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Inventia se referd la chimia farmaceutica, in special la un compus nou clorura de 3-(2-((3S,10R,13S)-3-hidroxi-
10,13-dimetil-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15-dodecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)-2-oxoetil)-1-vinil-1H-
imidazol-3-iu din clasa steroizilor ca remediu activ contra cancerului de prostata.

Cancerul de prostatd (CP) este cea mai comuni forma de cancer la barbati in tarile dezvoltate. Se stie ca reducerea
nivelului de androgeni la pacientii cu CP determina regresia tumorii. Calea androgenica ramane tinta principala a
terapiei CP, aceasta joaca un rol principal in formarea si progresia acestei forme de cancer [P.J. Saylor. The
androgen receptor remains front and centre. Nature Reviews Clinical Oncology, 2013, 10(3), p. 126-128]. Terapia
care vizeaza reducerea continutului de testosteron din sange permite incetinirea semnificativdi a procesului de
dezvoltare a tumorii si ameliorarea semnificativa a starii pacientului. Pentru aceasta, se utilizeazd 0 Serie de
medicamente care blocheazd sinteza androgenilor in testicule sau cortexul suprarenalelor sau se recurge la
interventia chirurgicala.

Etapa cea mai importanta a sintezei androgenilor este transformarea pregnenolonului in 17a-OH-pregnenolon, apoi
in dehidroepiandrosteron (DHEA), secretat de testicule si de cortexul suprarenalelor. Ambele reactii au loc cu
implicarea enzimei CYP17A1 din familia citocromului P450, care combina functiile de 17a-hidroxilaza si de 17,20-
liaza. S-a demonstrat ca inhibarea citocromului CYP17A1 cu doze mari de ketoconazol, un medicament antifungic
cunoscut, creste eficacitatea terapiei standard pentru cancerul de prostata rezistent la tratament hormonal. Cu toate
acestea, medicamentul a fost foarte toxic si nu a putut fi utilizat pe scara larga [1].

Pana in prezent, a fost sintetizatda 0 multitudine de derivati heterociclici ai androstanului si pregnanului, de exemplu,
un derivat imidazolic cu proprietati citotoxice, care este cel mai apropiat de inventia revendicata, dar nu manifesta
activitate contra celulelor tumorale ale cancerului de prostata [2].

in 2011 a fost aprobat un nou inhibitor al CYP17A1 - medicamentul abiraterona, eficienta in tratarea cancerului de
prostata rezistent la tratament hormonal, in special in reducerea nivelului de testosteron din sange [3]. Abiraterona,
reiesind din structura sa steroidica si nivelul de activitate antitumorala, poate fi considerata analogul proxim pentru
inventia revendicata.

Dezavantajul abirateronei rezulta din faptul ca una dintre problemele legate de utilizarea inhibitorilor CYP17A1 este
suprimarea sintezei glucocorticoizilor, inclusiv a cortizolului: CYP17Al este implicat atit in conversia
progesteronului in androgeni, manifestandu-si activitatea de liaza, cat si in sinteza mineralo- si glucocorticoizilor,
manifestandu-gi functia de hidroxilaza. Inhibarea nespecificd a CYP17A1 cu abiraterona determina o scadere atét a
functiei de liaza, cat si a functiei de hidroxilaza. Din acest motiv, pacientilor care iau abiraterona li se administreaza
terapie de inlocuire a cortizolului, in special prednison. Acest lucru conduce la efecte nedorite, in particular, la
sindromul de exces de mineralocorticoizi. Pentru a evita aceste efecte secundare, este necesarid dezvoltarea
inhibitorilor cu o selectivitate inaltd pentru activitatea de 17,20-liaza, care sa nu afecteze activitatea de hidroxilaza a
CYP17A1. in RM este inregistrat un singur medicament care contine acetat de abiraterona, care inhiba selectiv
activitatea enzimei 17oa-hidroxilazd / C17,20-liazd (CYP17), avand denumirea comerciald Birato 250 (MSN
Laboratories Pvt. Limited, India), cu pretul de 1584,09 euro pentru 120 de tablete de 250 mg substanta activa.
Problema rezolvati de inventie constd in extinderea gamei de preparate din clasa steroizilor cu activitate
antitumorala Tmpotriva cancerului de prostata cu actiune de inhibitie a CYP17AL.

Esenta inventiei consta in aceea ca se revendica un compus nou din clasa steroizilor, care poate fi utilizat in calitate
de compus activ contra cancerului de prostata. Concentratia activa este de 1,57 = 0,24 pM.

Avantajale inventiei constau in aceea ca compusul clorurd de 3-(2-((3S,10R,13S)-3-hidroxi-10,13-dimetil-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15-dodecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)-2-oxoetil)-1-vinil-1H-imidazol-3-iu
sintetizat mai usor din reagenti accesibili decat un derivat de pregnan cu un inel imidazolic la C-21 [2]. Totodata,
compusul se caracterizeaza printr-o activitate sporita antitumorala impotriva cancerului de prostata.

Rezultatul inventiei consta in manifestarea activitatii antitumorale impotriva cancerului de prostata a compusului din
inventie in concentratie de 1,57 + 0,24 pM.

Exemple de realizare a invenyiei
Sinteza compusului revendicat decurge conform schemei de realizare:
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2-Clor-1-((3S,10R,13S)-3-hidroxi-10,13-dimetil-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15-dodecahidro-1H-

ciclopenta[a]fenantren-17-il)etan-1-ona 1 a fost obtinuta conform metodei descrise anterior (Girdhar N. K., & Ishar
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M. P. S. Facile C21 functionalization through a novel functional group transfer reaction in 16a,170-epoxy-3p3-
hydroxypregn-5-en-20-one and its applications. Chem. Commun., 2002, 18, p. 2102-2103).

1-Vinil-1H-imidazolul 2 a fost procurat de la firma Aldrich.

Amestecul reactant format din 70 mg (20,0 mmol) 2-cloretan-1-ona 1 si 1-vinil-1H-imidazol 2 18 mg (20,0 mmol)
in 30 mL acetonitril, se refluxeaza timp de 10 ore (control CSS), apoi se raceste si se supune cristalizarii timp de 24
ore. Substanta cristalind clorura de 3-(2-((3S,10R,13S)-3-hidroxi-10,13-dimetil-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15-
dodecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)-2-oxoetil)-1-vinil-1H-imidazol-3-iu (3) se filtreaza, se spala pe filtru
cu un amestec format din hexan-benzen (1:1), apoi se usuca la temperatura camerei.

Randamentul reactiei este de 65 mg (74%). Punctul de topire >250°C (descomp).

Structura compusului (3) este confirmata pe baza analizei elementelor.

Pentru C26H35CIN202, M=443,02:

Calculat, (%): C, 76,62; H, 8,66; N, 6,87.

Determinat,(%): C, 76,77; H, 8,61; N, 6,95.

Obtinerea compusului revendicat (3) este confirmati prin metoda RMN. In spectrul 1H RMN apar trei singlete intr-
un camp slab la & 9,22 ppm, 8,02 ppm si 7,62 ppm, corespunzitoare protonilor fragmentului imidazolic. De
asemenea, sunt prezente trei dublet-de-dublete la 7,29 ppm (dd, J = 15,4 Hz; 8,6 Hz; 1H; H-25); 5,93 ppm (dd, J =
15,4 Hz; 2,4 Hz; 1H; H-26) si 5,46 ppm (dd, J = 8,6 Hz; 2,4 Hz; 1H, H-26), care apartin celor trei protoni vinilici. in
spectrul DEPT-135 in camp slab apar patru semnale caracteristice pentru atomii de carbon metinici si un semnal la
108,9 ppm, caracteristic pentru atomul de carbon metilenic.

Spectrul RMN 1H (500 MHz, MeOH-d4): § 9,22 (s, 1H, H-24); 8,02 (s, 1H, H-22); 7,62 (s, 1H, H-23); 7,29 (dd, J =
15,4 Hz; 8,6 Hz; 1H, H-25); 7,17 (s, 1H, H-16); 5,93 (dd, J = 15,4 Hz; 2,4 Hz; 1H, H-26); 5,69 (d, J = 17,7 Hz; 1H,
H-21); 5,52 (d, J = 17,7 Hz; 1H, H-21); 5,46 (dd, J = 8,6 Hz; 2,4 Hz; 1H, H-26); 5,35 (m, 1H, H-6); 3,38 (hpt, J =
5,3 Hz; 1H, H-3); 2,46 (ddd, J = 18,1 Hz; 5,9 Hz; 2,9 Hz; H-15); 2,29 (dm, J = 12,1 Hz; 1H, H-4); 2,27 — 2,14 (m,
4H, H-15'4',7,7"; 2,04 (bd, J = 16,3 Hz; 1H, H-7); 1,83 (bdt, J = 13,2 Hz; 3,8 Hz; 1H, H-12); 1,80-1,73 (m, J = 11,7
Hz; 1H, H-2); 1,71 (td, J = 10,7; 4,5 Hz; 1H, H-14); 1,68-1,57 (m, 4H, H-1,9,8,11); 1,52 — 1,43 (m, 3H; H-12,
11,11"; 1,38 (td, J = 13,2 Hz; 12,1 Hz; 7,0 Hz; 1H, H-12"; 1,04 (s, 3H; H-18); 0,94 (s, 4H, H-19).

Spectrul RMN 13C (126 MHz, MeOH-d4): 3 187,9 (C-20); 151,4 (C-17); 148,1 (C-16); 141,3 (C-5); 136,5 (C-24);
128,4 (C-25); 124,6 (C-22); 120,6 (C-6); 118,7 (C-23); 108,9 (C-26); 71,1 (C-3); 56,1 (C-14); 54,8 (C-21); 50,7 (C-
9); 46,6 (C-13); 41,6 (C-4); 37,0 (C-1); 36,5 (C-10); 34,3 (C-12); 32,6 (C-2); 31,2 (C-7); 30,9 (C-15); 30,1 (C-8);
20,4 (C-11); 18,4 (C-19); 14,9 (C-18).

Testul CYP17Al

Pentru a determina constantele de legare a ligandului (valori Kdapp) ale CYP17A1, s-a efectuat o titrare
spectrofotometrica folosind un spectrofotometru cu fascicul dublu UV-Vis NIR Cary 5000 (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA) in cuvete din cristal de cuart de 1 cm. Solutiile stoc de steroizi au fost pregatite la o concentratie de
10 mM in DMSO. Titrarea a fost repetata de cel putin trei ori, iar Kdapp a fost calculat conform descrierii anterioare
[Guryev O.L.; Gilep A.A.; Usanov S.A.; Estabrook R.W. Interaction of apo-cytochrome b5 with cytochromes
P4503A4 and P45017A: Relevance of heme transfer reactions. Biochemistry, 2001, 40, p. 5018-5031].

Activitatea CYP17A1 a fost masurata in sistemul reconstituit la 37°C in tampon Hepes de 25 mM (pH 7,2) conform
metodei cunoscute [Pechurskaya T.A.; Lukashevich O.P.; Gilep A.A.; Usanov S.A. Engineering, expression, and
purification of “soluble” human cytochrome P45017a and its functional characterization. Biochemistry, 2008, 73, p.
806-811]. Alicvotele de proteine recombinante concentrate au fost amestecate si pre-incubate timp de 5 min la
temperatura camerei. Progesteronul au fost adaugate la amestecul de reactie la o concentratie finald de 50 pM.
Compusii selectati au fost adaugati la amestecul de reactie la o concentratie finala de 50 uM. Pentru a masura
activitatea, concentratiile finale de CYP17Al si CPR au fost de 1,0 si, respectiv, 2,0 uM. Pentru analiza activitatii
de 17,20-liaza, s-a utilizat 1,0 uM de citocrom b5. Dupa 10 min de pre-incubare la 37°C, reactia a fost inceputa prin
adaugarea NADPH la o concentratie finald de 0,25 mM. Au fost prelevate alicote (0,5 mL) din amestecul de
incubatie dupa 30 de min de reactie. Steroizii au fost extrasi cu 5 mL de clorurd de metilen. Stratul organic a fost
indepartat cu grija, iar peletul format - uscat sub flux de argon. La pelet s-au adaugat 100 puL de metanol, iar steroizii
au fost analizati pe un sistem HPLC computerizat

Pentru efectuarea experientei ca prim pas in analiza interactiunii compusilor cu situl activ CYP17Al, a fost
efectuata titrarea spectrofotometrica a compusilor selectati. Progesteronul cu Kdapp <1 uM a fost utilizat ca control
pozitiv pentru ligandul asemanator substratului (tipul 1). Abiraterona cu un Kdapp <1 uM a fost utilizata in calitate
de control pozitiv pentru ligandul asemanator inhibitorului (tipul 11). DMSO sau etanolul au fost utilizati ca control
negativ. Nu s-au observat raspunsuri spectrale de tip | sau de tip Il pentru controalele negative. Analiza legarii
compusului revendicat cu CYP17A1 uman a aratat cd se observa numai raspunsul de tip | (aseménétor substratului).
Amplitudinea raspunsului spectral demonstreazd un raspuns dependent de doza. Compusul 3 are afinitate
micromolara intr-un interval de 1...2 pM (Kdapp = 1,57 £ 0,24 uM).



