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Naslov: ,Sinteza, karakterizacija i bioloSka aktivnost derivata steroidnih

hidrazona*

Sazetak: U potrazi za bioloSki aktivnim jedinjenjima, & od progesterona r@&kso
a,p-nezastenih androstenskih steroida, u okviru ove disgdagintetisano je i potpuno
okarakterisano pedeset novih derivata steroidndralabna, od kojih po jedanaest
tiosemikarbazona, tijadiazolina i semikarbazonaandest tiazolidin-4-ona i pet
karbazatnih estara.

Po prvi put je urdena detaljna analiza stereohemije steroidnih hatr@azi polozajima
C-3/17 androstenskih, odnosno -320 progesteronskih derivata. Struktura i
stereohemija potdene su rezultatima rendgenske strukturne analizgazi#azolin 7a,
prvo okarakterisano steroidno jedinjenje koje sadigst@lani ugljentni prsten
kondenzovan sa spiro-tijadiazolinskim prstenomjakdlidinon 9b-E, prvi steroidni
derivat sa poznatom konfiguracijom dvostruke vezepalozaju G3 hidrazone
tiazolidin-4-onskog fragmenta.

Sintetisana jedinjenja su ispoljila najja citotoksénost prema Helacelijama
adenokarcinoma cerviksa i prema K5&ftijama hronine mijeloidne leukemije, a po
svojoj aktivnosti istakli su se tiosemikarbaz@a, 2b, 2c i 2f, tijadiazolini8a i 8ei
tiazolidin-4-oni9ai 10a Pritom su koeficijenti selektivnosti u antikanglesm dejstvu
prema malignimtelijama u odnosu na normalne humane PBMC, kakcestimulisane
tako i na mitogenom stimulisane, bili dalekotived vrednosti 2,5 Sto ova jedinjenja
svrstava u potencijalne kandidateizavivo ispitivanja. Sumporni derivati bili su daleko
aktivniji od kiseonénih. Najaktivniji derivati indukovali su apoptozuogredstvom
kaspaza-3, -8 i -9 i inhibirali angiogeZn vitro zbog ¢ega se smatra da poseduju

zna&ajan antikancerski potencijal.

4

Klju ¢ne redi: 3-oksoe,p-nezasteni steroidi, hidrazoni, tiosemi/semi-karbazoni,
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Title: ,Synthesis, characterization and biological activity of the steroidal
hydrazone derivatives*

Summary: Searching for biologically active compounds, withthis doctoral
dissertation fifty new steroidal hydrazone derivesi, of which 11 thiosemicarbazones,
11 thiadiazolines, 12 thiazolidin-4-ones, 11 semuaaones and 5 carbazate esters, were
synthesized starting with progesterone anak&a,-unsaturatecandrostene steroids,
and fully characterized.

For the first time, detailed stereochemistry aredyef steroidal hydrazones in the C
3/17 positions of androstene derivatives, e3/€0 positions of progesterone derivatives
was done. Structure and stereochemistry were coafir by the results of X-ray
analyses for thiadiazolinga, the first characterized steroid compound thataios six-
membered carbon ring condensed with the spiro-madne ring, and thiazolidinone
9b-E, the first steroidal derivative with known configtion of double bond in -G

position of the hydrazonthiazolidin-4-one fragment.

Synthesised compounds manifested the best cytagpxiowards Hela cervix
adenocarcinoma cells, and K562 cells of chroniclmge leukemia, the best activity
being showed by thiosemicarbazor#es 2b, 2c and 2f, thiadiazolines8a and8e, and
thiazolidin-4-oneQa and 10a All of these compounds exhibited considerablyhbkigy
intensities of cytotoxic action against malignameils when compared with normal
human PBMC, both resting and mitogen-stimulatedh vaoefficient of selectivity
higher than 2.5, which makes these compounds paltecandidates forin vivo
experiments. Sulfur derivatives were much morevacthan oxygen derivatives. The
most active derivatives induced apoptosis mediaiedaspase-3, -8 and -9, and they
inhibited angiogenesi® vitro, because of what they are considered to havefisigmi

anticancer potential.

Keywords: 3-oxo-u,f-unsaturated steroids, hydrazones, thiosemi/serbazanes,
thiadiazolines, thiazolidin-4-ones, carbazate estercytotoxicity, apoptosis,

angiogenesis, antimicrobial activity

Scientific field: Chemistry
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1. Uvod

Rak zauzima drugo mesto na listi nezaraznih bola&tna destalosti pojavljivanja,
odmah posle kardiovaskularnih oboljenja, a vbde po smrtnosti. Brza mutacija
malignih ¢elija i pojava rezistencije na postége lekove opravdavaju postojanje
ogromnog broja istrazivanja na polju raka i nastgada se prori novi lekovi protiv

ove opake bolesti.

Problem rezistencije uzima sve vise maha i u swatroba pa i tu raste potreba za
pronalazenjem novih lekova kako bi &svetanstvo borilo sa bolestima kojima je u
dobroj meri bilo stalo na put pronalaskom antilikati proslom veku.

Steroidi predstavljaju grupu bioloski aktivnih mklga Siroko rasprostranjenih kako u
bilinom tako i u Zivotinjskom svetu i igraju veormaznu ulogu u bioloSkim sistemima.
Zbog toga su trasformacije krutog tetradikbbg sistema koje izazivaju promene u
njihovim fizioloskim funkcijama i koje vode ka stamju novih biloSki aktivnih
molekula postale jedan od glavnih ciljeva dana&tggoidne hemije. U tom pogledu
naraito se isttu modifikacije koje ukljguju uvaienje heteroatoma (azot, sumpor,
kiseonik), novih funkcionalnih grupa i heteroctlih prstenova.

S tim u vezi cilj ove doktorske disertacije je bim se polazge od 3-0ksoe,f-
nezastenih steroida sintetiSu novi steroidni hetero-darikoji bi posedovali zri@jan
potencijal za razvijanje novih selektivnih antikargkih i antimikrobnih agenasa.

Tako je u okviru ove disertacije sintetisano petleseih derivata steroidnih hidrazona.
Sva jedinjenja su detaljno okarakterisana, wkiju¢i konfiguracionu analizu, ispitana
je njihova antikancerska i antimikrobna aktivnogtvrSeno je por@enje reaktivnosti i

aktivnosti sumpornih i kiseotnih analoga.

U OpsStem deluisertacije dat je kratak uvod o steroidnim moleka, kao i pregled
skoraSnje literature o heterosteroidima i stererdnhidrazonima sa bioloSkom

aktivnogu, sa akcentom na antimikrobnu i antikancerskuwakt.

Eksperimentalni deobuhvata procedure za sintezu novih derivata isi@iohidrazona,
njihova fizicka svojstva i spektralne podatke na osnovu kojiayesena karakterizacija
| procedure za ispitivanje bioloSke aktivnosti strganih jedinjenja.



U Rezultatima i diskusijinavedeni su rezultati svih eksperimenata koje oatzhv
disertacija i dato je tundanje eksperimentalnih rezultata.

Spisak literature koré&ne za pisanje disertacije dat je na kraju teksta.

U Prilogu na CD-u su deponovani spektralni podami asnovu kojih je izvrSena

karakterizacija jedinjenja sintetisanih u okvirueadisertacije.



2. Opsti deo
2.1. Steroidni molekuli

Zacetkom steroidne hemije smatra se izolovanje knstasupstance, holesterola,
pocetkom XIX veka. Tokom XX veka intenzivirana su &ivanja steroidnih molekula

0 &emu svedd niz Nobelovih nagrada dodeljenih aicima za otkia iz ove oblastt.

Steroidi spadaju u klasu lipida sa tetracikim jezgrom koje odgovara strukturi
heksadekahidro-1H-ciklopenta[a]fenantren8lika 2.1). Razlikuju se po bmim

nizovima i funkcionalnim grupama koje sadrze.

Slika 2.1.Tetraciklino jezgro zajediko za sve steroidne molekule

Ugljovodonkni skelet steroida je hidrofoban Sto im oméaya neometan prolazak kroz
¢elijske membrane. Polarne funkcionalne grupe enudbgsgteroida, hidroksilna, fenil-
ili keto-grupa, od kljgnog su zn&ja za vezivanje steroida za receptore garnu
njihovo prisustvo ne menja hidrofobnu prirodu signog molekula kao celirfe.

Zbog hidrofobnosti koja im omogdava prolazak krozelijske membrane steroidi
predstavljaju zn&jan polazni skelet za dizajniranje antikancerdkkova. Kako je
molekulska masa samog steroidnog skeleta ¢pdli velika ograrien je broj
transformacija koje je moge izvrsiti, a da se pritom ispoStuje "pravilo petia da
relativna molekulska masa molekula nedererednost 508 Relativno rigidna struktura
steroidnih molekula omogava laku identifikaciju aktivne konformacije oviedinjenja

§to je vrlo vaZno pri razvoju novih lekofa.

U skorije vreme steroidne gradivne jedinice prielgpaznju mnogih istrazi¢kih grupa
iz razlicitih grana nauke i tehnologije, kao Sto su medidirfarmakologija, hemija

supramolekula i nanotehnologije.

Na Shemi 2.1prikazan je upr@®en biosintetski put nastanka steroida lanosterola.



GPP

Skvalen

HO
Lanosterol

IPP — izopentenil-pirofosfat, DMAPP — dimetilalilrpfosfat, GPP — geranil-pirofosfat

Shema 2.1Upro&en prikaz biosintetskog puta steroida, tetraéikh triterpena, iz Sest

izoprenskih jedinica

Autor Risley opisuje transformaciju lanosterolaalesterol (géki hole — Zt, stereos-
vrst), prekursora svih ostalih steroidnih molekulBao proces koji se odvija u

devetnaest korakA.

Prema hemijskoj strukturi i fizioloSkom dejstvurstiei se dele na:
» sterole
* Zwne kiseline
» steroidne hormone
e sKtane glikozide i

» steroidne sapogenine.



Steroidni molekuli su uglavnom hormoni, osim hatesta koji ima i mnosStvo

nehormonskih uloga, te su u telu prisutni u miligskim koliinama?

Ogroman interes nédoe zajednice danasnjice za steroidne hormone jegoa njihove
uloge u kancerogenezi hormonski zavisnih tumora &aosu maligni tumori dojke,
jajnika, prostate i testisa. Kako je rak, Sto @esfalosti pojavljivanja kod ljudi Sto po
broju smrtnih sldajeva, druga nezarazna bolest, odmah posle kaskolanih
oboljenja® postoje zn&ajni napori natnika za iznalaZenjem novih antikancerskih

lekova.

Na Shemi 2.2dat je biosintetski put nastanka steroidnih horan@an univerzalnog

steroidnog prekursora, holesterola.



1) enzim koji razlaze bocni lanac holesterola, P450..
2) 17a-Hidroksilaza

3) 3B-HSD (hidroksisteroidna dehidrogenaza)

4) 21-Hidroksilaza

5) 11B-Hidroksilaza

6) Aldosteron-sintaza
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Shema 2.2Biosinteza steroidnih hormona i njihova podelagnge
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2.2. Heterosteroidi

Jedan od najziajnijih n&ina za funkcionalizaciju steroidnih molekula, a ganim i
za proSirenje ue Sirokog spektra bioloskih aktivnosti steroida, tgesuvaienje
heteroatoma u steroidni skelet, ¢hidh nizova koji sadrze heteroatome i/ili

heterociklénih prstenova.

Steroidni molekuli koji sadrZze heteroatom, hetexasti, obuhvataju aza-, oksa- i tija-

steroide i mogu da se podele u dve grupe:

e nuklearni heterosteridi- atom ugljenika u polozaju 1-17 zamenjen je
heteroatomom
* egzonuklearni heterosteroidi - heteroatomi formiraeo prstena ili spiro

kondenzovani sistem, boi niz ili vezanu grupd.

Najzastupljeniji derivati od svih heterosteroida azasteroidi, steroidni molekuli koji
sadrZe jedan ili viSe atoma azota. To su korisaireski inhibitori koji se u danasnje
vreme mahom racionalno dizajniraju. U naj@e broju radova heteroatomi su uvedeni

uAiliuAiD prsten steroida.

Heterocikléni molekuli poseduju donore i akceptore vodorh veza u krutom skeletu
¢ime je omogudeno efikasno povezivanje sa ciljnim enzimima i pfoEma
vodoniénim vezama. Uwvdenjem heteroatoma menja se lipofilnost molekula ili
poveava rastvorljivost u vodéime se poboljSavaju farmakokingka i farmaceutska
svojstva molekuld.

Kako steroidni molekul neometano prolazi kkegtijske membrane on moze da nosi sa

sobom alkilujéi agens?
2.2.1. Heterosteroidi sa bioloSkom aktivhasi

Prednosti steroidnih u odnosu na ostale hemiotetdee je njihova visoka
biodostupnost ueliji, manja toksinost od ostalih i manja verovati® za razvoj

rezistencije na veliki broj lekovanultidrug resistanceMDR).?

Robinson i saradnit{ sintetisali su nitrorl (Shema 2.3 za koga se ispostavilo da je

znaajno bolji inhibitor B-reduktaze od epiandrosterona iz koga je ndstao.
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Shema 2.3Heterosteroidi sa antikancerskom aktiviwns

Ukoliko se u polozaj C-17 ili C-16 uvede voluminoheterociklEni prsten to zn&jno
menja stereostrukturu tog dela molekula, a samim utice i na bioloSka svojstva

nastalih molekula. Spirosteroidi generalno ispajawzna&ajne bioloske aktivnosti pa je



tako 16-spiroizoksazoli@ autorke Frank i saradnika pokazao éajau antikancersku
aktivnost premaelijama adenokarcinoma cerviksa HelLas(/@,4 pM)!* Za 17-spiro-
y-lakton 3 (Tremblay et al)*? ispostavilo se da je dobar inhibitor enzimap17
hidroksisteroidne dehidrogenaze tipa Il fa3HSD II). Huang i saradnici sintetisali su
holestanski A-aza-heterosterdldiji se mehanizam antikancerskog delovanja ogleda u
pokretanju unutradnjeg puta apoptoze u maligbétijama prostaté® Pasev od 3-
acetoksipregnenolona Koutsourea i saradnici sweisadt B-laktam5 koji karakterisSe
smanjena toksnost i impresivan antikancerski potencijal prensalijskoj liniji
leukemije P388. Ovaj heterosteroid dovodi do detga 4/6 miSeva podvrgnutih
eksperimentd? B-Laktam 6 enamidnog tipa autorke Krétii saradnika ispoljio je
citotoksénu aktivnost prema HelL&elijama na mikrogramskoj skali pdemu je
aktivacija apoptoze bio jedan od mehanizama cigiokg dejstvd® 5-Androstenski
D-laktami 7 i 8 Dhingre i saradnika ispoljili su dobru aktivnost humanogelijskoj
liniji karcinoma prostate DU-145 u odnosu na lekafiterid kao pozitivnu kontrof§.
Ivanyi i njegovi saradnici sintetisali su aza-egakiearne pirazolinil-pregnenolone koji
inhibiraju rast maligniitelija za viSe od 90% priemu se ispostavilo da jeSEpimer
jedinjenja9 daleko aktivniji” A-kondenzovani pirimidirL0 Baji-ja i saradnika ispoljio
je antikancersku aktivnost prema maligngalijskim linijjama prostate, od kojih je
izuzetno zn&ajna aktivnost premaelijskoj liniji adenokarcinoma prostate PC-3 koja
vodi poreklo od metastaza u kostima ®,1 pM)*® Isti autori su ustanovili da
uvodenje voluminoznih heteroprstenova kondenzovanih alozaju 2,3 ili 16,17
(jedinjenjalli 12) moze da dovede do redukcije ili pak eliminaciggrnonskog efekta
androgena. JedinjenjEl ispoljilo je zn&ajnu antikancersku aktivnost prema trostruko
negativnom adenokarcinomu dojke MDA-MB-231 {§&,5 uM), dok je jedinjenja2
delovalo priblizno istim intenzitetom néelijsku liniju duktalnog karcinoma dojke
T47D"

Pored najzastupljenijih aza-heterosteroida koji omah sadrze prsten pirazola,
pirazolina, izoksazolina, piridina, pirimidina i idazola, postoji znsmjan broj
steroidnih jedinjenja sa uvedenim atomom sumpadrdo#fora®®?® Od sumpornih
heterocikala u prirodnim proizvodima najzastupijesu pet@lani tiazoli, tiazolidinoni i

tijadiazolini?*

10
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Shema 2.4Neki sumporni i fosforni heterosteraitif®

Ukoliko se atom sumpora uvede u steroidni molekidndvanjem, zamenom
kiseonikovog atoma karbonilne grupe atomom sump@@sledice su izmenjena
sposobnost vodofmog vezivanja i konformacione promene molekula. éeana
reaktivnost tako nastalog molekula koji sadrzi &iddonilnu grupucini molekul
podobnim za dalje transformacfje.

Holestanski sulfidni dimet3 (Shema 2.4 pokazao je dobru selektivnost za tumorske u
odnosu na normalnéelije pri ¢emu je antikancerska aktivhost prema Heéksjama
iznosila 1Go 21,2 pM?®

Kako u prirodi postoji mnosStvo organofosfornih jeiénja sa zn&jnim bioloSkim

aktivnostim@' to je bio podstrek da autorka Kisti saradnici sintetisu fosforne
heterocikltne derivate androst-4-end,4 i 15, i ispitaju njihovu antikancersku
aktivnost?>?? Ispostavilo se da derivais sa tiokso-grupom u poloZaju C-3 ispoljava

jacu antikancersku aktivnost prema K5&gijama od svog 3-okso analoffa.

Mohareb i saradnici su, pevsi od pregnenolona, sintetisali sumporne egz@auke
heterosteroide koji sadrze tiofen. Od sintetisal@tivata, jedinjenjd6-19 (Shema 2.%

izdvajaju se po svojoj antikancerskoj aktivnostajeod aktivnosti doksorubicina.

11
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Shema 2.5Sumporni heterosteroidi sa antikancrerskom ak#sufd
2.3. Hidrazoni

Hidrazoni su klasa organskih jedinjenja koja sadsitekturni fragment prikazan na
Shemi 2.6 Oni nastaju zamenom karbonilnog kiseonikovog ataidehida i ketona

=NNH, grupom?®

H2N’NYR2

R4
Shema 2.60psta formula hidrazona

Hidrazoni se smatraju zéginim intermedijerima pri sintezi heterocikiih jedinjenja®’
Ispoljavaju mnostvo raziitih bioloskih efekata od kojih su neki antitubeldani,?®
antifungalnf® i antikancerskf®*°*? Dakle, hidrazoni (nije njihovi azometinski
protoni —-NHN=CH-)¢ine vaznu klasu jedinjenja za razvoj lekotig je tokstnost
svedena na minimum. Pored toga, koriste se i katiquli, regulatori rasta biljaka,

plastifikatori i stabilizatori za polimer&.
2.3.1. Steroidni hidrazoni sa bioloSkom aktivno&u

3,17-Bis(izonikotinoilhidrazon)20 (Shema 2.7 koji su sintetisali Sikharulidze i
saradnici® pokazao je zn@mjno antituberkulozno dejstvo, dok je holestanski 6
tozilhidrazon21 Loncle-a i saradnika ispoljio antifungalno dejsprema gljiviCandida

albicans®*
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Shema 2.7 Steroidni hidrazon sa antituberkuloznig®) i antifungalnim dejstvom2(1)

Mohareb i saradnici sintetisali stitav niz razlE