega u ovoj reakciji je dobijen i 17a-metoksi derivat 27 u
veoma malom prinosu od 0,23%. Ovo jedinjenje nije dobijeno kada je reakcija izvrSena u
cikloheksanu kao rastvaracu, a prinos jedinjenja 26 je bio duplo manji (43%).

U IR spektru jedinjenja 24 za razliku od IR spektra polaznog fluorhidrina 16 se zapaza
odsustvo Siroke trake na oko 3400 cm™ §to ukazuje na odsustvo hidroksilne grupe na C-6. U
protonskom NMR spektru se zapaza signal samo jedne angularne metil grupe i1 to na 0,96 ppm,
dok dva vodonika na C-19 daju dva dubleta na 3,75 i 3,80 ppm. Dublet na 3,85 ppm potice od
H-6. U 3C NMR spektru se sedam signala javlja u obliku dubleta i to signali na 29,83, 36,02,
43,58, 44,02, 67,24, 77,58 i 97,91 ppm koji poti¢u od C-7, C-4, C-10, C-9, C-19, C-6 i C-5,
respektivno. Signal jezgra fluora se u snimljenom °F NMR spektru nalazi u obliku dubleta
dubleta na -176,60 ppm. Molekulska formula (C21H29FOs) je potvrdena pomoc¢u [M+Na]* pika u
masenom spektru visoke rezolucije koji se javlja na m/z 403,18933.
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U IR spektru 5a-hlor-6,19-epoksidnog derivata 25 se takode zapaza odsustvo trake koja
je u spektru hlorhidrina 12 poticala od hidroksilne grupe na C-6. U protonskom NMR spektru se
zapaza signal samo jedne angularne metil grupe i to na 0,96 ppm. U ovom spektru dva vodonika
na C-19 daju dva signala, prvi u obliku dubleta na 3,80 ppm i drugi koji se pokalapa sa signalom
jednog vodonika na C-17a na 3,86 ppm, dok dublet na 4,01 ppm poti¢e od H-6. U 3C NMR
spektru se signal koji potice od C-19 javlja na viSem hemijskom pomeranju (67,70 ppm) u
odnosu na signal istog ugljenika jedinjenja 12 (18,23 ppm). Molekulska formula (C21H29CIOs) je
potvrdena pomoéu [M+Na]" pika u masenom spektru visoke rezolucije koji se javlja na m/z
419,15844.

24 (41%)

&
25 (50%)

Br Br

26 (88%) 27 (0,23%)
Shema 3.1.11. Reakcioni uslovi: a) Pb(OAC)s, I2, CaCOs, aps. CeHs, atm. Ar, hv, refluks, 1h.

Odsustvo trake hidroksilne grupe se zapaza i u IR spektru Sa-brom-6,19-epoksidnog
derivata 26, kao i odsustvo singleta u *H NMR spektru koji je poticao od vodonika C-19
angularne metil grupe. U ovom poloZaju se nalaze dva vodonika od kojih jedan daje dublet na
3,74 ppm, a signal drugog se preklapa sa signalom jednog metilenskog vodonika sa C-17a i
nalazi se u opsegu hemijskih pomeranja 3,96-4,02 ppm. Signal C-19 angularnog ugljenika u *3C
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NMR spektru se vise ne nalazi na 18,28 ppm kao u spektru jedinjenja 6 ve¢ ima vec¢e hemijsko
pomeranje i javlja se na 67,24 ppm. Molekulska formula (C21H20BrOs) je potvrdena pomocu tri
pika u masenom spektru visoke rezolucije, i to: [M+H]* (m/z 441,12537), [M+K]" (m/z
479,08299) i [M+NH4]" (m/z 458,15288). Struktura jedinjenja 26 je dodatno potvrdena
rendgeno-strukturnom analizom (slika 3.1.11).

Slika 3.1.11. ORTEP 3D prikaz molekulske strukture 5a-brom-6f,19-epoksidnog derivata 26

U IR spektru 17ap-metoksi derivata 27 takode se zapaza odsustvo trake koja je u spektru
jedinjenja 6 poticala od hidroksilne grupe. U protonskom NMR spektru se ne zapaza signal
vodonika angularne C-19 metil grupe, dva H-19 vodonika daju dva signala u obliku dubleta na
3,73 1 3,96 ppm. Stuktura ovog jedinjenja je utvrdena zahvaljujuéi singletima na 3,57 1 4,75 ppm.
Prvi potice od tri vodonika metoksi grupe, a drugi od jednog vodonika na C-17a. Odsustvo
drugog H-17a vodonika kao i medusobna sprezanja C-17a i H iz MeO i ugljenika iz MeO i
H-17a u HMBC spektru ukazuju da se metoksi grupa nalazi upravo u ovom polozaju. U BC
NMR spektru se primecuje dvadeset i dva signala, jedan signal vise u odosu na spektar jedinjenja
26 i polaznog bromhidrina 6. Taj signal poti¢e od ugljenika metoksi grupe i javlja se na 57,66
ppm. Signal ugljenika C-19 se nalazi na 67,16 ppm, dok se signal koji poti¢e od C-17a javlja na
111,64 ppm. Molekulska formula (C22H31BrOs) je potvrdena pomoc¢u [M+Na]* pika u masenom
spektru visoke rezolucije koji se javlja na m/z 493,11981. Struktura jedinjenja 27, a narodito
stereohemija na C-17a je dodatno potvrdena rendgeno-strukturnom analizom (slika 3.1.12).
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Slika 3.1.12. ORTEP 3D prikaz molekulske strukture Sa-brom-6f3,19-epoksidnog derivata 27

Dalje je izvrSena oksidacija jedinjenja 26 na dva nacina (shema 3.1.12). Prema
literaturnom postupku [186, 199] oksidacija je izvrSena rastvorom hrom(V1)-oksida u smesi vode
1 siréetne kiseline na 90-95 °C u toku 1 h i 15 min. Medutim, na ovaj nacin nije dobijen
ocekivani 6,19-lakton 28 ve¢ 16,17-seko dikiselina 29 u prinosu od 48%. Oksidacija je izvrSena i
Jones-ovim reagensom koji je u acetonski rastvor jedinjenja 26 dokapavan do stabilne
narandZaste boje, a potom je reakciona smesa zagrevana uz refluks u toku 5 h i 30 min. uz TLC
pracenje reakcionog toka i povremeno dokapavanje Jones-ovog reagensa. I na ovaj nacin je
dobijena dikiselina 29 ali u nesto manjem prinosu od 40%.

U IR spektru dikiseline 29 se za razliku od spektra polaznog 6,19-epoksida 26 zapaza
Siroka traka na 3440 cm™. Ova traka poti¢e od dveju karboksilnih grupa na C-16 i C-17. U
protonskom NMR spektru ove dve grupe daju jedan Siroki signal na 12,14 ppm. Da je do
oksidacije doslo samo u D-prstenu, a ne i na C-19, ukazuje postojanje dva dubleta na 3,71 i 3,86
ppm koji poti¢u od vodonika na C-19. U 3C NMR spektru ovaj ugljenik daje signal na 66,67
ppm, dok C-16 i C-17 karboksilni ugljenici imaju signale na 170,45 i 179,06 ppm, respektivno.
Molekulska formula dikiseline 29 (C21H29BrOv) je potvrdena pomocéu [M+Na]" pika u masenom
spektru visoke rezolucije koji se javlja na m/z 495,09978.
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Shema 3.1.12. Reakcioni uslovi: a) CrOz, H20, glac. AcOH, 90-95 °C, 1 h i 15 min. (48%);
b) Jones-ov reagens, aceton, refluks, 5 h 30 min. (40%).

U ovom radu je ostvaren i niz hemijskih transformacija Sa-brom-6p3,19-epoksidnog
derivata 26 u cilju dobijanja jedinjenja 32 sa 4-en-3-onskim sistemom (shema 3.1.13). Prvo je
izvrSeno uklanjanje acetatne zasStite hidroksilne grupe u polozaju C-3 steroidnog skeleta i to na
dva nacina. Baznom hidrolizom sa kalijum-karbonatom u metanolu i vodi, na sobnoj
temperaturi, u toku jednog sata, a zatim zakiSeljavanjem reakcione smese do pH 1 sa HCI je
dobijen alkohol 30 u prinosu od 68%. Kada je hidroliza izvrSena natrijum-etoksidom u etanolu
na 50-55 °C u toku 1 h 20 min. dobijeno je takode jedinjenje 30 u nesto manjem prinosu od 53%.

U IR spektru jedinjenja 30 se zapaza §iroka traka na 3433 cm™ koja potice od
novonastale hidroksilne grupe, i intenzivna traka na 1729 cm™ koja poti¢e od karbonilne grupe
na C-16. U protonskom NMR spektru se zapazaju dva dubleta na 3,69 i 3,96 ppm koja poti¢u od
po jednog protona na C-19 i C-17a, respektivno. Signali druga dva vodonika u ovim poloZajima
se preklapaju i zajedno sa signalom za H-3 nalaze se u opsegu 3,79-3,88 ppm. Dva dubleta na
4,04 1 4,73 ppm daju protoni na C-6 i iz hidroksilne grupe na C-3, respektivno. Da je do
deprotekcije doslo osim signala vodonika hidroksilne grupe na C-3, ukazuje nam i odsustvo
singleta na 2,06 ppm koji u spektru jedinjenja 26 poticao od tri vodonika acetatne grupe. U *C
NMR spektru alkohola 30 se zapaza devetnaest signala, dva manje u odnosu na spektar
jedinjenja 26 sto takode ukazuje da je do deprotekcije doslo. Za utvrdivanje strukture ovog
jedinjenja su vazni signali ugljenika u polozaju C-3, C-19, C-51 C-6 i oni se javljaju na 65,64,
66,91; 77,08 i 81,16, respektivno. Molekulska formula je potvrdena pomocu tri pika u masenom
spektru visoke rezolucije, i to: [M+H]* (m/z 399,11558), [M+NH.]" (m/z 416,14278) i [M+K]*
(m/z 437,07233).
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Shema 3.1.13. Reakcioni uslovi: a) K2COs, MeOH, H0, st, 1h zatim HCI (1:1) (68%);
b) NaOEt, EtOH, 50-55 °C, 1 h 20 min. zatim HCI (1:1) (53%);  c) Jones-ov reagens, aceton,
0 °C, 15 min.; d) AcONa, MeOH, refluks, 1h 30 min. (70% u odnosu na jedinjenje 30).

U narednoj fazi je izvrSena oksidacija hidroksilne grupe u polozaju C-3 jedinjenja 30
Jones-ovim reagensom na 0 °C u toku 15 min.. Dobijeno je nestabilno jedinjenje 31. Zbog male
stabilnosti ketona 31 precis¢avanje nije izvrSeno, ve¢ su snimljeni IR i NMR spektri sirovog
jedinjenja i kao takav je kori$¢en u narednoj fazi sinteze. U IR spektru jedinjenja 31 ne zapaza se
Siroka i intenzivna traka na oko 3400 cm™ koja je u spektru jedinjenja 30 poticala od hidroksilne
gupe. Na tom poloZaju se zapazaju samo tragovi rezidualne vode. Zapaza se intenzivna traka na
1727 cm! koja potice od dveju karbonilnih grupa, na C-3 i C-16. U protonskom NMR spektru
ketona 31 se zapaza dublet na 4,20 ppm koji poti¢e od vodonika sa C-6, ali najvaznije za
potvrdivanje dobijene strukture je odsustvo signala H-3 kao i vodonika hidroksilne grupe na C-3.
U 3C NMR spektru jedinjenja 31 zapaza se signal ugljenika keto grupe u polozaju C-3 koji se
javlja na 206,94 ppm.

Dehidrohalogenovanjem jedinjenja 31 u narednoj fazi sinteze je dobijen enon 32. Ovo
jedinjenje je dobijeno dejstvom natrijum-acetata u metanolu, na tacki kljucanja reakcione smese,
u toku 1 h i 30 min., a njegov prinos je 70%, racunat u odnosu na jedinjenje 30. Traka
karakteristi¢na za konjugovanu keto grupu se moze zapaziti u IR spektru enona 32 i to na 1674
cm™, dok traka koja potice od karbonilne grupe laktona se javlja na 1732 cm™. U 'H NMR
spektru se javlja singlet na 5,86 ppm koji poti¢e od olefinskog vodonika na C-4. Takode se
zapazaju dva dubleta na 3,54 i 4,22 ppm koja poti¢u od metilenskih vodonika na C-19. U *C
NMR spektru jedinjenja 32 se zapazaju signali olefinskih ugljenika C-4 i C-5 sa hemijskim
pomeranjima od 115,53 i 170,53 ppm, respektivno. Signal karbonilnog ugljenika C-3 usled
konjugacije ima niZe hemijsko pomeranje u odnosu na signal u spektru polaznog jedinjenja 31
[6 206,94 kod jedinjenja 31 — 198,25 kod jedinjenja 32]. Molekulska formula (C19H2404) je
potvrdena pomocu dva pika u masenom spektru visoke rezolucije, i to: [M+H]* (m/z 317,17468)
i [M+K]" (m/z 355,13082).
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3.1.4. SINTEZA 19-DERIVATIZOVANIH STEROIDNIH
D-HOMO LAKTONA

Reduktivnim otvaranjem 6f3,19-epoksida mogu se dobiti 19-hidroksi derivati [165,166].
Reakcija je radena sa cinkom u prahu u kljucalom etanolu pri ¢emu su 5a-hlor i 5a-brom
epoksidi 25 i 26 dali 19-hidroksi derivat 33 (shema 3.1.14). Ovde se moze zapaziti znacajna
razlika u reaktivnosti jedinjenja 25 i 26. Naime reduktivno otvaranje Sa-hlor-6,19-epoksida 25 se
odigrava uz 51 ekvivalent sveze aktiviranog cinka u prahu i1 u toku 22h. Pri tome, ne izreaguje
sva koli¢ina polaznog jedinjenja, ve¢ 84%, dok je prinos novosintetisanog alkohola 33 43%.
Reakcija jedinjenja 26, se pak, odigrava u toku 3h i sa 21 ekvivalentom cinka u prahu. Ovde
izreaguje sva koli¢ina polaznog jedinjenja 26, a prinos jedinjenja 33 je 80%. Pored alkohola 33 u
ovoj reakciji nastaje i jedinjenje 5 u prinosu od 6%.

HO O o)

AcO AcO

26
Shema 3.1.14. Reakcioni uslovi: a) prah Zn, EtOH, refluks, 22h za 25 (43%), 3h za 26 (80%).

S obzirom da je od svih halogena fluor najlosija odlazec¢a grupa, do reduktivnog otvaranja
5a-fluor-6,19-epoksida 24 ne dolazi ¢ak ni kada se koristi 105 ekvivalenata cinka i refluks
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odigrava u toku 37 h. Reakcija se nije odigravala ni u siréetnoj kiselini uz 112 ekvivalenata cinka
u toku 34 h, kao ni u smesi 2-propanola i siréetne kiseline uz 207 ekvivalenata cinka u toku 32h.

U IR spektru alkohola 33 zapaZza se $iroka traka na 3440 cm™ koja poti¢e od hidroksilne
grupe na C-19. Pojava ove trake u spektru jedinjenja 33 za razliku od spektra epoksidnih
mostova 25 i 26 je dokaz da je uvedena hidroksilna grupa u polozaj C-19. U protonskom NMR
spektru alkohola 33 se zapaza signal samo jedne angularne metil grupe i to C-18 na 1,07 ppm.
Dublet na 3,62 ppm poti¢e od jednog vodonika sa C-19, dok se signal drugog vodonika poklapa
sa signalima C-17a metilenske grupe, dajuci vise preklopljenih signala u opsegu 3,88-3,91 ppm.
Signal H-6 se javlja na 5,79 ppm i znatno je pomeren ka ve¢im vrednostima & u odnosu na isti
kod jedinjenja 25 (5 = 4,01 ppm) tj. 26 (5 = 4,13 ppm). U 3C NMR spektru jedinjenja 33
karakteristi¢ni su olefinski signali na 126,91 i 134,61 ppm Koji poti¢u od C-6 i C-5, respektivno,
kao i signal C-19 na 62,76 ppm. Molekulska formula (C2:H300s) je potvrdena pomocu Cetiri pika
u masenom spektru visoke rezolucije, i to: [M+K]" (m/z 401,17237), [M+Na]* (m/z 385,19836),
[M+NH4]* (m/z 380,24289) i [2M+H]" (m/z 725,42667).

Reduktivno otvaranje 6,19-epoksida sa 4-en-3-on sistemom 32 je izvrSeno cinkom u
prahu na dva nacina (shema 3.1.15) [167-169]. Zagrevanjem uz refluks u etanolu u toku 19 h 30
min. dobijen je 19-alkohol 34 u prinosu od 65%, dok je zagrevanjem u glacijalnoj siréetnoj
kiselini u toku 6 h pored jedinjenja 34 (3%) kao glavni proizvod reakcije dobijen acetat 35 u
prinosu od 44%.

0] HO 0] AcO 0]
. ailib o 4+ 0
@) O @)
32 34 35
Shema 3.1.15. a) Zn (prah), EtOH, refluks, 19 h 30 min., 34 (65%); b) Zn (prah), glac. AcOH,
refluks, 6 h, 34 (3%) i 35 (44%).

U IR spektru jedinjenja 34 se zapaza $iroka traka na 3496 cm™ koja poti¢e od hidroksilne
grupe na C-19, kao i dve trake na 1732 i 1674 cm™ koje poti¢u od karbonilnih grupa na C-16 i
C-3, respektivno. U protonskom NMR spektru jedinjenja 34 singlet na 5,93 ppm poti¢e od
olefinskog vodonika na C-4. Signali vodonika na C-19 i C-17a su preklopljeni i javljaju se u
opsegu hemijskih pomeranja 3,88-4,04 ppm. U 3C NMR spektru jedinjenja 34 se zapaza signal
na 65,64 ppm koji potic¢e od C-19, kao i signali olefinskih ugljenika C-4 i C-5 na 126,70 i 170,54
ppm, respektivno. Signali ugljenika iz karbonilnih grupa na C-16 i C-3 se javljaju na 166,29 i
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199,89 ppm. Molekulska formula (C19H2604) je potvrdena pomocéu [M+Na]* pika u masenom
spektru visoke rezolucije koji se javlja na m/z 341,17282.

IR spektar jedinjenja 35 takode poseduje dve trake koje poticu od karbonilnih grupa, ali
ne i traku hidroksilne grupe. Intenzivna traka na 1737 cm™ poti¢e od karbonilnih grupa acetata i
laktona, dok konjugovana keto grupa na C-3 daje traku na 1670 cm™. U *H NMR spektru
jedinjenja 35 se zapazaju singleti na 2,04 ppm od vodonika iz acetata i na 5,95 ppm od
olefinskog vodonika na C-4. U *C NMR spektru ovog jedinjenja olefinski ugljenici C-4 i C-5
imaju hemijska pomeranja 126,99 i 164,06 ppm. Tri karbonilna ugljenika, C-16, acetatni i C-3,
imaju slede¢a hemijska pomeranja 170,06; 170,58 i 198,85 ppm, respektivno. Molekulska
formula (C21H280s) je potvrdena pomocu [M+Na]* pika u masenom spektru visoke rezolucije
koji se javlja na m/z 383,18393.

Polazec¢i od alkohola 33 sintetisan je niz drugih 19-derivatizovanih steroida. Tako je, u
zelji da se dobije bolja odlazeéa grupa izvrSeno tozilovanje hidroksilne grupe na C-19
tozil-hloridom u apsolutnom piridinu. Kada je ova hemijska reakcija radena zagrevanjem uz
refluks u toku 2 h i 10 min. nije dobijen Zeljeni proizvod, ve¢ su nastali 19-hlorid 36 u prinosu od
16% i 5B,10-ciklopropil derivat 37 u prinosu od 19% (shema 3.1.16). MozZe se pretpostaviti da u
ovoj reakciji prvo nastaje 19-toziloksi derivat 38 iz koga se potom supstitucijom sa hlorom
dobija jedinjenje 36. Sli¢na transformacija se sreCe u literaturi i ona obuhvata tozilovanje na
sobnoj temperaturi, a potom supstituciju litijum-hloridom, pri ¢emu se kao sporedni proizvod
dobija 5B,10-ciklopropil derivat koji nastaje i u ovoj reakciji [301]. Tozilovanje 19-hidroksilne
grupe jedinjenja 33 je postignuto reakcijom na sobnoj temperaturi u toku 76 h pri ¢emu je
dobijeno jedinjenje 38 u prinosu od 64%. U ovoj reakciji nastaje i 5B,10-ciklopropil derivat 37
kao sporedni proizvod u prinosu od 2,2%. Jedinjenje 37 u obe pomenute rekcije nastaje
intramolekulskom reakcijom iz 19-toziloksi derivata 38 [206].

Za utvrdivanje strukture 19-hlorida 36 u IR spektru je bilo znacajno odsustvo trake na
oko 3400 cm™ koja je u spektru polaznog jedinjenja 33 poticala od vibracija hidroksilne grupe. U
protonskom NMR spektru hlorida 36 se zapaza signal samo jedne angularne metil grupe i to
C-18 na 1,08 ppm. Dublet na 3,59 ppm potic¢e od jednog atoma vodonika na C-19, dok se signal
drugog atoma vodonika na C-19 poklapa sa signalom jednog vodonika C-17a metilenske grupe i
javlja se u opsegu 3,82-3,92 ppm. U *C NMR spektru jedinjenja 36 se signal C-19 javlja na
nizem hemijskom pomeranju (6 = 45,98 ppm) u odnosu na signal istog ugljenika u spektru
polaznog alkohola 33 koji se javlja na 62,76 ppm. Molekulska formula (C21H29ClOa) je
potvrdena pomo¢u [M+Na]" pika u masenom spektru visoke rezolucije koji se javlja na m/z
403,16437. Struktura jedinjenja 36 je dodatno potvrdena rendgeno-strukturnom analizom (slika
3.1.13).
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Shema 3.1.16. Reakcioni uslovi: a) TsCl, aps. Py, refluks, 2 h 10 min., 36 (16%) i 37 (19%); b)
TsCl, aps. Py, st, 76 h, 38 (64%) i 37 (2,2%); c) Nal, aceton, refluks, 9 h (74%); d) LiF, MeCN,
refluks, 5 h, 41 (54%) i 37 (38%).

Slika 3.1.13. ORTEP 3D prikaz molekulske strukture 19-hlor derivata 36
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U IR spektru ciklopropil derivata 37 se takode zapaza odsustvo trake hidroksilne grupe.
U protonskom NMR spektru ovog jedinjenja se zapaza odsustvo signala na 3,62 ppm koji je u
spektru jedinjenja 33 poticao od jednog vodonika sa C-19. Vodonici u polozaju 19 daju dva
dubleta na 0,59 ppm i 1,13 ppm, Sto ukazuje na strukturu ciklopropana. U ovom spektru su za
identifikaciju jedinjenja bitna i dva olefinska dubleta na 5,16 i 5,81 ppm sa jednakim
konstantama kuplovanja od 10 Hz, a koji poti¢u od H-6 i H-7, respektivno. C-19 Ugljenik u 3C
NMR spektru ovog jedinjenja daje signal na 21,38 ppm, §to je znatno niZze hemijsko pomeranje u
odnosu na ono u spektru polaznog alkohola 33 (6 = 62,76 ppm). Signal C-5 je pomeren ka
znacajno nizim vrednostima & u poredenju sa signalom u spektru polaznog alkohola 33 [ 134,61
kod jedinjenja 33 — 27,79 kod jedinjenja 37]. Signali olefinskih ugljenika C-7 i C-6 se u ovom
spektru javljaju na 120,18 i 137,36 ppm, respektivno. Molekulska formula jedinjenja (C21H2g04)
je potvrdena pomoc¢u [M+Na]" pika u masenom spektru visoke rezolucije koji se javlja na m/z
367,18685.

| za identifikaciju 19-toziloksi derivata 38 u IR spektru je bilo vazno odsustvo trake
hidroksilne grupe. U protonskom spektru su vazni: singlet na 2,48 ppm koji poti¢e od tri
vodonika iz metil grupe tozilata, kao i dva dubleta na 7,38 1 7,80 ppm koji poti¢u od po dva
vodonika iz benzenovog prstena tozil grupe. Aromati¢ni ugljenici u *C NMR spektru daju
signale na 127,86, 129,93, 132,78 i 145,11 ppm, dok se signal ugljenika metil grupe tozilata
nalazi na 21,68 ppm. Molekulska formula jedinjenja (C2sH3607S) je potvrdena pomoéu [M+Na]*
pika u masenom spektru visoke rezolucije koji se javlja na m/z 539,20742.

Nukleofilna supsitucija toziloksi grupe jodom je izvrSena u acetonu uz zagrevanje uz
refluks u toku 9 h i dobijen je 19-jodo derivat 39 u prinosu od 74% (shema 3.1.16). Najznacajnija
traka u IR spektru ovog jedinjenja je intenzivna traka na 1733 cm™ koja poti¢e od karbonilnih
grupa acetata i laktona. Dva metilenska vodonika na C-19 daju dublete na 3,27 i 3,59 ppm u
protonskom NMR spektru, dok olefinski H-6 daje dublet na 5,67 ppm. U *C NMR spektru
jedinjenja 39 se signal C-19 javlja na 10,34 ppm, dok olefinski C-6 i C-5 imaju signale sa
hemijskim pomeranjima od 125,29 i 135,45 ppm. U odnosu na NMR spektre polaznog tozilata
38 ovde se zapaza odsustvo signala aromati¢nih vodonika, odnosno ugljenika. Molekulska
formula jedinjenja (C21H29104) je potvrdena pomoc¢u [M+Na]* pika u masenom spektru visoke
rezolucije koji se javlja na m/z 495,09992.

Pokusaj supstitucije toziloksi grupe jedinjenja 38 litijum-fluoridom u acetonitrilu
zagrevanjem uz refluks u toku 5 h, nije dao Zeljeni 19-fluornog derivata 40. U ovoj reakciji je
doslo do sigmatropnog premestanja uz nastajanje 6p-(p-toluensulfoniloksimetil) derivata 41 u
prinosu od 54%, kao $to je prethodno i opisano u literaturi [302]. Medutim za razliku od
literaturno poznatih reakcija ovog tipa u ovoj reakciji se dobija i 58,10-ciklo derivat 37 i to u
znad¢ajnom prinosu od 37%. U IR spektru jedinjenja 41 se zapaZa intenzivna traka na 1734 cm™
koja poti¢e od dveju karbonilnih grupa. U *H NMR spektru su vazni signali vodonika iz
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p-toluensulfonil grupe: 2.46 (s, 3H, CHz iz Ts); 7,41 (d, J = 8,1 Hz, 2H, H-3" i H-5") i 7,83 (d, J
=8,1 Hz, 2H, H-2" i H-6"). U 3C NMR spektru metil ugljenik iz tozil grupe daje signal na 21,65
ppm, a aromati¢ni na 127,89, 130,09, 132,99 i 145,22 ppm. Takode su vazni i signali olefinskih
ugljenika na 122,47 i 134,45 ppm koji potic¢u od C-5 i C-10 respektivno, kao i signal metilenskog
C-6' ugljenika na 70,38 ppm. Molekulska formula jedinjenja (C2sH3s07S) je potvrdena pomocéu
[M+Na]* pika u masenom spektru visoke rezolucije koji se javlja na m/z 539,20740.

U cilju dobijanja 3,19-laktona 43 je izvrSena deprotekcija 3B-hidroksilne grupe jedinjenja
33. Reakcija je izvrSena natrijum-etoksidom u etanolu na 60 °C u toku 1h pri ¢emu je dobijen
3B,19-diol 42 (shema 3.1.17). U IR spektru ovog jedinjenja se zapaza Siroka traka na 3400 cm™
koja poti¢e od dveju hidroksilnih grupa. Medutim, dokaz da je izvrSeno uklanjanje acetatne
grupe se nalazi u NMR spektrima i to zahvaljujuéi odsustvu signala koji poti¢u od ove grupe.
Tako se u protonskom NMR spektru ne javlja signal tri vodonika metil grupe acetata, dok u *C
NMR spektru izostaju signali metil i karbonilnog ugljenika acetata. Molekulska formula
jedinjenja (C19H2804) je potvrdena pomocu dva pika u masenom spektru visoke rezolucije, i to:
[M+H]" (m/z 321,20552) i [M+NH4]" (m/z 338,23280). Struktura jedinjenja 42 je dodatno
potvrdena rendgeno-strukturnom analizom (slika 3.1.14).
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Shema 3.1.17. Reakcioni uslovi: a) NaOEt, EtOH, 60 °C, 1 h (88,5%); b) Jones-ov reagens,
aceton, 0 °C, 40 min. (20%); c) PCC, CHxCl,, atm. Ar, st 1h 40 min. (92%); d) HslOe¢, CrOs3,
MeCN, H20, 0 °C,1 h 50 min. (53%); e) Jones-ov reagens, aceton, st, 4h 30 min. 44 (7,8%) i 45
(40%).




Ivana Kuzminac — Doktorska disertacija

Slika 3.1.14. ORTEP 3D prikaz molekulske strukture dihidroksi derivata 42

Oksidacijom diola 42 Jones-ovim reagensom na 0 °C u toku 40 min. dobijen je
3,19-lakton 43 u prinosu od 20% (shema 3.1.17). Do nastanka ovog jedinjenja dolazi
oksidacijom primarne hidroksilne grupe do karboksilne, a zatim kiselo katalizovanom
laktonizacijom. Dokaz da je dobijen lakton se nalazi ve¢ u IR spektru u kom se zapaza odsustvo
trake koja je u spektru diola 42 poticala od hidroksilnih grupa, a i prisustvo intenzivne trake na
1733 cm koja se javlja usled vibracija dveju karbonilnih grupa laktona. U protonskom NMR
spektru se primecuje izostanak signala H-19 koji su se u spektru jedinjenja 42 nalazili u opsegu
od 3,56 do 3,89 ppm. Osim ove, najveca razliku u protonskim NMR spektrima jedinjenja 43 i
polaznog 42 je u polozaju signala vodonika na C-3. Ovo jezgro u spektru jedinjenja 42 daje
signal koji se preklapa sa signalom jednog vodonika na C-19 i nalazi se u intervalu od 3,56-3,66
ppm, dok u spektru dilaktona 43 on ima veée hemijsko pomeranje (6 = 4,77 ppm) i oblika
Sirokog singleta. U 3C NMR spektru se signal C-19 nalazi na 173,59 ppm $to u odnosu na 62,83
ppm u spektru polaznog jedinjenja ukazuje da je do oksidacije doSlo upravo u ovom polozaju.
Molekulska formula jedinjenja (C19H2404) je potvrdena pomocu dva pika u masenom spektru
visoke rezolucije, i to: [M+H]" (m/z 317,17451) i [M+K]" (m/z 355,13148).

Oksidacijom alkohola 33 sa piridinijum-hlorohromatom u dihlormetanu i atmosferi
argona u toku 1 h i 40 min. na sobnoj temperaturi dobijen je 19-aldehid 44 u prinosu od 92%
(shema 3.1.17). Kada je za oksidaciju upotrebljena smesa perjodne kiseline i hrom(VI)-oksida u
acetonitrilu i vodi aldehid 44 je dobijen u prinosu od 53%. Reakcija je teklana 0 °C utoku 1 h i
50 min. U IR spektru aldehida 44 se zapaza intenzivna traka na 1731 cm™ koja poti¢e od tri
karbonilne grupe, na C-16, C-19, kao i iz acetata na C-3. U protonskom NMR spektru se zapaza
signal vodonika iz aldehidne grupe na 9,69 ppm. U 3C NMR spektru ugljenik u polozaju 19 ima
hemijsko pomeranje 204,38 ppm S$to odgovara pomeranju aldehidnih ugljenika. Molekulska
formula jedinjenja (C2:H300s) je potvrdena pomocu tri pika u masenom spektru visoke
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rezolucije, i to: [M+K]"™ (m/z 399,15659), [M+Na]® (m/z 383,18203) i [M+NH4]" (m/z
378,22654).

Kada je za oksidaciju alkohola 33 upotrebljen Jones-ov reagens u acetonu na sobnoj
temperaturi u toku 4h 30 min (shema 3.1.17) dobijena je kiselina 45 u prinosu od 40%. U ovoj
reakciji se dobija i aldehid 44 u prinosu od 7,8%. Prisustvo karboksilne grupe u strukturi
jedinjenja 45 je potvrdeno ve¢ analizom IR spektra. U ovom spektru se javlja izuzetno Siroka
traka na 3440 cm™ koja poti¢e od ove grupe. U protonskom NMR spektru se zapaZza odsustvo
signala vodonika sa C-19 koji su u spektru polaznog jedinjenja 33 davali dva dubleta. U *3C
NMR spektru ugljenik C-19 se javlja na 178,03 ppm. Molekulska formula (C21H2s0s) je
potvrdena pomoéu [M+Na]" pika u masenom spektru visoke rezolucije koji se javlja na m/z
399,17673.

Iz kiseline 45 je dobijen amid 46. Amid 46 je sintetisan reakcijom sa ureom u etil-acetatu
uz imidazol kao katalizator (shema 3.1.18) [303, 304]. Reakciona sme$a je zagrevana u
mikrotalasnom reaktoru na 165 °C u toku 15 min., a amid 46 je dobijen u prinosu od 72%. U
protonskom NMR spektru se zapaza osustvo protona na C-19, dok to ugljenikovo jezgro u *C
NMR spektru daje signal na 177,31 ppm.

HOOC

AcO AcO
45 46

Shema 3.1.18. Reakcioni uslovi: a) urea, imidazol, AcOEt, MW/165 °C, 15 min. (72%).

U cilju dobijanja 19-hidroksiimino derivata izvrSena je nukleofilna adicija hidroksilamina
na karbonilnu grupu jedinjenja 44 (shema 3.1.19). U suspenziju aldehida 44 u smesi metanola i
vode je dodat hidroksilamin hidrohlorid i natrijum-hidrogenkarbonat, a reakcija se odigrala na
sobnoj temperaturi u toku 7h. Nastao je samo jedan od dva moguca stereoizomerna oksima 1 to
oksim 47 u prinosu od 75%. U IR spektru ovog jedinjenja se za razliku od spektra polaznog
aldehida 44 zapaza Siroka traka na 3367 cm™ koja poti¢e od hidroksilne grupe. U protonskom
NMR spektru oksima 47 se zapaza odsustvo signala aldehidnog vodonika na 9,67 ppm, a javlja
se singlet na 7,33 ppm koji potice od vodonika na C-19. U *C NMR spektru signal C-19
ugljenika ima znatno manje hemijsko pomeranje (6 154,83 ppm) nego kod polaznog aldehida 44
(6 204,38 ppm). Molekulska formula jedinjenja (C21H29NOs) je potvrdena pomocéu dva pika u
masenom spektru visoke rezolucije, i to: [M+K]" (m/z 414,16815) i [M+H]" (m/z 376,21225).
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Struktura jedinjenja 47 a narodito stereohemija na C=N vezi je utvrdena rendgeno-strukturnom
analizom (slika 3.1.15) ¢iji rezultati govore da se radi o E konfiguraciji.
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Shema 3.1.19. Reakcioni uslovi: a) NH2OH-HCI, NaHCO3, MeOH, H20, st, 7h (75%);
b) NaOEt, EtOH, 50-55 °C, 48 (1 h 15 min., 87%) i 50 (2 h 30 min., 91%) potom HCI (1:1);
¢) MsCl, aps. Py, -15 °C, 30 min. — st 1 h (74%).

Slika 3.1.15. ORTEP 3D prikaz molekulske strukture 33-acetoksi-19-oksima 47

Uklanjanje acetatne zastite u polozaju 3 kod oksima 47 je izvrSeno natrijum-etoksidom u
etanolu uz zagrevanje na 50-55 °C u toku 1 h 15 min. (shema 3.1.19). Na ovaj nacin je dobijen
3B-hidroksi-19-oksim 48 u prinosu od 87%. U IR spektru ovog jedinjenja se javlja Siroka traka
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na 3401 cm™ koja poti¢e od dve hidroksilne grupe. U protonskom NMR spektru se za razliku od
spektra polaznog jedinjenja 47 zapaza odsustvo singleta koji je poticao od tri vodonika acetatne
grupe, kao i znacajno pomeranje signala H-3 ka nizim vrednostima hemijskog pomeranja (6 4,67
kod 47 — 3,30 ppm kod 48). U spektru su prisutni i signali dveju hidroksilnih grupa. Naime,
dublet na 4,61 ppm sa hemijskim sprezanjem od 4,7 Hz potice od vodonika hidroksilne grupe na
C-3, dok proton hidroksilne grupe oksima daje singlet na 10,72 ppm. 1D NOESY spektri su od
posebnog znacaja za odredivanje stereohemije oksima 48 (slika 3.1.16). U ovim spektrima se
mogu zapaziti nOe interakcije izmedu H-19 i protona hidroksilne grupe oksima. Ovo ukazuje na
prostornu bliskost ovih protona odnosno E-konfiguraciju hidoksiimino grupe U *C NMR
spektru jedinjenja 48 izostaju dva signala acetata, a ugljenikovo jezgro u poloZaju 19 daje signal
na 153,02 ppm. Molekulska formula jedinjenja (C19H27NQs4) je potvrdena pomoéu [M+Na]* pika
u masenom spektru visoke rezolucije koji se javlja na m/z 356,18242.
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Slika 3.1.16. TH NMR i 1D NOESY spektri 3B-hidroksi-19-oksima 48
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Dehidratacijom 3p-acetoksi-19-oksima 47 mezil-hloridom u apsolutnom piridinu dobija
se nitril 49 (shema 3.1.19). Reakcija je tekla na -15 °C u toku 30 min. i nakon toga jo$ 1 h na
sobnoj temperaturi, pri ¢emu je prinos jedinjenja 49 bio 74%. U poredenju sa spektrom polaznog
oksima 47, u IR spektru ovog jedinjenja ocekivano izostaje Siroka traka hidroksilne grupe na oko
3400 cm?, ali se javlja traka slabog intenziteta na 2228 cm™ koja poti¢e od nitrilne grupe. U
protonskom NMR spektru jedinjenja 49 se zapaza izostanak signala vodonika na C-19, dok je u
13C NMR spektru signal ovog ugljenika na nizem hemijskom pomeranju (120,54 ppm) u odnosu
na isti u spektru jedinjenja 47 (154,83 ppm). Molekulska formula jedinjenja (C21H3z7NQas) je
potvrdena pomocu tri pika u masenom spektru visoke rezolucije, i to: [M+H]* (m/z 358,20136),
[M+NHa]" (m/z 375,22816) i [M+Na]* (m/z 380,18497).

3B-Hidroksi-19-nitril 50 je dobijen deprotekcijom hidroksilne grupe na C-3 jedinjenja 49
(shema 3.1.19). Reakcija je izvedena natrijum-etoksidom u etanolu na 50-55 °C u toku 2 h 30
min., a jedinjenje 50 je dobijeno u prinosu od 91%. Prisustvo Siroke trake u IR spektru na 3432
cm™ koja poti¢e od vibracija hidroksilne grupe na C-3 potvrduje da je dobijeno jedinjenje 50. U
protonskom NMR spektru ovo potvrduje izostanak singleta acetatnih vodonika, kao i pomeranje
signala H-3 ka nizim vrednostima hemijskog pomeranja (3 4,63 ppm kod 49 — 3,55 ppm kod
50), dok u 3C NMR spektru izostaju dva signala ugljenika acetane grupe. Molekulska formula
jedinjenja (C19H25NO3) je potvrdena pomocu tri pika u masenom spektru visoke rezolucije, i to:
[M+H]" (m/z 316,19120), [M+NH4]" (m/z 333,21715) i [M+K]" (m/z 354,14721). Struktura
jedinjenja 50 je dodatno potvrdena rendgeno-strukturnom analizom (slika 3.1.17).

Slika 3.1.17. ORTEP 3D prikaz molekulske strukture 3f3-hidroksi-19-nitrila 50
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Jedan od ciljeva ovog rada bio je i ispitivanje reaktivnosti 19-aldehida 44 sa Wittig-ovim
reagensima (shema 3.1.20). Prvo je izvrSena reakcija sa metiltrifenilfosfonijum-jodidom u
prisustvu kalijum-terc-butoksida u apsolutnom tetrahidrofuranu u toku 90 min. na sobnoj
temperaturi [200]. U ovoj reakciji je dobijen Zeljeni proizvod 51 u skromnom prinosu od 4,1%
kao i deacetilovani proizvod 52 u nesto boljem, ali i dalje niskom prinosu od 7,9%.
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AcO AcO HO
44 51 52
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CN
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OHC 0
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54
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Shema 3.1.20. Reakcioni uslovi: a) MePPhzl, tBuOK, aps. THF, atm. Ar, st, 90 min., zatim HCI
(1:1) 51 (4,1%) i 52 (7,9%); b) K2CO3, MeOH, H0, st 90 min., zatim HCI (1:1) (79%);
¢) NCCH2PPhsCl, tBuOK, aps. THF, atm. Ar, refluks, 7,5 h — st, 18 h, zatim HCI (1:1) (37%);
d) CICH2P(Cl)Phgz, tBuOK ili BuLi, aps. THF, atm. Ar, st, 20 h.

U IR spektru jedinjenja 51 se zapaza intenzivna traka na 1734 cm™ koja poti¢e od dveju
karbonilnih grupa laktona i acetata. U protonskom NMR spektru 3p-acetoksi-19-metilen derivata
51 dva terminalna olefinska vodonika na C-19a daju dva dublet dubleta na 4,98 i 5,36 ppm.
Signali dva olefinska vodonika na C-6 i C-19 su preklopljeni i nalaze se u opsegu hemijskih
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pomeranja 5,61-5,72 ppm. U 3C NMR spektru jedinjenja 51 se javljaju &etiri signala olefinskih
ugljenika C-19a, C-6, C-5i C-19 na 118,56; 124,18; 136,02 i 141,54, respektivno. Takode se
zapaza prisustvo dva signala karbonilnih ugljenika na 170,55 (C=0O iz Ac) i 170,72 (C-16).
Molekulska formula jedinjenja (C22H3004) je potvrdena pomocu [M+Na]* pika u masenom
spektru visoke rezolucije koji se javlja na m/z 381,20299.

U IR spektru jedinjenja 52 se za razliku od spektra polaznog jedinjenja 44 i jedinjenja 51
zapaza §iroka traka na 3435 cm™ koja poti¢e od hidroksilne grupe na C-3. U protonskom NMR
spektru jedinjenja 52 se zapazaju dva dubleta na 4,96 i 5,32 ppm koja poticu od dva
diastereoizotopna vodonika na C-19a, dok vodonici na C-6 i C-19 daju signale koji se preklapaju
i javljaju u opsegu hemijskih pomeranja 5,59-5,68 ppm. U *C NMR spektru jedinjenja 52 se
signali olefinskih ugljenika C-19a, C-19, C-5 i C-6 javljaju na 118,47; 123,29; 137,04 i 141,72
ppm, respektivno. U ovom spektru se, kao i u spektru jedinjenja 51, zapaza izostanak signala
aldehidnog ugljenika, ali i izostanak signala ugljenika acetatne grupe, a javlja se samo jedan
signal karbonilnog ugljenika i to ugljenika u polozaju 16 na 170,81 ppm. Molekulska formula
jedinjenja (C20H2803) je potvrdena pomocu [M+Na]* pika u masenom spektru visoke rezolucije
koji se javlja na m/z 339,19236.

Posto je u prethodnoj reakciji utvrdeno da osim Wittig-ove olefinacije dolazi i do bazne
hidrolize acetoksi grupe u polozaju C-3, pre izvodenja naredne dve reakcije olefinacije izvrSena
je bazna hidroliza acetatne zastite pomenute hidroksilne grupe kod jedinjenja 44 (Shema 3.1.20).
Ovo je postignuto kalijum-karbonatom, u smesi metanola i vode, na sobnoj temperaturi u toku 90
min., pri ¢emu je dobijeno jedinjenje 53 u prinosu od 79%. U IR spektru 3p-hidroksi-19-aldehida
53 se za razliku od spektra jedinjenja 44 javlja Siroka traka na 3417 cm™ koja poti¢e od
hidroksilne grupe u polozaju 3. U protonskom NMR spektru jedinjenja 53 se javlja singlet na
9,67 ppm koji poti¢e od vodonika aldehidne grupe na C-19. Takode se primecuje izostanak
singleta vodonika acetata. Signal H-3 ima nize hemijsko pomeranje (3,54 ppm) od onog u
spektru jedinjenja 44 (4,62 ppm). U *C NMR spektru aldehida 53 se, sli¢no spektru aldehida 44,
aldehidni ugljenik C-19 javlja na 204,73 ppm. Takode se zapaza izostanak signala dva ugljenika
acetatne grupe. Molekulska formula jedinjenja (C19H2604) je potvrdena pomoc¢u [M+Na]* pika u
masenom spektru visoke rezolucije koji se javlja na m/z 341,17183.

3B-Hidroksi-19-aldehid 53 je dalje podvrgnut reakcijama Wittig-ove olefinacije sa ilidima
dobijenim iz (cijanometil)trifenilfosfonijum-hlorida i (hlorometil)trifenilfosfonijum-hlorida
(Shema 3.1.20) [305]. U reakciji aldehida 53 sa ilidom dobijenim iz
(cijanometil)trifenilfosfonijum-hlorida dejstvom kalijum-terc-butoksida, dobijen je Zeljeni
proizvod 54. Medutim, samo 23% polaznog jedinjenja je izreagovalo, a dobijeni
19-cijanometilidenski derivat 54 je bio nestabilan tako da je snimljen samo njegov IR spektar. U
ovom spektru se pored Siroke trake na 3412 cm™ koja poti¢e od hidroksilne grupe na C-3 i
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intenzivne trake na 1730 cm™ koja poti¢e od karbonilne grupe na C-16, javlja i slaba traka na
2228 cm! koja poti¢e od novouvedene nitrilne grupe.

Aldehid 53 sa (hlorometil)trifenilfosfonijum-hloridom u prisustvu kalijum-terc-butoksida ne
reaguje ni posle 20 h mesanja na sobnoj temperaturi, dok u prisustvu butil-litijuma reaguje i nakon 20
h meSanja na sobnoj temperaturi daje tri proizvoda Cije strukture nije bilo mogucée utvrditi zbog
njihove velike nestabilnosti. Pretpostavlja se da do olefinacije dolazi i na karbonilnoj grupi laktonske
funkcije i da druga dva proizvoda nastaju upravo ovom hemijskom transformacijom.
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3.2. ANTITUMORSKI POTENCIJAL SINTETISANIH
JEDINJENJA

U cilju utvrdivanja antitumorskog potencijala sintetisanih jedinjenja izvrSeno je niz analiza.
Prvo je ispitana bioraspolozivost molekula poredenjem molekulskih osobina sa Lipinski, Veber i
Oprea pravilima. Potom je ispitana antiproliferativna aktivnost dobijenih jedinjenja na niz celijskih
linija humanih kancera i jednoj zdravoj humanoj ¢elijskoj liniji. Dobijeni rezultati su upotrebljeni za
utvrdivanje korelacionih odnosa izmedu strukture i aktivnosti. Za jedinjenja koja su pokazala
znacajnu antiproliferativnu aktivnost u cilju utvrdivanja molekulskih osnova iste izvrSen je virtuelni
skrining. Osim toga ispitano je i vezivanje jedinjenja za odabrane hormonske receptore, kao i
inhibitorna aktivnost na dva enzima steroidogeneze.

3.2.1. BIORASPOLOZIVOST SINTETISANIH JEDINJENJA

Tokom potrage za novim farmakoloski aktivnim supstancama u istrazivanjima koja se bave
pronalaskom novog leka ¢esto se zanemaruju biofarmaceutske osobine kao $to je apsorpcija leka.
Kao rezultat toga loSe biofarmaceutske karakteristike predstavljaju jedan od glavnih razloga
neuspeha u klini¢kim istrazivanjima. PoSto su troskovi razvoja leka znacajno visi od troSkova
njegovog pronalaska, od izuzetne vaznosti su metode kojima je moguce izvrSiti predvidanje
bioraspolozivosti kandidata u ovim studijama. Velika veéina dobro apsorbovanih lekova se prenosi
pasivnim transportom kroz ¢éelijsku membranu koja je lipofilne prirode. Stoga se fiziko-hemijski
deskriptori molekula leka, za koje se veruje da uticu na transcelijski transport, rutinski koriste za
predvidanje apsorpcije leka. Jedan fiziko-hemijski deskriptor nije dovoljan za pouzdano predvidanje
apsorpcije leka. Niz istrazivackih grupa je predlozio nekoliko grupa fiziko-hemijskih deskriptora
kojima bi se opisala tzv. sli¢nost-leku (eng. drug-likeness), odnosno predvidela njihova
bioraspolozivost [306, 307].

Najpoznatija takva grupa deskriptora je predlozena od strane Lipinski-og i saradnika [308,
309] i predstavlja naj¢es¢e primenjivanu grupu kriterijuma pri skriningu supstanci kod medicinskih
hemicara. Kolika je zastupljenost ovih kriterijuma ukazuje i citiranost njihovog prvog rada na ovu
temu koja je prema Scopus-u 21.3.2018. god. iznosila 5139. Navedena pravila su kreirana radi
primene u predvidanju oralne bioraspolozivosti, ali su danas naj¢eS¢e primenjena kao pravila za
utvrdivanje sli¢nosti sa osobinama lekova. Do ovoga je doSlo usled tendencije ka primeni oralnih
lekova, pre svega zbog prakti¢nosti iste, Sto je farmeceutske kompanije nateralo da izjednace ova dva
pojma. Oralna bioraspolozivost se najéesce definiSe kao frakcija oralne doze koja dospe u cirkulaciju
[310]. Na to utiu apsorpcija i metabolizam u Zelucu i jetri. Koli¢ina i brzina apsorpcije molekula su
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odredene njegovom lipofilno$¢u i rastvorljivos¢u. Prema Lipinski-om da bi lek bio oralno
bioraspoloziv mora da poseduje bar tri od navedena cCetiri pravila koja su upravo u vezi sa
lipofilnos¢u i rastvorljivoscéu:

1. broj donora vodoni¢ne veze (eng. hydrogen bond donors, skr. HBD) ne sme biti veci od 5 i
najcesce je izrazen kao zbir OH 1 NH grupa;

2. broj akceptora vodoni¢ne veze (eng. hydrogen bond acceptors, skr. HBA) ne sme biti veci od
10 1 najcesce je izrazen kao suma N 1 O atoma;

3. molekulska masa (eng. molecular weight, skr. MW) ne sme biti veca od 500 i

4. LogP ne sme biti ve¢i od 5. LogP je logaritam particionog koeficijenta supstance izmedu
n-oktanola i vode i predstavlja standardnu meru hidrofilnosti jedinjenja. Ovaj parametar je
mogucée kompjuterski izraCunati i tada se naziva izracunati LogP (eng. calculated logP, skr.
cLogP).

Ova pravila se najceS¢e nazivaju pravila Lipinskog ili pravila 5 (posto je zajednicki Cinilac svih
ogranicenja broj pet), ili pak najcesce pravilo Lipinskog od 5 (eng. Lipinski’s rule of 5).

Oralnu bioraspolozivost su ispitivalli i Veber i saradnici [311] na 1100 potencijalnih lekova i
utvrdili da redukovana fleksibilnost molekula odredena brojem rotabilnih veza (skr. nrotb, 10 ili
manje) i niska oblast polarne povrSine (eng. polar surface area, skr. PSA) odgovaraju dobroj
bioraspolozivosti. PSA predstavlja zbir povrSina polarnih atoma u molekuli i oni najées¢e obuhvataju
atome kiseonika, azota i halogena koji su vezani u molekulu. Trodimenziona (3D)-PSA se moze lako
izraCunati i nazvana je topoloSka oblast polarne povrSine (eng. topological PSA, skr. TPSA). Veber i
saradnici su utvrdili da ova vrednost ne sme biti veéa od 140 A% (odnosno 70 A? za intestinalnu
apsorpciju).

Smatra se da su molekuli ¢iji se parametri slazu sa Lipinski i Veber pravilima sli¢ni lekovima
i mogu da se upotrebe za dalja ispitivanja. Tu se pre svega misli na in vitro a zatim in vivo testove,
koji za sprovodenje zahtevaju ne samo vise vremena nego i finansija. Sli¢na pravila su predlozena i
od strane drugih istrazivackih grupa. Tako su Oprea i saradnici [312] utvrdili da 70% lekova
poseduje sledece osobine:

1. 0-2 donora vodonicne veze

2. 2-9 akceptora vodoni¢ne veze
3. 2-8 rotabilnih veza

4. 1-4 prstena u strukturi.

Ova pravila se nazivaju Oprea pravila i upotrebljavaju se rede od Lipinski i Veber pravila, s obzirom
da ¢ak 30% lekova ne poseduje navedene osobine.

Jo§ jedan jednostavan nacin da se utvrdi slicnost leku kod molekula dao je Muegge [313].
Takvi su molekuli koji ne poseduju druge atome do C, N, O, S, H, P, Cl, Br, F, I, Na, K, Mg, Ca i Li.
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U sastav svih novosintetisanih jedinjenja ulaze iskljuivo gore navedeni atomi. Stoga su radi
utvrdivanja sli¢nosti leku odnosno potencijala za oralnu bioraspolozivost izraCunati parametri za
Lipinski i Veber kriterijume za skoro sva sintetisana jedinjenja i uporedeni sa datim Kriterijumima. 1z
ovih testova su isklju¢ena samo jedinjenja 31 i 54 zbog njihove male stabilnosti. Izracunavanja su
izvr§ena pomoc¢u Molinspiration online programa [314]. Medutim izra¢unata vrednost logP (cLogP)
moze da varira u zavisnosti od softverskog paketa koji je upotrebljen za izraCunavanje . Imajuéi ovo
u vidu ovaj parametar je izraCunat pomo¢u ChemDraw 12.0 programskog paketa (oznacen je sa
cLogP) i pomoc¢u Molinspiration online programa (oznac¢en sa miLogP).

U tabeli 3.2.1. su dati izraCunati podaci prema Lipinski i Veber pravilima za
5,6-disupstituisane halogene derivate. Moze se videti da jedinjenja 6, 9, 11, 12, 13 i 16 nemaju ni
jedno prekoracenje navedenih pravila. 3p-Acetoksi-5a,6B-dibromo derivat 8 nije pokazao
prekoracenje Veberovih pravila, ali je pokazao malo prekoracenje u veli¢ini molekulske mase, dok
drugo prekoracenje predstavlja samo miLogP. Kada je ovaj prametar izra¢unat pomo¢u ChemDraw
12.0 softvera ovo jedinjenje ne pokazuje prekoracenje u cLogP, a samim tim se i uklapa u parametre
Lipinski-og za biodostupnost.

Tabela 3.2.1. Parametri bioraspolozivosti 5,6-disupstituisanih halogenih derivata prema Lipinski-om
i Veber-u

LogP ininski
br.jed. MW HBD HBA _ Lipinski oty TPSA ey
cLogP miLogP prekoracenja A) -
prekoracenja

opseg <500 <5 <10 <5 <1 <10 <140A

6 443,38 1 5 2,36 3,75 0 2 72,84 0

8 506,27 0 4 4,32 5,12 1-2 2 52,61 0

9 443,38 1 5 2,36 3,75 0 2 72,84 0

11 464,24 1 3 3,38 4,42 0 0 46,53 0

12 398,93 1 5 2,19 3,62 0 2 72,84 0

13 417,37 0 4 4,04 4,86 0 2 52,61 0

16 382,47 1 5 1,86 3,32 0 2 72,84 0
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Nijedno odstupanje nije uoceno uporedivanjem vrednosti parametara sa propisanim opsezima
Lipinski i Veber pravila za 5,6-disupstituisane kiseoni¢ne derivate (tabela 3.2.2) i 6,19-epoksi
derivate (tabela 3.2.3).

Tabela 3.2.2. Parametri bioraspolozivosti 5,6-disupstituisanih kiseoni¢nih derivata prema
Lipinski-om i Veber-u
LogP ininski
br.jed. MW HBD HBA _ Lipinski oy TPSA ey
cLogP miLogP prekoracenja A) . .
prekoracenja
opseg <500 <5 <10 <5 <1 <10 <140A
7 362,47 0 5 1,76 3,50 0 2 65,14 0
10 42252 1 6 2,14 3,22 0 4 89,91 0
15 362,47 0 5 1,76 3,50 0 2 65,14 0
17 37846 1 6 0,66 2,20 0 2 89,91 0
18 336,43 2 5 -0,28 1,50 0 0 83,83 0
19 380,48 2 6 1,24 2,39 0 2 93,07 0
20 338,44 3 5 0,34 1,68 0 0 86,99 0
21 352,47 2 5 1,10 2,30 0 1 76,00 0
22 352,47 2 5 1,14 2,30 0 1 76,00 0
23 33441 1 5 -0,01 1,31 0 0 80,67 0
Tabela 3.2.3. Parametri bioraspolozivosti 6,19-epoksi derivata prema Lipinski-om i Veber-u
LogP ipinski
br.jed. MW HBD HBA _ Lipinski ot TPASA Veber
cLogP milLogP prekoracenja (A) .
prekoracenja
opseg <500 <5 <10 <5 <1 <10 <140A
24 380,46 0 5 1,62 3,25 0 2 61,84 0
25 396,91 0 5 1,96 3,56 0 2 61,84 0
26 44136 O 5 2,08 3,69 0 2 61,84 0
27 471,39 0 6 2,07 3,65 0 3 71,08 0
29 473,36 2 7 2,28 2,77 0 5 110,14 0
30 399,32 1 4 1,15 2,98 0 0 55,77 0
32 316,40 O 4 0,84 2,16 0 0 52,61 0
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Usaglasenost sa Lipinski i Veber pravilima novosintetisanih 19-modifikovanih steroidnih
derivata je prikazana u tabeli 3.2.4. Zapazaju se dva odstupanja u molekulskoj masi toziloksi derivata
38 i 41, dok za jedinjenje 41 izraCunati LogP odstupa samo kad je za raun upotrebljen
Molinspiration. Ova ¢injenica nam ukazuje da bi ovo jedinjenje moglo da posluzi za dalje testove.

Tabela 3.2.4. Parametri bioraspoloZivosti 19-derivatizovanih jedinjenja prema Lipinski-om i Veber-u

br.jed. MW HBD HBA i Lipinski oy TPSA ey
cLogP milLogP prekoracenja A) srekoradena
opseg <500 <5 <10 <5 <1 <10 <140A
33 362,47 1 5 1,48 2,89 0 3 72,84 0
34 318,41 1 4 0,47 2,00 0 1 63,60 0
35 360,45 0 5 1,42 2,70 0 3 69,68 0
36 380,91 0 4 3,18 4,12 0 3 52,61 0
37 344,45 0 4 3,74 3,02 0 2 52,61 0
38 514,68 0 6 3,56 4,73 1 6 86,75 0
39 472,36 0 4 3,71 4,53 0 3 52,61 0
41 516,66 0 7 3,56 5,10 1-2 6 95,99 0
42 320,43 2 4 0,53 2,18 0 1 66,76 0
43 316,40 0 4 1,00 3,17 0 0 52,61 0
44 360,45 0 5 1,59 3,34 0 3 69,68 0
45 376,45 1 6 1,63 2,76 0 3 89,91 0
46 375,46 2 6 0,71 2,25 0 3 95,70 0
47 375,46 1 6 1,68 3,07 0 3 85,20 0
48 333,43 2 5 0,73 2,36 0 1 79,12 0
49 357,45 0 5 1,48 3,30 0 2 76,40 0
50 315,41 1 4 0,53 2,60 0 0 70,33 0
51 358,48 0 4 3,51 4,16 0 3 52,61 0
52 316,44 1 3 2,56 3,46 0 1 46,53 0
53 318,41 1 4 0,65 2,63 0 1 63,60 0

91



Sinteza i antitumorski potencijal C19-derivatizovanih steroidnih D-homo laktona

IzraCunati parametri svih sintetisanih jedinjenja su u skladu sa ograni¢enjima Veber pravila.
Kada su u pitanju Lipinski pravila, kod jedinjenja 38 se javlja jedino odstupanje u molarnoj masi, ali
ovo ne predstavlja prekoracenje ukupnog Lipinski kriterijuma. Za jedinjenja 8 i 41 pored neslaganja u
iznosu molekulske mase, postoji i potencijalno odstupanje u izracunatom LogP, ali posto nije
potvrdeno od strane oba upotrebljena programa ovo prekoracenje ograniCenja treba uzeti sa
rezervom. S obzirom na ove Cinjenice moglo se pristupiti in vitro testovima svih sintetisanih
jedinjenja.
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3.2.2. ISPITIVANJE ANTIPROLIFERATIVNE AKTIVNOSTI
SINTETISANIH JEDINJENJA

Prvi u nizu izvrSenih in vitro testova je test antiproliferativne aktivnosti.
Antiproliferativna aktivnost predstavlja inhibiciju rasta ¢celija 1 ispitana je na nizu humanih
tumorskih celija. Ova aktivnost se moze izraziti procentom smanjenja broja ¢elija prilikom
tretiranja odredenom koncentracijom datog jedinjenja, a u odnosu na kontrolne uzorke, ili, pak,
ICso vrednosc¢u (engl. Inhibitory Concentration) - koncentracijom ispitivane supstance pri kojoj
se broj tretiranih ¢elija smanjuje za 50% u odnosu na netretirani kontrolni uzorak. lako ne postoji
stroga podela jedinjenja prema njihovoj antiproliferativnoj aktivnosti, u literaturi je opSte
prihvacena sledeca klasifikacija na osnovu ICsp vrednosti: ukoliko je ICsp vrednost niza od 10
uM smatra se da jedinjenje pokazuje odli¢nu aktivnost, dok u intervalu 10-20 uM dobru
aktivnost. Ako je ICsp u intervalu 20-100 puM supstanca pokazuje umerenu do slabu
antiproliferativnu aktivnost, dok se jedinjenja ¢ija vrednost ICso prelazi 100 uM smatraju
neaktivnim.

U ovom radu je antiproliferativna aktivnost testiranih jedinjenja ispitana in vitro MTT
testom [315], koji predstavlja kolorimetrijsku metodu za odredivanje broja zivih celija u
testovima proliferacije i osetljivosti na razli€ite supstance. Princip metode se zasniva na redukciji
tetrazolijumove soli (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazonijum bromid, MTT) u
plavoobojeni proizvod (formazan), u prisustvu mitohondrijalnog enzima sukcinat dehidrogenaze.
Koli¢ina nagradenog formazana je direktno proporcionalna broju vijabilnih ¢elija, odnosno
apsorbanci, koja se odreduje spektrofotometrijski, na dve talasne duzine: test od 540 nm 1
referentnoj talasnoj duzini od 690 nm. Celije su tokom 72 h izloZene delovanju sintetisanih
jedinjenja razli¢itih koncentracija (0,01; 0,1; 1; 10 i 100 uM), dok su kao referentne supstance
koris¢eni formestan (I), inhibitor aromataze, i cisplatina (I1), Siroko primenjeni hemoterapeutik
(slika 3.2.1) [316]. ICso vrednosti su odredene “Median effect” analizom pomoc¢u programa
CalcuSyn.

cl,  NH
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i \NH3

OH
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Slika 3.2.1. Strukture formestana (1) i cisplatine (11)
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U ovom radu proucavan je uticaj sintetisanih i referentnih jedinjenja na proliferaciju Sest
¢elijskih linija humanih tumora, dok je kao kontrola sluZzila jedna zdrava humana ¢elijska linija:

e MCEF-7 —adenokarcinom dojke, estrogen receptor pozitivan (ER+),

e MDA-MB-231 — adenokarcinom dojke, estrogen receptor negativan (ER-),
e PC-3-—karcinom prostate, androgen receptor negeativan (AR-),

e Hela - karcinom grli¢a materice,

e HT-29 — adenokarcinom debelog creva

e Ab549 — adenokarcinom pluca,

e MRC-5 — zdrava ¢elijska linija fibroblasta pluca.

U tabeli 3.2.5 prikazane su ICso vrednosti sintetisanih steroidnih 5,6-disupstituisanih
halogenih derivata. 5a-Brom-6p-hidroksi derivat 6 je pokazao dobru antiproliferativnu aktivnost
prama celijama kancera grlica materice, a umerenu prema dvema celijskim linijama,
MDA-MB-231 i A549. Slabu aktivnost je pokazao prema ¢elijama ER+ kancera dojke (MCF-7),
dok je neaktivan prema ¢elijama karcinoma prostate (PC-3) i kolona (HT-29). 5a,63-Dibromo
derivat 8 je prema HeLa c¢elijama pokazao odli¢nu antiproliferativnu aktivnost, a dobru prema
¢elijama ER— karcinoma dojke. Na ¢ak tri ¢elijske linije je njegova aktivnost bila umerena i to na
MCF-7, HT-29 1 A549, dok je neakivan bio prema ¢elijama karcinoma prostate. U odnosu na
referentni formestan aktivniji je prema tri éelijske linije MCF-7, MDA-MB-231 i HT-29, a
selektivniji u odnosu na referentnu cisplatinu. Kada je u pitanju 6a-brom-5p-hidroksi derivat 9
moze se zapaziti njegova selektivnost prema celijama ER+ karcinoma dojke. Ovo jedinjenje je
pokazalo dobru aktivnost prema ovim ¢elijama, a nije bilo aktivnho prema ostalim testiranim
¢elijskim linijama. 5a,6B-Dibromo-33-hidroksi derivat 11 je slabo aktivan prema ¢elijama ER+ i
ER- karcinoma dojke, neaktivan prema PC-3 1 HeLa ¢elijskim linijama, ali je pokazao odli¢nu
antiproliferativnu aktivnost na dve Celijske linije. To su ¢elije karcinoma kolona i pluca, 1 prema
njima je aktivniji u odnosu na referentni formestan, a selektivniji u odnosu na cisplatinu.
Umerenu antiproliferativnu aktivnost prema celijama karcinoma grli¢a materice, kao i1 slabu
prema celijama karcinoma kolona je pokazao Sa-hlor-6p-hidroksi derivat 12. Ovaj derivat nije
pokazao aktivnost prema ostalim ¢elijama. 50,6B-Dihloro derivat 13 nije pokazao
antiproliferativnu aktivnost prema MCF-7 i PC-3, ali je pokazao umerenu aktivnost na celije
ER- karcinoma dojke i karcinoma grli¢ca materice, kao i dobru aktivnost na ¢elije karcinoma
kolona i pluca. Sa-Fluor-6B-hidroksi derivat 16 ima dobru antiproliferativnu aktivnost na ER—
¢elije karcinoma dojke, umerenu na celije kancera kolona, a slabu na ¢elije ER+ kancera dojke.
Prema ovim ¢elijama ovo jedinjenje je aktivnije od referentnog formestana. Prema PC-3, Hela,
A549 1 MRC-5 nije pokazao aktivnost, pa je ovo jedinjenje selektivnije na celije kancera od
referentnog jedinjenja cisplatine.
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Tabela 3.2.5. In vitro antiproliferativna aktivnost 5,6-disupstituisanih halogenih derivata i
referentnih jedinjenja

Jedinjenje MCF-7 MDA-MB-231 PC-3 Hela HT-29 A549 MRC-5
6 86,59 26,48 * 13,63 * 26,06 *
8 34,86 13,32 * 9,46 23,21 36,87 *
9 12,90 * * * * * *
11 50,75 74,72 * * 7,07 8,29 *
12 * * * 36,89 72,32 * *
13 * 23,45 * 25,86 10,85 15,45 *
16 42,92 9,10 * * 21,24 * *
Formestan * 19,61 26,37 3,36 * 38,59 *
Cisplatina 1,60 2,64 4,56 2,10 4,10 3,20 0,24

*1Cs0 > 100 uM

ICso vrednosti 5,6-disupstituisanih kiseoni¢nih derivata su prikazane u tabeli 3.2.6, iz koje se
moze videti da 5B,6B-epoksid 7 pokazuje dobru antiproliferativnu aktivnost prema celijama
karcinoma grli¢a materice i kolona, i umerenu prema ¢elijama ER— karcinoma dojke. U odnosu na
referentni formestan epoksid 7 je potentniji prema HT-29 c¢elijama. 5a,6a-Epoksid 15 je takode
pokazao umerenu aktivnost prema ¢elijama ER— karcinoma dojke i slabu prema HeLa ¢elijama, dok
prema ostalim ¢elijskim linijama nije bio aktivan. 5a-Hidroksi-3p,6p3-diacetoksi derivat 10 je odli¢nu
antiproliferativhu aktivnost pokazao prema celijama karcinoma prostate 1 grlica materice, dobru
prema celijama ER+ karcinoma dojke, a umerenu prema MDA-MB-231 ¢elijama. Ovo jedinjenje je
prema MCF-7 i PC-3 ¢elijama znacajno aktivnije od kontrole, formestana. Jedinjenje 17 je pokazalo
umerenu aktivnost prema ER—, a slabu prema ER+ ¢elijama kancera dojke. Prema ostalim ¢éelijskim
linijjama ovo jedinjenje ne pokazuje antiproliferativnu aktivnost, pa ga to ¢ini selektivnim na
MDA-MB-231 ¢elije. Selektivnost prema ovim ¢elijama pokazuje i njegov 3p-hidroksi analog 18
stim §to je njegova aktivnost znacajno vecéa i iznosi 6,16 uM (veca je i od formestana). Ovo
jedinjenje pokazuje i umerenu aktivnost prema HeLa ¢elijama, dok se na ostale ¢elijske linije
pokazalo neaktivnim. 3B-Acetoksi-Sa,6B-dihidroksi derivat 19 je pokazao samo slabu aktivnost
prema HT-9 ¢elijskoj liniji. Medutim, 3p,5a,63-Trihidroksi derivat 20 je pokazao odli¢nu
aktivnost na ¢ak tri ¢elijske linije: MCF-7 (ICso 8,62 uM), HT-29 (ICs0 9,34 uM) i A549 prema
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kojoj je ICso vrednost submikromolarnog reda veli¢ine (ICso 0,99 uM). Ono je prema poslednjoj
¢elijskoj liniji potentnije od oba kontrolna jedinjenja. Ovo jedinjenje dobru aktivnost pokazuje
prema c¢elijama ER— kancera dojke, a slabu prema HeLa ¢elijama. 3f,5a-Dihidroksi-6p-metoksi
derivat 21 je ispoljio odli¢nu antiproliferativnu aktivnost prema ¢elijama ER— karcinoma dojke,
dobru prema c¢elijama karcinoma prostate, umerenu prema Hela i slabu aktivnost prema MCF-7
¢elijama. Na tri celijske linije, MCF-7, MDA-MB-231 i PC-3, je potentniji od formestana.
3B,6B-Dihidroksi-5a-metoksi derivat 22 ima odli¢nu antiproliferativnu aktivnost na ¢elije ER—
kancera dojke i kancera grlica materice, a umerenu na PC-3 ¢elije. Derivat 23 koji poseduje keto
grupe u polozajima C3 i C6 ima dobru aktivnost na MDA-MB-231 ¢elije, a umerenu na HelLa 1
HT-29. Prema ostalim ¢elijskim linijama nije pokazao aktivnost.

Tabela 3.2.6. In vitro antiproliferativna aktivnost 5,6-disupstituisanih kiseoni¢nih derivata i
referentnih jedinjenja

Jedinjenje MCF-7 MDA-MB-231 PC-3 HelLa HT-29 A549 MRC-5
7 * 33,91 * 16,89 13,98 * *
10 12,68 30,97 6,60 8,66 * * *
15 * 27,62 * 99,15 * * *
17 81,77 23,73 * * * * *
18 * 6,16 * 33,65 * * *
19 * * * * 86,56 * *
20 8,62 13,84 * 93,58 9,34 0,99 *
21 73,63 3,38 10,75 27,01 * * *
22 * 4,40 24,84 7,06 * * *
23 * 4,81 * 40,09 42,16 * *

Formestan * 19,61 26,37 3,36 * 38,59 *

Cisplatina 1,60 2,64 4,56 2,10 4,10 3,20 0,24

*1Cs0 > 100 pM
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Antiproliferativna aktivnost 6,19-epoksi derivata je data u tabeli 3.2.7. 1z tabele se moze
zapaziti da Sa-fluoro (24) i hloro (25) derivati pokazuju odli¢nu inhibiciju rasta ¢elija ER—
karcinoma dojke i karcinoma prostate. Jedinjenje 24 pokazuje i umerenu aktivnost prema HT-29
¢elijama. Prema ostalim testiranim c¢elijskim linijama ova jedinjenja nisu pokazala aktivnost.
Sa-Bromo derivat 26 je pokazao inhibiciju rasta Celija dve ¢elijske linije. Odli¢nu inhibiciju je
pokazao prema celijama karcinoma prostate, a umerenu prema celijama karcinoma pluc¢a. U
odnosu na referentni formestan on je znatno potentniji prema PC-3 (¢elijama, a slicne je
aktivnosti kao cisplatina. Njegov 17a-metoksi derivat 27 je takode aktivan na dve Celijske linije
(HT-29 i A549), ali je njegova aktivnost umerena kod obe. D-Seko dikiselina 29 je pokazala
izuzetnu i aktivnost i selektivnost na ¢elije karcinoma pluéa. Njena antiproliferativna aktivnost je
znacajno bolja od aktivnosti formestana, a sli¢na cisplatini, S tim da je od cisplatine znacajno
selektivnija. Jedinjenje 30 sa slobodnom hidroksilnom grupom u polozaju C3 je pokazalo
umerenu aktivnost prema celijama karcinoma kolona. Medutim jedino od svih testiranih
jedinjenja, ovo jedinjenje je aktivno i prema zdravim MRC-5 ¢elijama. 4-En-3-on derivat 32 je
pokazao slabu aktivnost na MDA-MB-231 i PC-3 celije, dok je na ostale celijske linije
neaktivan.

Tabela 3.2.7. In vitro antiproliferativna aktivnost 6,19-epoksi derivata i referentnih jedinjenja

Jedinjenje MCF-7 MDA-MB-231 PC-3 HelLa HT-29 Ab549 MRC-5
24 * 9,69 11,39 * 30,44 * *
25 * 6,99 7,37 * * 99,81 *
26 * * 6,71 * * 45,32 *
27 * * * * 31,89 48,51 *
29 * * * * * 4,38 *
30 * * * * 47.15 * 27,18
32 * 59,01 81.58 * * * *
Formestan * 19,61 26,37 3,36 * 38,59 *
Cisplatina 1,60 2,64 4,56 2,10 4,10 3,20 0,24

*1Cs0 > 100 uM
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Rezultati in vitro testova antiproliferativne aktivnosti 19-derivatizovanih jedinjenja su
prikazani u tabeli 3.2.8. Prvi u nizu sintetisanih 19-derivatizovanih derivata, 19-hidroksi derivat
33, je pokazao slabu aktivnost prema ¢elijama karcinoma grli¢a materice i plu¢a, dok se prema
ostalim celijskim linijama pokazao neaktivnim. 19-Hidroksi-4-en-3-on 34 ima dobru
antiproliferativnu aktivnost prema celijama karcinoma pluca, umerenu prema celijama ER+
karcinoma dojke i slabu prema ¢elijama ER— karcinoma dojke, dok prema ostalim testiranim
¢elijama nije pokazao aktivost. Izuzetnu aktivnost 1 selektivnost prema ¢elijama ER+ karcinoma
dojke je pokazao 19-acetoksi-4-en-3-on derivat 35 i njegova ICso vrednost za ovu ¢elijsku liniju
iznosi 1,71 uM. Jedinjenje 36, kod kojeg je za C19 vezan hlorov atom, je pokazalo umerenu
antiproliferativnu aktivnost samo prema ¢elijama karcinoma pluca. 5,19-Ciklopropanski derivat
37 je osim umerene antiproliferativne aktivnosti prema celijama ER— karcinoma dojke i
karcinoma grli¢a materice pokazao odlicnu aktivnost prema celijama karcinoma kolona i pluéa.
19-Toziloksi jedinjenje 38 se pokazalo aktivnim na dve celijske linije i to slabo aktivnim na
¢elije karcinoma pluca i odlicnim na ¢elije karcinoma kolona. Stoga se ovo jedinjenje moze
smatrati 1 selektivnim na ¢elijsku liniju karcinoma kolona. Jedinjenje kod kojeg je za C19 vezan
jod (39) je pokazalo selektivnost na ¢elije karcinoma pluéa, s obzirom da samo prema ovoj
¢elijskoj liniji ima odli¢nu aktivnost (ICso 5,28 uM). 6-Toziloksimetil-5(10)-en derivat 41 je
pokazao umerenu antiproliferativnu aktivnost prema celijama ER— karcinoma dojke i slabu
prema c¢elijama karcinoma grlica materice. 3[,19-Dihidroksi derivat 42 je pokazao slabu
antiproliferativnu aktivnost samo prema ¢elijama ER— karcinoma dojke, dok 3,19-lakton 43 nije
inhibirao rast nijedne od testiranih ¢elijskih linija. Jedinjenje sa aldehidnom grupom u polozaju
C19 (44) je pokazalo umerenu antiproliferativnu aktivnost na dve ¢elijske linije, karcinom grlica
materice i plu¢a. Umerenu aktivnost na celije karcinoma prostate, kolona i pluca je pokazala
kiselina 45. Njen amid 46 je pokazao odli¢nu antiproliferativnu aktivnost na ¢ak dve celijske
linije, ER+ karcinom dojke i karcinom kolona, dobru aktivnost na ¢elije karcinoma pluéa i slabu
na celije ER— karcinoma dojke. 19-Oksim 47 je pokazao odli¢nu inhibiciju rasta ¢elija ER+
karcinoma dojke i dobru karcinoma kolona, dok je rast PC-3 ¢elijske linije inhibirao slabo.
Njegov 3B-hidroksi derivat 48 je pokazao umerenu aktivnost prema ¢éelijama karcinoma prostate
i slabu prema A549 i MDA-MB-231 ¢elijama. 3p-Acetoksi-10-cijano derivat 49 je pokazao
samo slabu antiproliferativnu aktivnost prema ER— karcinomu dojke, dok je njegov 3f-hidroksi
analog 50 pokazao takode slabu aktivnost prema ovoj celijskoj liniji, ali i umerenu prema
¢elijama karcinoma prostate 1 odlicnu prema celijama karcinoma kolona. Odli¢nu
antiproliferativnu aktivnost na ¢ak tri ¢elijske linije je pokazao 19-metilidenski derivat 51. To su
¢elije ER— karcinoma dojke, karcinoma kolona i plu¢a. Osim toga, ovo jedinjenje je pokazalo i
umerenu aktivnost prema celijskoj linije ER+ karcinoma dojke i slabu prema celijama AR-—
karcinoma prostate.  Submikromolarnu  aktivnost (ICsp 0,50 uM) je pokazao
3B-hidroksi-19-metilidenski derivat 52 prema ¢elijama karcinoma pluca, odli¢nu prema ¢elijama
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karcinoma kolona i ER— karcinoma dojke, a umerenu prema ¢elijama karcinoma grli¢a materice
i ER+ karcinoma dojke. 3B-Hidroksi-19-aldehid 53 je pokazao jedino umerenu inhibiciju rasta
¢elija karcinoma grlica materice. Narocito je potrebno ista¢i da sva sintetisana jedinjenja, sem
jedinjenja 30, nisu pokazala antiproliferativnu aktivnost na zdrave fibroblaste plu¢a (MRC-5),
dok je referentno jedinjenje, cisplatina, izuzetno toksi¢no na ove ¢elije.
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Tabela 3.2.8. In vitro antiproliferativna aktivnost 19-derivatizovaih jedinjenja

Jedinjenje MCF-7  MDA-MB-231  PC-3 HeLa HT-29 A549  MRC-5
33 * * * 75,21 * 65,54 *
34 20,27 55,90 * * * 15,62 *
35 1,71 * * * * 99,89 *
36 * * * * * 21,29 *
37 * 33,37 * 35,64 1,78 4,41 *
38 * * * * 9,20 69,01 *
39 * * * 84,33 * 5,28 *
41 * 27,05 * 75,34 * * *
42 * 83,03 * * * * *
43 “ “ > “ “ “ .
44 * * * 49,02 * 27,61 *
45 * * 22,11 * 28,64 36,84 *
46 8,01 68,04 * * 2,07 11,08 *
47 4,83 * 94,76 * 11,08 * *
48 * 92,02 28,33 * * 63,73 *
49 * 56,99 * * * * *
50 * 54,62 41,12 * 8,68 * *
51 24,10 7,56 75,44 * 6,30 5,31 *
52 60,45 6,64 * 38,08 1,99 0,50 *
53 * * * 45,69 * * *

* |Cso > 100 M
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3.2.3. KORELACIJA IZMEDU ANTIPROLIFERATIVNE
AKTIVNOSTI | STRUKTURE SINTETISANIH JEDINJENJA

Radi uspostavljanja korelacionih odnosa izmedu strukture i antiproliferativne aktivnosti
(SAR, engl. structure-activity relationship) ispitivanih jedinjenja, uticaj varijacije funkcionalnih
grupa na antitumorsku aktivnost ispitan je uporedivanjem antiproliferativne aktivnosti jedinjenja.
Ova aktivnost je kvantitativno izrazena kao razlika dekadnih logaritama ICso vrednosti pojedinih
parova jedinjenja za svaku Celijsku liniju. Negativna vrednost Alog(ICso) pokazuje da analog |
ima snazniju antiproliferativnu aktivnost od analoga 11, dok pozitivne vrednosti odgovaraju vecéoj
aktivnosti analoga Il u odnosu na analog I za datu celijsku liniju. Obrada podataka i kreiranje
slika je izvrSena pomocu programa Exel.

Na slici 3.2.2 je prikazana korelacija izmedu strukture i antiproliferativne aktivnosti
razli¢itih novosintetisanih  5,6-disupstituisanih halogenih derivata. Moze se videti da
supstitucijom hidroksilne grupe bromom kod bromhidrina 6 dolazi do povecanja
antiproliferativne aktivnosti kod Cetiri ¢elijske linije. Izuzetak je kod PC-3 za koju nema
promene i A549 gde se aktivnost smanjuje. Do promene aktivnosti prema PC-3 ¢elijskoj liniji ne
dolazi ni supstitucijom broma sa drugima halogenima, a ni izomerizacijom. Supstitucijom broma
kod bromhidrina 6 hlorom jedinjenje postaje aktivno samo prema c¢elijama karcinoma kolona,
dok supstitucijom fluorom dolazi do povecanja aktivnosti i prema dve Celijske linije karcinoma
dojke. Izomerizacijom ovog jedinjenja jedino se povecava aktivnost prema ER+ celijama
karcinoma dojke. Uporedivanjem aktivnosti hlorhidrina 12 i fluorhidrina 16 vidi se da je
hlorhidrin za razliku od fluorhidrina aktivan prema c¢elijama karcinoma grlica materice.
Supstitucijom hidroksilne grupe hlorom kod hlorhidrina 12 povecava se antiproliferativna
aktivnost prema svim ¢elijskim linijama sem MCF-7 i PC-3 na koje jedinjenje ostaje neaktivno.
SAR analizom dihlorida 13 i dibromida 8 dolazi se do zakljucka da oba nisu aktivna prema PC-3
¢elijama, a da je dihlorid potentniji prema ¢elijama karcinoma kolona i pluca.
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Slika 3.2.2. Korelacioni odnosi 5,6-disupstituisanih halogeih derivata

Na slici 3.2.3. je prikazana korelacija izmedu strukture i antiproliferativne aktivnosti
kiseoni¢nih derivata. MozZe se zapaziti da 5PB,6B-epoksid 7 pokazuje bolju aktivnost prema
Celijama kancera grlica materice i kolona od 5a,6a-epoksida 15, dok je neSto malo slabije
aktivan od njega prema celijama ER— kancera dojke. Uklanjanjem acetoksi zaStite hidroksilne
grupe jedinjenja 17 povecava se aktivnost prema HelLa i MDA-MB-231 ¢elijama, a gubi prema
MCEF-7 ¢elijskoj liniji. Medutim redukcijom C6 keto grupe se dobija jedinjenje 19 kod koga se
gubi aktivnost prema ER+ i ER— kancerima dojke, a zanemarljivo malo poveéava prema HT-29
¢elijskoj liniji. Dalje je izvrSeno uporedivanje aktivnosti jedinjenja 18 sa njegovim C3
oksidovanim derivatom 23. Moze se videti da oksidacija hidroksilne grupe u polozaju C3 dovodi
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do povecenja aktivnosti prema MDA-MB-231 i HT-29 ¢elijama, a blagog smanjenja prema
HeLa c¢elijama. Medutim 3f,5a-dihidroksi-6-keto derivat 18, kao i Sa-hidroksi-3,6-dion 23 su
pokazali bolju aktivnost od 3,50,6B-trihidroksi derivata 20 prema dve celijske linije kancera i to
ER- kanceru dojke i kanceru grli¢a materice. Triol 20 je od njih znacajno aktivniji na tri ¢elijske
linije: ER+ karcinom dojke, karcinom kolona i plu¢a. Prema ove tri ¢elijske linije je bolju
antiproliferativnu aktivnost pokazao i u odnosu na svoje acetilovane derivate 10 i 19 i metilovane
derivate 21 i 22. U odnosu na acetilovane derivate potentniji je i prema MDA-MB-231 ¢elijskoj
liniji, dok se samo diacetat 10 pokazao boljim prema PC-3 i HelLa c¢elijama. U odnosu na
jedinjenje 19, diacetat 10 je aktivan prema cCetiri celijske linije: MCF-7, MDA-MB-231, PC-3 i
HelLa. Metoksi derivati 21 i 22 su pokazali bolju aktivnost od 3f,5a,6B-triola 20 na tri Celijske
linije: MDA-MB-231, PC-3 i HeLa. S druge strane 63-metoksi derivat 21 ima bolju aktivnost od
5a-metoksi derivata 22 prema ¢elijama ER+ i ER— karcinoma dojke i karcinoma prostate, dok
slabiju antiproliferativnu aktivnost ispoljava prema ¢elijama karcinoma grli¢a materice.

Korelacioni odnosi izmedu antiproliferativnih aktivnosti i strukture razlicitih 6,19-epoksi
derivata su prikazani na slici 3.2.4. Zamenom atoma fluora hlorom na C5 kod jedinjenja 24 gubi
se antiproliferativna aktivnost prema ¢elijama karcinoma kolona dok se povecava prema MDA -
MB-231 i PC-3 ¢elijskim linijama. Uporedivanjem antiproliferativne aktivnosti Sa-bromo-6,19-
epoksi derivata 26 sa odgovaraju¢im Sa-fluoro (24) i 5a-hloro (25) derivatima dolazi se do
zakljucka da bromni derivat pokazuje bolju aktivnost prema PC-3 i A549, dok druga dva
derivata inhibiraju 1 rast ¢elija ER— karcinoma dojke, a fluorni derivat i ¢elija karcinoma kolona.
Deacetilovanjem hidroksilne grupe jedinjenja 26 dobija se jedinjenje 30 koje je manje aktivno
prema PC-3 i AS549 c¢elijskim linijama, ali je potentnije prema HT-29 ¢elijskoj liniji.
Uporedivanjem aktivnosti jedinjenja 26 sa 4-en-3-onskim derivatom 32 vidi se takode smanjenje
aktivnosti prema celijama karcinoma prostate i pluca, a povecanje aktivnosti prema celijama
ER- karcinoma dojke. Do znaCajnog smanjenja aktivnosti jedinjenja 26 prema celijama
karcinoma prostate dolazi 1 nakon strukturnih promena u D prstenu. S druge strane, uvodenjem
metoksi grupe u polozaj Cl17aB (jedinjenje 27) jedinjenje postaje aktivno prema celijama
karcinoma kolona, a do znacajnog povecanja aktivnosti prema c¢elijama karcinoma plu¢a dolazi
otvaranjem laktona i oksidacijom hidroksilne grupe do karboksilne uz nastajanje dikiseline 29.

Ispitivanjem korelacije izmedu strukture i antiproliferativne aktivnosti 6f3,19-epoksi
derivata 24-26 i njihovih 5a-halo-6B-hidroksi prekursora 16, 12 i 6 respektivno zapaza se da
formiranje etarskog mosta dovodi do pojave aktivnosti prema ¢elijama karcinoma prostate (slika
3.2.5). U slucaju So-hloro derivata javlja se i aktivnost prema ¢elijama ER— karcinoma dojke, a
gubi prema HeLa i HT-29 ¢elijskoj liniji. Aktivnost prema MCF-7 i HT-29 ¢elijama se smanjuje
pri transformaciji Sa-fluor-6p-hidroksi derivata 16 u epoksid 24, dok se inhibicija proliferacije
MCF-7, MDA-MB-231, HelLa i A549 (¢elija gubi pri prevodenju bromhidrina 6 u
5a-brom-6f3,19-epoksi derivat 26.
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o

Korelacioni odnosi izmedu strukture i aktivnosti 19-alkohola i drugih 19-derivatizovanih
steroidnih jedinjenja su prikazani na slici 3.2.6. MozZe se zapaziti da uvodenjem 4-en-3-on
sistema kod alkohola 33 dolazi do pojave aktivnosti na tri ¢elijske linije: ER+ i ER— karcinom
dojke 1 karcinom pluc¢a, a gubitka prema karcinomu grli¢a materice. Acetilovanjem
C19-hidroksilne grupe jedinjenja 34 se povecava antiproliferativna aktivnost samo na MCF-7
¢elijsku liniju. Supstitucijom hidroksilne grupe hlorom ili jodom smanjuje se aktivnost prema
HeLa ¢elijama, a povecava prema ¢elijama karcinoma pluc¢a. Na obe navedene celijske linije se
aktivnost smanjuje tozilovanjem hidroksilne grupe. Medutim 19-toziloksi derivat 38 ima
znacajno vecéu antiproliferativnu aktivnost od 19-alkohola 33 prema ¢elijama karcinoma kolona.
3B,19-Dihidroksi derivat 42 poseduje aktivnost prema MDA-MB-231 ¢elijama, a gubi prema
HeLa i A549 u odnosu na 3f-acetoksi-19-hidroksi jedinjenje 33. Do povecanja inhibicije rasta
ove dve Ccelijske linije dolazi oksidacijom hidroksilne grupe jedinjenja 33 do aldehidne.
Karboksilna kiselina 45 je potentnija od alkohola 33 na tri ¢elijske linije: PC-3, HT-29 i A549,
dok ima slabiju aktivnost na Celije karcinoma grli¢a materice. 19-Oksim 47 i 19-nitril 49 imaju
manju aktivnost prema HeLa i A549 ¢elijama u odnosu na 19-alkohol 33. Medutim 19-oksim 47
ima znatno bolju aktivnost od alkohola 33 prema ¢elijama ER+ karcinoma dojke i karcinoma
kolona, dok 19-nitril 49 prema MDA-MB-231 ¢elijama. 19-Metilidenski derivat 51 ima bolju
antiproliferativnu aktivnost od 19-alkohola 33 prema svim testiranim ¢elijskim linijjama sem
¢elija karcinoma grli¢a materice.
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Korelacioni odnosi izmedu odabranih C19 derivata su prikazana na slici 3.2.7. Sa slike se
vidi da supstiucijom hlora jodom u polozaju C19 dolazi do povecanja aktivnosti prama HelLa i
A459 ¢elijama. Migracijom toziloksimetil grupe iz polozaja C10 u polozaj C6 pracene
izomerizacijom dvostruke veze iz polozaja 5,6 u polozaj 5,10, dolazi do poveéanja aktivnosti
prema MDA-MB-231 i HeLa ¢elijskim linijama, a smanjenja prema HT-29 i A549. Aldehid 53
sa OH grupom u poloZaju C3 je manje aktivan prema ¢elijama karcinoma pluca i gotovo jednako
aktivan prema ¢elijama karcinoma grli¢a materice od svog acetatnog analoga 44. Kod oksima 47
dolazi do znacajnog smanjanja antiproliferativne aktivnosti prema celijama ER+ karcinoma
dojke 1 karcinoma kolona, a povecanja prema celijama karcinoma prostate i plu¢a nakon
uklanjanja acetoksi zastite. Deprotekcijom hidroksilne grupe na C3 kod nitrila 49 dolazi do
povecéanja aktivnosti prema ¢elijama karcinoma prostate i kolona, dok kod 19-metilidenskog
derivata 51 dolazi do smanjenja inhibicije rasta MCF-7 i PC-3 c¢elija, a povecanja kod
MDA-MB-231, HelLa, HT-29 i A549. Oksidacijom aldehida 44 do kiseline 45 javlja se
antiproliferativna aktivnost na celije karcinoma prostate i kolona, a smanjuje se aktivnost na
¢elije karcinoma grli¢a materice 1 plu¢a. Amidacijom ove kiseline se gubi jedino aktivnost prema
¢elijama karcinoma prostate. Dehidratacijom oksima 47 i 48 se povecava aktivnost prama
¢elijama ER— karcinoma dojke, a kod jedinjenja 48 i prema c¢elijama karcinoma kolona.
Antiproliferativna aktivnost prema MCF-7 i HT-29 ¢elijskim linijjama se smanjuje
dehidratacijom oksima 47, dok do smanjenja aktivnosti na PC-3 i A459 c¢elije dolazi
dehidratacijom jedinjenja 48.
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Slika 3.2.7. Korelacioni odnosi odabranih C19 derivatizovanih steroida
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3.2.4. VIRTUELNI SKRINING ODABRANIH
NOVOSINTETISANIH STEROIDNIH DERIVATA

U cilju utvrdivanja molekulskih osnova antiproliferativne aktivnosti izvrSen je virtuelni
skrining kod odabranih jedinjenja. Virtuelni skrining ili in silico skrining predstavlja analizu
velikih hemijskih baza podataka u cilju identifikacije potencijalnih lekova, a upotrebom tehnika
kompjuterske hemije. Tehnike virtuelnog skrininga mogu biti jednostavne i tada se zasnivaju na
identifikaciji specifiénih delova strukture ili uporedivanju molekulskih osobina, dok one
kompleksne se zasnivaju na metodi dokinga koja ima za cilj da utvrdi moguénost vezivanja
molekula u aktivnom centru enzima ili receptora.

U ovom radu virtuelni skrining je izvrSen pomocu tri programa: Molinspiration [314],
ChemMapper3D [317] i SwissTargetPrediction [318]. U ovim programima se virtuelni skrining
vr$i na pretpostavci da mali molekuli slicnih strukturnih karakteristika poseduju slicne bioloske
aktivnosti i interaguju sa istim proteinima. Program Molinspiration poseduje Sest prethodno
kreiranih modela za Sest vaznih klasa lekova sa ¢ijom strukturom se uporeduje struktura
ispitivanog molekula. To su: GPCR ligandi, modulatori jonskih kanala, inhibitori kinaze, ligandi
nuklearnih receptora, inhibitori proteaze i enzima. Nakon skrininga molekula broj koji se dobija
predstavlja rezultat molekulske aktivnosti i njegova vrednost se kre¢e od -3 do 3. Ocekivano
vecéa vrednost ovog rezultata predstavlja vecu verovatnocéu za aktivnost.

Za razliku od njega ChemMapper3D uporeduje strukturu ispitivanog jedinjenja sa bazom
podataka hemijskih struktura i njihovim bioloSkim aktivnostima i proteinima za koje se vezuju.
Virtuelni skrining jedinjenja u ovoj tezi je vrSen poredenjem 3D strukture novosintetisanih
jedinjenja sa strukturama u DrugBank bazi podataka [319, 320], koja sadrzi 11037 struktura
povezanih sa 4913 proteina.

SwissTargetPrediction kombinuje 2D i 3D sli¢nost testiranog molekula sa preko 280000
aktivnih jedinjenja koji interaguju sa preko 2000 proteina iz 5 vrsta organizama: Homo sapiens,
Mus musculus, Rattus norvegicus, Bos Taurus i Equus caballus. U ovom radu su testovi vrseni
samo na grupu humanih proteina. Rezultat koji predstavlja procenu sli¢nosti testiranog molekula
sa 2D i 3D strukturama poznatih liganada iznosi od 0 do 1, i predstavlja verovatnocu vezivanja
za dati protein. Vrednost 1 imaju iskljucivo poznati ligandi datog proteina. Jedan od rezultata je 1
broj liganada koji su po svojoj 2D ili 3D strukturi sli¢ni testiranom jedinjenju. Takode u izvestaju
koji se dobija pri analizi se nalazi pie dijagram gde je prikazana distribucija identifikovanih
potencijalnih proteinskih meta u klase.

Pri izboru jedinjenja za virtuelni skrining posmatrana je 1Cso vrednost i testirana su
jedinjenja kod kojih je I1Cso vrednost za celijske linije kancera bila manja od 5. Selekcija
jedinjenja za ovu analizu nije vrS§ena samo na osnovu ICso vrednosti nego i na osnovu njihove
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selektivnosti. PoSto su sva sintetisana jedinjenja, sem derivata 30, pokazala selektivnost prema
¢elijama testiranih karcinoma, odnosno nisu inhibirala proliferaciju zdravih celija fibroblasta
pluéa, posmatrala se selektivnost na pojedine ¢elijske linije kancera.

Od 5,6-disupstituisanih  steroidnih derivata za virtuelni skrining je izabran
60-bromo-5-hidroksi derivat 9 Kkoji iako nije najpotentniji u ovoj grupi jedinjenja, poseduje
dobru antiproliferativnu aktivnost prema celijama estrogen pozitivnog adenokarcinoma dojke
(MCF-7). Medutim iako je ICsg vrednost za ovu celijsku liniju 12,90 uM, ona nije bila glavni
razlog za njegov izbor, ve¢ njegova selektivnost. Ovo jedinjenje je potentno samo prema ovoj
¢elijskoj liniji dok na ostale testirane celijske linije kancera nije pokazao antiproliferativnu
aktivnost. Virtuelnim skriningom pomocu Molinspiration programa dobijeni rezutati ocekivano
ukazuju da je ovo jedinjenje odli¢an potencijalni inhibitor enzima (dobijeni rezultat potencijalne
molekulske aktivnosti je 0,50) i ligand nuklearnih receptora (0,68). Precizniji podaci su dobijeni
pomoc¢u ChemMapper3D i pri