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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
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antimikrobna aktivnost
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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
Scientific subfield: Organic Chemistry, Medicinal Chemistry



UDC numbers:



Sadrzaj

................................................................................................................... 1
2. Opsti deo

2.1.Steroidni molekuli

..................................................................................... 3
A 1= (=] (0 1) (=) (0] [0 [N

8
2.2.1.Heterosteroidi sa bioloSkom aktiViBos. ......c..evnveeneee e 8
2.3.Hidrazoni

12
2.3.1.Steroidni hidrazoni sa bioloSkom aktivigas..............ccceevviiiiiiiiiinnnennn. 12
2.4. Tiosemikarbazoni i SemMiKarbDazoni ..........ooccceiveiiiiiiiiice e 4.1
2.4.1.Tiosemikarbazoni i semikarbazoni sa antibakterijglkaktivnogu
2.4.2.Tiosemikarbazoni i semikarbazoni kao antikanceagiensi

................... 16
2.5.Kompleksna jedinjenja sa tiosemikarbazonima ceee...ovveeeeveeiiiiiieeeeeeiinnnnn. 17
2.6. Tijadiazolini

19
2 R TG T I T- V4o 1[0 [ B S ] o | R
3. ReZUIALT | AISKUSIJA ...eeeeveeiiiiiiiiiiee et e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeees

3.1.Hemija

3.1.1.Reakcije steroidnih derivata sa tiosemi/semi-kadum ....................... 22
3.1.1.1.Dobijanje tiosemikarbazona

...................................................... 22
3.1.1.2.Dobijanje semikarbazona

3.1.1.3.0dretivanje strukture 3-mono-karbazona na primeru mdéeRa i

3.1.2.Reakcije tiosemi/semi-karbazona sa anhidridodesie kiseline .......... 33
3.1.2.1.Dobijanje 1,3,4-tijadiazolina

3.1.2.2.0dredivanje strukture mono-1,3,4-tijadiazolina na priméa.

3.1.2.3.Molekulska i kristalna struktura 1,3,4-tijadiaz@ina



3.1.2.4.0dreiivanje strukture bis(1,3,4-tijadiazolina) na primgedinjenja

S = PP RUUPPPTTRR 37
3.1.2.5.Pokusaj dobijanja 1,3,4-oksadiazolina, ODA ..eeevvveeniinnn....39
3.1.3.Reakcije sa etil-hloroacetatom .............coeewmeeeieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeenneennnnns 40
3.1.3.1.Dobijanje tiazolidin-4-0Na ..........ccooiiiiiimmmeeiii s 40
3.1.3.2.0dretivanje strukture mono-tiazolidin-4-ona na primeeadipjenja
981 OB s 2.4
3.1.3.3.Rendgenska strukturna analiza mono-tiazolidin-449in& .......... 44

3.1.3.4.0dreiivanje strukture bis(tiazolidin-4-ona) na primeredinjenja

(O PP PPPRTTTT 46
3.1.3.5.Dobijanje karbazatnih estara ...............ceeeeeeveeeriiiiiiieeiee e eeeeeeee, 49
3.1.3.6.0dradivanje strukture karbazatnih estara na primerunjedja lla

....................................................................................................... 51

I = 1o [0 To 1] - N 53
3.2.1.CitotoKSENA AKEIVNOST......ccoiiiiiiiiiiiiiiit et e e 53
3.2.2.Ispitivanje citotoksinosti na PBMC .............ccoooviviiiiivvivimmmmmm e eee e 62
3.2.3.Promene u distribuciji HeLa i K56&lija po fazaméelijskog ciklusa ..67
3.2.4.Detekcija tipacelijske smrti HeLa&elija ........coooeeeeiiiiiiiiiiiiiiiciiies e eees 72

3.2.4.1.MorfoloSka analiza tipa celijske smrti  fluorescentnom

MIKIOSKOPIJOM e e e 72.
3.2.4.2.Detekcija tipacelijske smrti proténom citometrijom ..................... 74

3.2.5.0dradivanje Ciljnih KaSPaza .............uuiiiii e eeeeeeeeeeeiineens 75
3.2.6.In vitro test za angiogenezu ili test gemja cevi od endotelnitelija.....78
3.2.7.Efekat steroidnih derivata na ekspresiju gena uatelijama ............... 80
3.2.8.Antioksidativni test: hvatanje slobodnih radikalzPPH metoda) .......... 81
3.2.9.,,Brine shrimp test tOKSENOSTI .......uvuuuiiiieieeie e eeeeme e 82
3.2.10.Antimikrobna aktiVNOST ..........cooiiiiiiiiiiieeee e 83
3.2.10.1 Antimikrobna aktivnost tiosemikarbazona i tijadiéza ............. 83
3.2.10.2 Antimikrobna aktivnost semikarbazona i njihovihigata........... 85
4. EKSPerimentalni B0 ..........uuuuuiiiiii i cceceeei s a e 86

O o =T o 0= 86



4.1.1.Generalng MELOUE ...cueeeeeee e 86.

4.1.2.Generalna procedura za sintezu tiosemikarbazona........................... 87
4.1.2.1.19-Norandrost-4-en-3,17-diedrtiosemikarbazor2g) .................. 87
4.1.2.2.19-Norandrost-4-en-3,17-dion-bis(tiosemikarbaz@a) (............. 89
4.1.2.3.Androst-4-en-3,17-dion-3-tiosemikarbaz@mby ............ccccceeeerennn. 90
4.1.2.4.Androst-4-en-3,17-dion-bis(tiosemikarbazo8pY ........................ 91
4.1.2.5.Androsta-4,9(11)-dien-3,17-dion-3-tiosemikarbazag (............. 92
4.1.2.6.Androsta-4,9(11)-dien-3,17-dion-bis(tiosemikarbgz@u) .......... 93

4.1.2.7.11o-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion-3-tiosemikarbazad)(........ 93
4.1.2.8.11a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion-bis(tiosemikarbaz(d) ....94
4.1.2.9.11a-Acetoksiandrost-4-en-3,17-dion-3-tiosemikarbazzs (....... 95

4.1.2.10.Pregn-4-en-3,20-dioi3-tiosemikarbazon2f) ...........ccccceeeeveenneene, 96
4.1.2.11 Pregn-4-en-3,20-diois(tiosemikarbazonBf) .........ccccoeeeeeeeeenn. 97
4.1.3.Generalna procedura za sintezu tijadiazolina.................ouvvviiinnnnnn. 98
4.1.3.1.(3R)-N-(3-Acetil-17-oksospiro[19-norandrost-4-en-3| 2,3,4]tija-
diazolin]-5-il)acetamid Ta@) ........cccoevriiereieiiiiiiieee e 98
4.1.3.2.(3R)-N-(3-Acetil-17-oksospiro[androst-4-en-3;[A,3,4]tijadiazo-
lin]-57-iDacetamid Th) ......ccooeeeieiiieeeeeee e 99
4.1.3.3.(3R)-N-(3-Acetil-17-oksospiro[androsta-4,9(11)-dien-3,2,3,4]ti-
jadiazolin]-5-il)acetamid TC) .......ceevevevieieeeiieicee e 100
4.1.3.4.(3R)-N-(11a-Acetoksi-3-acetil-17-oksospiro[androst-4-en-3,2
[1,3,4]-tijadiazolin]-B-i)acetamid T€) .......cccceeeeeiveeeeeeieiiieeeeiiiiiinnnnns on
4.1.3.5.(3R)-N-(3-Acetil-11a-hidroksi-17-oksospiro[androst-4-en-3,2
[1,3,4]-tijadiazolin]-B-il)acetamid Td) ...........cceeevvveiieiiiiiiiceeee, on
4.1.3.6.(3R)-N-(3-Acetil-20-oksospiro[pregn-4-en-3;PL,3,4]tijadiazolin]-
5-il)-acetamid TF) .oooeeeeeeeiiiiiiie e 102

4.1.3.7.(3R,17R)-N,N -(3,3"-Diacetildispiro-[1,3,4]tijadiazolin-2,319-nor-
androst-4-en-172"-5-[1,3,4]tijadiazolin-5,3-diil)bis[acetamid] 8a)103

4.1.3.8.(3R,17R)-N,N~(3,3’-Diacetildispiro-[1,3,4]tijadiazolin-2,3androst-
4-en-17,27-[1,3,4]tijadiazolin-5,3-diil)bis[acetamid] 8b) ................. 103

4.1.3.9.(3R,17R)-N,N~(3,3’-Diacetildispiro-[1,3,4]tijadiazolin-2,3andro-
sta-4,9(11)-dien-122"-[1,3,4]tijadiazolin-5,3-diil)bis[acetamid] 8c)104



4.1.3.10.(3R,17R)-N,N-(11a-Acetoksi-3,3-diacetildispiro-[1,3,4]tijadiazo-
lin-2,3-androst-4-en-172"-[1,3,4]tijadiazolin-5,3-diil)bis[acetamid]

4.1.3.11(3R,20R/S)-N,N~(3,3-Diacetildispiro-[1,3,4]tijadiazolin-2,3
pregn-4-en-202”-[1,3,4]tijadiazolin-5,3-diil)bis[acetamid] 8f) (R/S

................................................................................................ 107
4.1.4.2.2,4-Tiazolidindion-2-[(17-oksoandrost-4-en-3-ilidaidrazon]
(5] o) RPN 810
4.1.4.3.2,4-Tiazolidindion-2-[(17-oksoandrosta-4,9(11)-di&n
Hiden)hidrazon] B0) ....ooeviiiiee e 109
4.1.4.4.2,4-Tiazolidindion,2-[((1&)-11-hidroksi-17-oksoandrost-4-en-3-
iliden)hidrazon] Od) ... 111
4.1.4.5.2,4-Tiazolidindion-2-[((1&)-11-acetoksi-17-oksoandrost-4-en-3-
liden)NIdrazon] 9€) ........uveeiiiiii e 112
4.1.4.6.2,4-Tiazolidindion-2-[(20-oksopregn-4-en-3-ilidergrazon]  ©f)
..................................................................................................... 113
4.1.4.7 Estr-4-en-3,17-dion-3,17-bis[2-(4,5-dihidro-4-okadiazolil)-
RIArazon] (08) .....cceuiiiii e 114
4.1.4.8.Androst-4-en-3,17-dion-3,17-bis[2-(4,5-dihidro-4sok2-tiazolil)-
RIArazon] QOD) .....oeiiieeee e 115
4.1.4.9.Androsta-4,9(11)-dien-3,17-dion-3,17-bis[2-(4,5idi0-4-0kso-
2-tiazolil)-hidrazon] £00) ......oevveiiiiii e 116
4.1.4.10.(110)-11-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion-3,17-bis-[254lihidro-
4-0kso-2-tiazolil)hidrazon]A0d) ........ccoeveeriieiiiiiiieei e 117
4.1.4.11(11a)-11-(Acetoksi)androst-4-en-3,17-dion,3,17-bis-25¢
dihidro-4-okso-2-tiazolil)hidrazon[lOe ..........cceevvviiviiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 118
4.1.4.12 Pregn-4-en-3,20-dion-3,20-bis-[2-(4,5-dihidro-4-o¥&tiazolil)-
RIArazon] QO oo 119

4.1.5.Generalna procedura za dobijanje mono- i bis(setnézona) ............. 120



4.1.5.1.19-Norandrost-4-en-3,17-dion-3-semikarbazég) (................... 120

4.1.5.2.19-Norandrost-4-en-3,17-dion-bis(semikarbaz&a) (............... 121
4.1.5.3.Androst-4-en-3,17-dion-3-semikarbaz@p) .............cccceevvvvrnnnnns 122
4.1.5.4.Androst-4-en-3,17-dion-bis(semikarbazoBhp) ............ccceeeeeenne. 123
4.1.5.5.(E)-Androsta-4,9(11)-dien-3,17-dion-3-semikarbazéq) (......... 124
4.1.5.6.Androsta-4,9(11)-dien-3,17-dion-bis(semikarbaz&wm) (........... 125

4.1.5.7.11a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion-3-semikarbazéd)(.......... 126
4.1.5.8.(E)-11a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion-17-semikarbazéd) (.127
4.1.5.9.(E)-11a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion-bis(semikarbaz &) (127

4.1.5.10.(E)-Progesteron-3-semikarbazaf)(..........cccoeveeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnne 128
4.1.5.11 (E)-Pregn-4-en-3,20-diois(semikarbazon(pf) ..........cccceen.... 129
4.1.6.Generalna procedura za sintezu etil-hidrazinkaritaiks...................... 130
4.1.6.1.Etil-2-(17-okso-19-norandrost-4-en-3-iliden)hidralzarboksilat
(118) ottt 130

4.1.6.2.Etil-2-(17-oksoandrost-4-en-3-iliden)hidrazinkariso&t (11b) ...132
4.1.6.3.(E)-Etil-2-(17-oksoandrosta-4,9(11)-dien-3-iliden)fadinkarbo-

ST L 5 o U PPPPPUUUPPPTTR 133
4.1.6.4.(E)-Etil-2-(11a-hidroksi-17-oksoandrost-4-en-3-iliden)hidrazin-
karboksilat L1d) ....ooeeeeeiiiiiee e 133

4.1.6.5.(E)-Etil-2-(20-oksopregn-4-en-3-iliden)hidrazinkarlsilkat (11f) 134
4.1.7.Sinteza etil-2-(17-okso-19-norandrost-4-en-3-iligedrazin-karboksilata

(118 bez dodatka etil-hloracetata kao reagenSa..cu.....ccevvvvvrvrennnn....135
4.1.8.Rendgenska strukturna analiza .............ccecceeeeeeeieiiiiiiiiiiiiiiiiinn e 136
4.1.8.1.0dretivanje kristalne strukture 1,3,4-tijadiazoliida.................. 136
4.1.8.2.0dredivanje kristalne strukture mono-tiazolidin-4-o®lE ........ 138
o = 1 o] (o |1 = NSRS 139
4.2.1.Citotokstna aktivnost derivata steroidnih hidrazona ...................... 139
4.2.1.1.Pripremanje potrebnih rastvora ...........cccccceeevvvvvveeeeiiiiiiiiieenn, 139
4.2.1.2. Humanectelijske KUIUIe ...........ccceeeeiiiiiiieeccee e, 139
4.2.1.3.Tretman humanikelijskih linija .............ooiiiiiiiin 140

4.2.1.4.0drativanje prezivljavanj&elija (MTT €S€)) .....covvvvvevvrvvrnnnnnnnnnn. 140



4.2.2.1spitivanje citotoksinosti prema humanim mononuklearnitelijama

PEITEINE KIVI ... et e e e e e e e ennnnees 141
4.2.2.1.1zolovanje mononuklearniéelija periferne Krvi ............cccceeeeennn. 141
4.2.2.2.Tretman PBMC ... e 141
4.2.3.Analiza raspodele HelLa i K5G2lija po fazamdelijskog ciklusa ....... 142
4.2.4.Detekcija tipacelijske smrti HeLa&elija ............ooevveeeiiiiiiiiiiiiiiinieeeees 143
4.2.4.1 MorfoloSka analiza fluorescentnom mikroskopijom................ 143
4.2.4.2 Detekcijacelija u apoptozi primenom pratoe citometrije .......... 144
4.2.5.0drativanje Ciljnih Kaspaza ...........cooooiiiiii oo 145

4.2.6.1n vitro esej angiogeneze iliThe endothelial cell tube formatibasej.146

4.2.7.Analiza ekspresije gena metodom kvantitativnog RKRPu realnom

vremenu U HeL@elijama ..........coooviiiiiiiiiiiiis e 147
4.2.7.1 Kvantitativni RT-PCR u realnom vremenu (RT-gPCR)......... 148
4.2.8.Antioksidativni esej: hvatanje slobodnih radikdlEPPH) metoda ....... 148
4.2.9.,Brine shrimp test toOKSENOSEI .......cceevveieeeeeiiiiieeeee e 149
4.2.9.1.UZgaJaNJE FBICA ....ceeeeeeeeiiiiiieiee e e e e ee e e e e e e eeeeessommmr s a e e e e as 149
4.2.9.2.Tretman rdica steroidnim jedinjenjima ................... cemmmmeeeenn.. 149
4.2.10.Antimikrobna aktivNost ............ouuiiiiiiiiiireei e 150
4.2.10.1 Antibakterijska aktiVNOSt ..........ccooviiiiiieieeiiiiiii e 150
4.2.10.2 Antifungalna aktivNost ............oeeveiiiiiiiiiiiiiee e 150
5. ZAKIJUCBK ....ceeeeeeeeeeee s eeeeer e e e e —————— 151

ST (] 2= (U] = TR 153



Lista skraé¢enica

[a]o
AK
ATR
AV
Ab549
CCDC

cDNK
DMEM

DMSO
DPPH
EA.hy926
ESI
EtOAc
EtOH
FAM™
FBS
FCC
FITC
FT-IR
GAPDH
HelLa
HEPES
HRMS

IR
J
Jurkat

Kaspaze

ugao optike rotacije
askorbinska kiselina
(engl.Attenuatedr otal Reflectior)
aneksin VFITC, reagens za detekciju apoptoze
humanéelijska linija adenokarcinoma pla
(engl.CambridgeCrystallographicData Centre Kembricka
banka strukturnih podataka
komplementarna DNK
(engl.Dulbecco'smodified Eagle'smedium) hranljivi medijum
koris¢en za odrzavanje kulture EA.hy92élija
dimetil-sulfoksid
2,2difenil-1-pikrilhidrazil
transformisane humane endotékige pugane vene
(englElectraspray | onisatior) jonizacija pomoéu elektrospreja
etilacetat
etanol
fluorescein, fluorescentna boja
(englFetal bull serum) serum fetusa goveta
(englflash columnchromatography
fluoresceinizatiocijanat
engl.Fourier Transformlnfrared Spectroscopy
gliceraldehid-3-fosdt-dehidrogenaza
humanaéelijska linija adenokarcinoma cerviksa
4(2-hidroksietil) piperazinl-etamsulfonska kiselina
(englHigh ResolutionMassSpectrometry Masena
spektrometrija visokog razlaganja
(engl.Infrared) infracrveni
konstanta kuplovanja
humanéelijska linija akutne leukemije T-limfocita
(engtaspasescysteineaspartic proteases) enzimi koji igraju

klju¢nu ulogu u signalnim putevima apoptoze



K562
LS174
MDA-MB-361

MDA-MB-453

MeOH
MMP-2i -9

MRC-5
MTT
NMR
PBMC

PBS

PJ

PHA
PhMe
RPMI
S.D.
SDS
TLC
TMS
TOF
uv
VEGFA

Z-DEVD-FMK

humanaelijska linija hronéne mijeloidne leukemije
humanaelijska linija adenokarcinoma kolona
humanaelijska linija adenokarcinoma dojke koji sadrzZieptore
za estrogen i progesteron

humanatelijska linija karcinoma dojke koji ne sadrzi retae za
estrogen i progesteron

metanol

geni koji kodiraju enzime matriksne metaloproéziecija je
osnhovna uloga, degradacija bazalne membrane, uslkezana sa
moguweno&u nastanka metastaza kod mnogih vrsta kancera
normalna humanizelijska linija fibroblasta pléa
3-(4,5dimetiltiazol2-il) -2,5-difeniltetrazolijumbromid
nuklearnemagnetner ezonantna

(englPeripheralBlood Mono-nuclearCells) mononuklearne
¢elije periferne krvi

(englphosphateoufferedsaline) fosfatni pufer sa natrijum-

hloridom

Propidijum-jodid, fluorescentna boja koja se veze za molekul

DNK interkalacijom.

(engl. ytohemagglutinin) fitohemaglutinin

toluen

engl.Roswell Park Memorial Institute

standardna devijacija

(englsodiumdodecysulphatg natrijumdodecitsulfat
(engl.ThinLayer Chromatographytankoslojna hromatografija
tetrametilsilan

(engl.Time Of Flight) analizator koji meri vreme preleta jona
(engl.ultraviolet) ultraljubicasta

gen koji kodira protein vaskularnog endotelndgdea rasta A
koji indukuje angiogenezu, potpomaze migraéglija i inhibira
apoptozu

fluorometilketonderivatizovani peptid, inhibitor kaspa3de



Z-IETD-FMK fluorometilketonderivatizovani peptid, inhibitor kaspase

Z-LEHD-FMK fluorometilketonderivatizovani peptid, inhibitor kaspage
S singlet

d dublet

t triplet

k kvartet

m multiplet

S Sirok signal

) hemijsko pomeranje

tt. tacka toplienja



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®*

12
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Shema 2.7 Steroidni hidrazon sa antituberkuloznig®) i antifungalnim dejstvom2(1)

Mohareb i saradnici sintetisali stitav niz razlEitih steroidnih hidrazona kojima je
potom ispitan antikancerski potencijal. Mnoga ol jedinjenja, méu kojima i
jedinjenje 22 prikazano naShemi 2.8 ispoljila su bolju antikancersku aktivnost od
doksorubicina premacelijskoj liniji adenokarcinoma dojke MCF-7 i liniji
nesitn@elijskog karcinoma pka NCI-H460 (IGo 0,01 uM)?

Jabeen i saradnici ispitali su antikancerska svajstdrazona dobijenih iz progesterona
I testosterona. Testosteronski tiosemikarba28rbio je aktivan premaelijskoj liniji
adenokarcinoma dojke, MCF-7 @§£4,8 uM), dok je progesteronski semikarba2dn
pokazao zn&jnu aktivnost prem&elijama adenokarcinoma prostate PC-35¢1@
HM)-35

Steroidne 17-hidrazone sa heterociklin prstenovima u lkimom nizu sintetisali su Cui
i saradnici. Od tih jedinjenja25 sa prstenom indola u &wom lancu ispoljilo je
citotoksiénu aktivnost prema Hel&elijama (IGy <5 uM) bolju od kontrolnog

citostatika, cisplatind’

Od serije hidrazona koje su sintetisali Nadariaradnici izdvaja se hidraz&®é koji je
premacelijskoj liniji karcinoma plda A549 ispoljio citotoksinu aktivnost (IGy 17,4

M) u rangu kontrole, etoposida.
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Shema 2.8 Steroidni hidrazoni koji poseduju antikancersktivadost:

2.4. Tiosemikarbazoni i semikarbazoni

Tiosemikarbazoni i njihovi kiseoni analozi, semikarbazoni, su derivati hidrazonj ko

sadrzestrukturne fragmente prikazane 8aemi 2.9

S o)
Se JUNOR L
“Cs. .R - 2 _N R
N HoN™ N Y HN" N N
R1 R1
izotiocijanat tiosemikarbazoni semikarbazoni

Shema 2.90psta formula tiosemi- i semikarbazona

14



Tiosemikarbazoni su vrlo korisni intermedijeri pintezi razlitih heterociklenih
jedinjenja i helirajdi su ligandi za metalne jorl&*” Pored toga, ispoljavajtitav niz
razlicitih bioloskih efekata kao &to su: smirég®, miorelaksantsko, psihoanalefb i

49-51 0?3132 antiameboidnd? analgetiko,

hipnoticko, antidepresivng® antimikrobn
antiinflamatorné®®? i citotoksno dejstva’® Bioloska aktivnost tiosemikarbazona
ustanovljena je jo§ Sezdesetih godina proslog Vekarmakofora tiosemikarbazona

sadrzi izotiocijanatni motiv za koji je poznatoidea hemioprotektivno dejstv.

Pokazano je da mehanizam delovanigN)-heterociklenih tiosemikarbazona

podrazumeva inhibiciju ribonukleozid-difosfat-redake (RDR), enzima potrebnog za
sintezu prekursora DNF koji ogranitava brzinu sinteze DNK i katalizuje konverziju
ribonukleotida u dezoksiribonukleotide. Predlozgmala bi tiosemikarbazoni mogli da
uti¢u na razkite mehanizme kako bi inhibirali aktivnost RDR?a.

2.4.1. Tiosemikarbazoni i semikarbazoni kao antibaterijski agensi

Patogene bakterije imaju zZfagan uticaj na zdravlje ljudi®® Bakterije iz roda
Salmonella Shigellai Clostridium su nage&i uzronici trovanja hranom koje odnosi

milione Zrtava godiSnje na svetskom nivou.

Patogene bakterije su sposobne da vremenom razazistenciju na postaje lekove.
Moguce reSenje ovog problema jeste razvoj novih antérgkkih lekova pricijem
dizajniranju je jedan od naj¥i izazova smanjenje verovatimda patogena bakterija
razvije rezistencijd*?° Neke od meta ove grupe lekova jesu ddjuenzimski sistemi

bakterija’

Khan i saradnici sintetisali su 7-tiosemikarbazZérz7-30 i 3-tiosemikarbazott 31
holestanske serije Shema 2.1) za koje se ispostavilo da ispoljavaju dobro
antimikrobno dejstvo kako prema Gram-pozitivniBtgphylococcus aureugpiogeney
tako i prema Gram-negativnins@lmonella typhimuriurEscherichia col patogenim

bakterijama.

Zhao i saradnici sintetisali su tiosemikarbazon€n2uhenodezoksiholne kiseline.
Jedinjenje32 sa tiosemikarbazonskim fragmentom u poloZzajima iG=37 ispoljilo je

antimikrobnu aktivnost prema Gram-pozitivnim baljggna Staphylococcus aureus

15



Bacillus subtilis bolju od kontrolnog leka, amoksicilina. Ispostavse da je, pored
voluminozne grupe prisutne u N-4 polozaju tiosembkaona za koju je pokazano da
pojatava bioloSku aktivnost derivata, za antibakterijdiegstvo ovog molekula zasluzan

i elektron-privi@an fluoro-supstituent na benzenovom prsténu.

C8H17 C8H17
H H
NN N N
R N j( R4 \H/ N
S S
27 R=0Ac R = ciklopentil 31
28 R=CI R4 = ciklopentil
29 R=0Ac R; = cikloheksil
30 R=ClI R4 = cikloheksil
F NN NN
NI
S S
F
32

Shema 2.10Steroidni tiosemikarbazoni sa antibakterijskomaiag:u®>#°°
2.4.2. Tiosemikarbazoni i semikarbazoni kao antikacerski agensi

Mnoge istrazivéke grupe se intenzivno bave pronalazenjem molekajisbi mogli da
nadu primenu kao antikancerski agensi. Kada su u joitasteroidni tiosemi- i
semikarbazoni, n&hemi 2.11.je navedeno nekoliko takvih molekula koji su igitiol

bolju antikancersku aktivnost od hemioterapeutikglatina.

6-Aza-7-okso-B-homoholest-3-on-tiosemikarbaz88 Huang-a i saradnika bio je

aktivan prema mnostvu rastih malignih ¢elijskih linija.>®

Cui i1 saradnici su, polaZzeod sitosterola i stigmasterola, sintetisali B-tusteroidne
laktame sa tiosemikarbazonskim fragmentom smesStemimolozaj C-3. Derivati

sitosterola pokazali su se kao bolji citot@gksiagensi od kojih su jedinjenfa4 i 35
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ispoljila su izuzetnu citotok&nu aktivnost premacelijskoj liniji hepatocelularnog
karcinoma jetre, Bel-7404 (163,91 5,6 pM, redom)’

Derivati holesterola i stigmasterola, 6-tiosemi/s&arbazoni36-40 Gan-a i saradnika

takade su ispoljili jau citotoksénu aktivnost prema Bel-74G¢lijama od cisplatind®

CgH17

34 R =NNHCSNH,
O 35 R=NNHCSNHCH;

33

~
<

OV}

38
39
36 40

T
o
Z
INNND
x
207007
_§ B _§ B —§ B

OT OO
(¢}

Shema 2.11Steroidni tiosemikarbazoni sa antikancerskom akigu
2.5.Kompleksna jedinjenja sa tiosemikarbazonima

Do koordinovanja tiosemikarbazona kao heliéem liganda za metalni jon moze da
dode preko atoma sumpora i jednog od hidrazinskih atacmota, N-2 ili N-1.
Vezivanjem preko N-2 nastaje neutdjeni cetvorclani helatni prsten, dok
koordinacijom preko N-1 nastaje stabilniji p#ani helatni prsted® Usled
koordinovanja nastaju kompleksi koji vrl@sto imaju pojéanu biolosku aktivnost u
odnosu na sam metal i slobodan tiosemikarbazh.
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U literaturi se sréu koordinacioni kompleksi tiosemikarbazona sa RtiIRu(ll),*°
Pd(11),*® Co(11)*, Zn(11) i Cd(11),3 Ni(ll), *+**Cu(lr). 24244

Pérez i saradnici sintetisali su komplekse mefliridil-keton-tiosemikarbazona i p-
izopropilbenzaldehid-tiosemikarbazona sa cinkom(kadmijumom(ll) Shema 2.12
jedinjenja 41-44). Ovi kompleksi ispoljavaju citotok&mu aktivnost u rangu
antikancerskog leka cisplatina. Osim toga, aktigni na Pam-raselije koje su

rezistentne na cisplatffi.

» ( H| Nig

N/ H O J

N
N, C HN \CU/SYNHZ -
\\\\ ,/', HN ,'//M\s“ / \ NH
H.NTSS™ ¢ PN
HNTSS™ g )KLO)
N H
41 M =2zn(ll) 43 M =2zn(ll) L Q B
42 M = Cd(li) 44 M = Cd(l) 25

Shema 2.12Kompleksi sa nesteroidnim tiosemikarbazonima isgoljavaju bioloSku

aktivnost®*°

Kompleksi bakra(ll) sa piridinom i heteroarondaim tiosemikarbazonima i
semikarbazonima Reddy-ja i saradnika u koje spediajgnje45 pojatavaju aktivnost

nukleazd?

Koristeti cisplatin kao model Adsule i saradnici naprawli kvadratno-planarni
kompleks progesteronskog 3-tiosemikarbazona seobydl) 46, koji je ispoljio dobru
antikancersku aktivnost prenialijskoj liniji adenokarcinoma dojke MCF-7 i dukitalg
karcinoma dojke T47DShema 2.13 Ustanovljeno je da je mehanizam antikancerskog

delovanja ovog kompleksnog jedinjenja indukcija@tpae®*

Kvadratno-planarni kompleks holestanskog 3-tiosantikzona sa Pd(147, koji su
sintetisali Khan i AsirP> pokazao je jée antibakterijsko dejstvo od amoksicilina.
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Shema 2.13Kompleksna jedinjenja steroidnih tiosemikarbazéna

2.6. Tijadiazolini

Tijadiazolini su primer heterocikinih jedinjenja koja nastaju transformacijama

tiosemikarbazona. To su peétani heterocikli koji sadrze sumpoBlifema 2.1%, tatnije

1,3,4-tijadiazolini, a njihova strukturna podjediaije sastavni deo prirodnih proizvoda

kao Sto su hormoni, vitamini, antibiotici i alkadioi Tijadiazolini nalaze primenu u

farmaciji i industriji, a njihova tehnoloSka primeemodrazumeva boje, ogiti aktivne

tecne kristale i fotografske materijaf@ Literaturni podaci ukazuju da ova jedinjenja

ispoljavaju mnostvo raziitih bioloskih aktivnost?*+3

Holestanski (R)-spiro-1,3,4-tijadiazolini48-51 autora Khana-a i Asiri-ja ispoljili su

jace antimikrobno dejstvo od amoksicilina prema tesim Gram-pozitivnim i Gram-

negativnim bakterijam&"?°

R =0OAc R1 = p-CH3

R=Cl R;=p-CHs
R = OAc R1 = m-CH3
R=Cl R1 = m-CH3

Shema 2.14Steroidni tijadiazolini sa antibakterijskom aktogu

24,29
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2.7. 1,3-Tiazolidin-4-oni

1,3-Tiazolidin-4-oni, joS jedna klasa organskih ifgehja koja nastaje ciklizacijom
tiosemikarbazona, derivati su p&nog zasienog tiazolidina koji je u prirodi prisutan
u penicilinu®® Vodeni ovom &injenicom istraZivai sintetiSu tiazolidinone i ispituju
njihov bioloski profil.

Khan i Yusuf objavili su sintezu steroidnih 1,3ztéidin-4-ona52-54 koji su pokazali

bolja antibakterijska svojstva od tiosemikarbazan&ojih su nastali $hema 2.1%

Pritom su jedinjenj®3i 54 ispoljila bolju antibakterijsku aktivnost od amatitna.®

CgH47

52 R=H

R S 53 R=0COCH,
N ///\/><O 54 R=Cl
‘NPON

O

Shema 2.15Steroidni tiazolidinoni sa antibakterijskom aki&u®
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3. Rezultati i diskusija
3.1. Hemija

Polazéi od 3-oksoe,p-nezastenih steroidnih derivata, 19-norandrost-4-en-3,ibnal
(1a), androst-4-en-3,17-diona 1lf), androsta-4,9(11)-dien-3,17-dionalc), 1lo-
hidroksiandrost-4-en-3,17-dionald), 1llo-acetoksiandrost-4-en-3,17-dionalej i
progesterona 1f), upotrebom tiosemi/semi-karbazida (TSKd/SKd) kesagensa,
sintetisani  su  tiosemi/semi-karbazonski  derivati SKISK)®*%  Reakcijom
tiosemikarbazona sa anhidridomésine kiseline kao ciklizugim agensom dobijeni su
steroidni tijadiazolini (TDAJ' Nasuprot tome, u staju reakcije semikarbazona sa
istim reagensom pod istovetnim uslovima nije doglo formiranja analognih
oksadiazolina (ODA). Ciklizacijom tiosemikarbazosa etil-hloracetatom nastali su
tiazolidin-4-oni (TANY? dok, suprotno &ekivanjima, u reakciji semikarbazona sa etil-
hloroacetatom nisu dobijeni oksazolidin-4-oni (OAN&go karbazatni estri (KBZ)

(Shema 3.}.

TDA

TAN 1 R=H R1 =H R2R3=O @

1b R= CH3 Ri=H R2R3=O

1c R= CH3 AN R2R3=O
1d R= CH3 R1 =0OH R2R3=O

1e R=CH; R;=0Ac RyR;=0

1f R=CH3 R1=H R2=AC R3=H

HyCOC \
N H
H \ N TR N 3\\ HoN__N
NNy 2 2;{ HN N, NN~ o Mo s
ox ¥ NLK > TN 2 N0 Ny
i X u X \lg H4

X H HCOCHN  H
X=S TAN X=S TDA X=S TSK X=S TSKd
X=0 OAN X=0 ODA X=0 SK X=0 SKd KBZ

Shema 3.1Prikaz okvira ove disertacije

Karbazatni estri su nastajali i refluktovanjem deartbazona u etanolu bez prisustva

reagensa u trajanju 24-48 h.
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Strukture sintetisanih jedinjenja su odltee na osnovu podataka dobijenih
elementalnom analizom, masenom spektrometrijomkeigorazlaganja i na osnovu
detaljne analize IR i NMR spektara prikazanitPtilozima. Radi asignacijeH i °C
signala dobijenih derivata steroidnih hidrazona kaghovih E/Z izomera (tamo gde su
isti dobijeni) snimani su 2D NMR spektri (HSQC, H@BNOESY i COSY).

3.1.1. Reakcije steroidnih derivata sa tiosemi/seriiarbazidom
3.1.1.1. Dobijanje tiosemikarbazona

Refluktovanjem 3-okses;B-nezastenih steroidala— i tiosemikarbazida u apsolutnom
etanolu u prisustvu GCOOH do potpunog utroSka polaznih sterol@gaf nastali su
mono-tiosemikarbazor®a—f i bis(tiosemikarbazoniBa—.** Molski odnos steroida i
tiosemikarbazida pri sintezi bis(tiosemikarbazof®] 7- ili 3,20-) iznosio je 1 : 2, a pri
dobijanju 3-mono-tiosemikarbazora—f kori<¢ene su ekvimolarne kdline steroida i
reagensa. lako je poznato da dg-nezastena karbonilna grupa C(3)=0O polaznih
steroidnih molekulda—f reaktivnija od C(17)=0 androstenskih steroidae odnosno
od C(20)=0O progesteronalff, pri sintezi 3-mono-tiosemikarbazona kao ptiate
proizvodi (prinos 6—13%) nastajali su 3,17/20-his@mikarbazoni). Isto tako, tokom
sinteze bis(tiosemikarbazon@p—f u malom procentu (6—11%) su dobijani mono-
tiosemikarbazon2a-f (Shema 3.2.

Analizom*H i *C NMR spektara sintetisanih tiosemikarbazona z&sal jedinjenja
2af i 3af je utvideno prisustvo dva skupa signala Sto je ukazalo osofanje
dijastereoizomernog para koji, uprkésjenici da je E)-izomer uvek dobijan u visku,
nije uspesno razdvojen niti kristalizacijom nitiohratografijom na silika-gelu. Iz tog
razloga svaki od snimljenih spektara tiosemikarbazeapravo je spektd/Z smesSe

dijastereoizomera.
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X=$S X=0 6d (E) iii) 14%
2a (E/Z) i)67% ii)11%  4a (E/Z) iii)47%
2b (E/Z) 1)67% ii) 6% 4b (E/Z) iii)51% NP ..
2c (E/Z) i)40% i) 6% 4c (E) i) 76% :I)) ::_: 325335353233
2d (E/Z) i) 78% ii)10%  4d (E/Z) iii) 15% e 2=
2f (E/Z) i)65% i) 7% 4f (E/Z) iii)43% iii) 1a—f : H,NCONHNH,=1:1,3
*2e (E/Z) 5%
NH,
X

H,N

X=$ X=0

3a(E/Z) i) 6% i)55% 5a (E/Z) i) 24% _ % i) 595
3b (E/2) ) 1% ii)56% 5b (E/Z) iii) 14% o ((%Z) ”),) o 1)59%
3¢ (E/2) i) 1% i)55%  5¢ (E/Z) iii) 10% ' °

3d (E/2) 1) 13% i)48% 5d (E) i) 17%

*dobijen kao sporedni proizvod pri sintezi tijadiazolina

Shema 3.2Proizvodi reakcije steroidba—f sa tiosemi/semi-karbazidom

u apsolutnom etanolu

3.1.1.2. Dobijanje semikarbazona

Novi steroidni mono- 4a—f i 6d) i bis(semikarbazoni) 5a—f) su sintetisani
jednatasovnim refluktovanjem smeSe steroifla—f i semikarbazida u apsolutnom
etanolu Bhema 3.2.%2

Kako su pri sintezi tiosemikarbazona, bez obziranméski odnos steroidnog derivata i
reagensa (i, ii n&hemi 3.3, nastajali i mono- i bis-derivati, u slaju semikarbazona
reakcija je izvdena s malim viSkom reagensa (Bhema 3.2 da bi istovremeno bili
dobijeni 3-mono-semikarbazodia—f (prinos 15,1-76%) i 3,17/20-bis(semikarbazoni)
5af (prinos 10,2-24,2%). Pored toga, izoddidroksiandrost-4-en-3,17-diondd) je
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dobijen i 17-mono-semikarbaz@al u prinosu od 13,6%.

Na osnovu analize NMR spektara udi@no je da su svi sintetisani semikarbazoni, osim
17-mono-semikarbazonéd, dobijeni u vidu dijasterecizomerne sme&e i(Z2) sa
razlicitom konfiguracijom hidrazonskog dela strukturealgzaju C-3, dok je u polozaju
C-17/20 bis(semikarbazona) dobijen samo je@aapmer. Odnos izomera odigan je
poretenjem povrsina signala za H-4 i H-N-N=C(3) u odgajugtim 'H NMR

spektrima.
3.1.1.3. Odrdivanje strukture 3-mono-karbazona na primeru molekuda 2ai 4a

Spektralna analiza je pokazala da je karbazons&gnient mono-tiosemi/semi-
karbazona2a/4a smeSten u polozaj C-3, a u bis(tiosemi/semi-karbag 3a/5a u
poloZzaje C-3 i C-17. Postojanje dva izomera, ka&d Kintetisanih mono- tako i kod
bis-karbazona, pripisano je upravo karbazonskognifentu smestenom u polozaj C-3,
u kojem su supstituenti na dvostrukoj vezi C(3)=Mvgih izomera zauzimalE

konfiguraciju.

Molekulska formula jedinjenja 2a/4a (CigH2/N3OS/GgHo/N3O,) | masa
(345,1875/329,2103) odtene su pomiu HRMS. Molekulska masa mono-karbazona
2ai 4aje za 73 odnosno 57 Dadaseod mase polaznog steroida, 19-norandrost-4-en-
3,17-diona 1a, GCigH»40,, 272,1776) ¢ime je dokazano da jedinjenja sadrze
tiosemi/semi-karbazonski motiv. Razlika u masi ¢ims i semikarbazona odgovara

razlici atomskih masa sumpora i kiseonika koja &1i® Da.

Tabela 3.1.Karakteristtne apsorpcione trake ist&iu vibracija mono-tiosemi/semi-
karbazona (TSK/SK).

Talasni broj (cm™)

Apsorpciona traka

TSK 2a SK 4a
c=s/o* 1284 1678
C(3)=N 1586, 1497 1566,1427
N-HA 3246, 3422 3422, 3146

A strukturni fragment iz karbazona sa steroidnog #tema

U IR spektru jedinjenj@a i 4a je izostala apsorpciona traka za karbonil C(3)=D n
1667 cm', ali je apsorpciona traka karbonila C(17)=O na dk&85 cni ostala
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neizmenjena. Pored toga, pojavile su se nove apso® trake mono-karbazona
navedene Tabeli 3.1

'H NMR spektar tiosemikarbazorga-E/Z (Tabela 3.9 je pokazao dublet tripleta za
Ho-2 (6 2,68/2,40 ppm), singlet za-#H (6 5,92/6,19 ppm), Siroke singlete zgNH
protone § 6,36 i 7,24/6,31 1 7,22 ppm) i singlet za H-d\B(71/8,90 ppm).

Tabela 3.2 Karakteristéni *H NMR signali mono-tiosemikarbazog2a—f.

mono-TSK 8 (PPm) A A
CH3z19 Ho-2 Hp-2 H-4 NH, NH
a2aE / 2,68dt 2,08 5,92 6,36i7,24 8,71
a2az |/ 2,40 dt 2,28 6,19 6,31i7,22 8,90
2aE / 2,82 dt 1,76-1,92 5,87 7,51i8,03 10,07
b2az / 2,31 dt 1,96-2,05 6,70 751i7,95 10,32
a2b-E 1,10 263dt 2,18 5,82 6,41i7,25 8,74
a2b-Zz 1,15 2,42 dt 2,34 6,11 6,3517,17 8,95
b2cE 1,20 2,88dt  2,20-2,375,81 7,54i8,07 10,09
bocZ 1,20 2,47 dt 2,25 6,65 7,5317,98 10,36
€2d-E 1,24 n.o. n.o. 5,85 7241739 9,31
€2dZ 1,29 n.o. n.o. 6,22 7241735 9,55
2eE 1,19 2,59t 1,90-2,02 5,86 6,44i17,25 8,70
2eZ 1,24 2,40 m 2,25-2,31 6,16 6,39i17,16 8,93
a2f-E 1,09 280dt 2,07 5,81 6,88i17,30 9,15
a2tz 1,13 2,36 dt 2,22 6,15 6,82i17,19 9,40

2Uzorci snimljeni u CDG, ° uzorci snimljeni u DMSQds, ¢ uzorci snimljeniu
CDCly/CD3;0D-d,

A strukturni fragment iz tiosemikarbazona sa steroidA-prstena
n.o.- nije odrdivano

'H NMR spektar mono-semikarbazo#iaE/Z (Tabela 3.3 je pokazao signal za proton
Hao-2 (E)-izomera na zrmjno visem hemijskom pomeranju (dt2,68 ppm) u odnosu
na ostale protone iz steroidnog A-prstena, singgeblefinski proton H-4§5,83/6,52

ppm), Sirok singlet za M protone § 6,20/6,15 ppm) i singlet za amidni NH protan (
9,11/9,33 ppm).
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Tabela 3.3.Karakteristéni *H NMR signali sintetisanih mono-semikarbazote-4fi
6d.

mono-SK d (ppm) i i
CH319 Ha-2 Hp-2 H-4 NH® NH
b 4a-E / 2,68 1,9 583 6,20 9,11
®4a-Z | 1,94-2,29 1,94-229 652 6,15 933
®Ab-E 1,01 2,65 1,92-203 573 6,19 9,06
®4b-Zz 1,07 2,29 2,19 6,43 6,12 9,30
bAcE 1,18 2,73 2,06-2,17 574 6,24 9,18
NPgcz |/ / / / / /
®4d-E 1,01 2,66 / 583 6,20 831
®4d-Zz 1,06 2,40-2,59 / 6,15 6,08 8,09
b 4f-E 1,21 2,68 1,94-205 573 621 901
P4f-Z 1,26 2,35 2,23 6,43 6,14 9,32
36d-E 1,25 2,58 1,93 561 6,08 8,73

2 Uzorci snimljeni u CDGJ, ® uzorci snimljeni u DMSGds, “° — nije dobijen
A strukturni fragment iz semikarbazona sa steroidkqmstena

Tabela 3.4 Karakteristéni **C NMR signali mono-tiosemikarbazoga-f.

mono-TSK 8 (ppm)
c-1 C-2 C-3 C-4 c5 c19 c=s
22aE 25,8 22,7 150,5 121,4 1532 / 178,4
42aZ 255 30,1 1495 1112 1586 / 178,3
®2aE 25,3 23,3 150,9 1216 1520 / 178,2
P2azZ 251 271 148,2 1132 1562 |/ 178,0
a2b-E 34,5 20,4 150,1 1205 157,99 17,7 178,3
42bZ 36,2 27,3 1489 110,3 1630 17,0 178,4
b2cE 32,6 21,2 150,0 1210 1545 26,2 178,3
P2cZ 34,2 27,5 1475 1126 158,7 26,5 178,3
2d-E 34,4 20,5 158,2 120,8 1514 18,0 177,3
€2d-Z 34,2 27,4 162,8 1122 150,3 183 177,2
DeE 34,9 20,7 156,6 121,7 1496 18,7 178,6
2eZ 33,9 27,3 161,2 112,1 1474 18,9 178,6
C2f-E 34,4 20,4 150,8 120,1 1583 17,6 177.4

€2f-Z 34,4 27,4 149,7 110,2 1635 17,4 177,6

2Uzorci snimljeni u CDG, ° uzorci snimljeni u DMSQds, © uzorci snimljeniu
CDCly/CD50D-d,, * tiokarbonilni Gatomiz tiosemikarbazona sa steroidnog A-prstena

Karakteristéni *3C NMR signali jedinjenja2a-E/Z (Tabela 3.4 su dobijeni za atome
C-1 ¢ 25,8/25,5 ppm), C-26(22,7/30,1 ppm), C-358(150,5/149,5 ppm), C-45(
121,4/111,2 ppm), C-55(153,2/158,4 ppm) kao i za tiokarbonil C=& 178,4/178,3
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ppm).

U **C spektru semikarbazone-E/Z (Tabela 3.5 izgubljen je signal za karbonilni
C(3)=0 ¢ 199,3 ppm), a zabelezeno je prisustvo novog, saméizonskog karbonila
C=0" (5 157,3 ppm za oba izomera). Za atome ugljenika kajraiuju A-prsten
steroida pojavili su se karakteristi udvojeni**C NMR signali jedinjenjata-E/Z: C-1
(6 25,8/27,3 ppm), C-2)(22,6/30,0 ppm), C-35(147,2/144,5 ppm), C-4(121,9/112,9
ppm) i C-5 6 148,5/153,7 ppm).

Tabela 3.5.Karakteristéni *C NMR signali sintetisanih mono-semikarbazona.

mono-SK  (ppm) =
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-19 C=0
®4a-E 25,8 22,6 147,2 121,9 148,5 / 157,3
®4azZ 273 30,0 1445 112,9 153,7 / 157,3
b Ab-E 34,5 20,3 146,8 121,2 152,8 17,5 157,2
®4b-Z 36,1 27,3 143,9 112,0 157,8 17,8 157,2
PAcE 33,1 20,8 146,6 121,3 151,1 26,3 157,2
NPacz / / / / / /
b 4d-E 34,5 20,6 148,8 121,7 155,0 18,5 157,9
®4d-Zz 34,5 27,7 148,8 111.8 155,0 18,5 157,9
P Af-E 34,5 20,4 146,8 121,1 153,0 17,5 157,2
4f-Z 36,2 27,4 1442 111,9 158,1 17,8 157,2
26d-E 33,9 36,9 198,6 123,6 171,5 18,0 /

2 Uzorci snimljeni u CDG), ® uzorci snimljeni u DMSGdg, ™" — nije dobijen
A karbonilni Gatomiz semikarbazona sa steroidnog A-prstena

Hemijska pomeranja atoma tH i '°C spektrima ostalih sintetisanih 3-mono-
tiosemi/semi-karbazona bila su vrlo¢sia hemijskim pomeranjima navedenim za iste

atome jedinjenj2ai 4a.

E/Z konfiguracija dvostruke veze C(3)=N tiosemi- i sieanbazona odidena je na
osnovu prisustva/odsustva NOESY korelacija amidhid) protona sa H,p-2. E-
konfiguracija jedinjenjada je utvidena na osnovu NOESY korelacije amidnog NH
protona § 9,11 ppm) sa Hp-2 (6 2,68/1,90 ppm) i, iako slabe, korelacije istogtpna
sa H-4 na 5,83 ppm i HN nas 6,20 ppm, dok j&-konfiguracija utvdena na osnovu
korelacija N-H/H-4 ¢ 9,33/6,52 ppm) i NH/EN (6 9,33/6,15 ppm) kao i na osnovu
odsustva korelacija NH saoig-2 (Slika 3.1).
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Slika 3.1.3D prikaz postojéh konfiguracija C(3)=N veze mono-semikarbazdaasa
klju¢nim NOESY # \) korelacijama.

Ovo razmatranje moze da se primeni na sve nastat@+karbazonske derivate.
3.1.1.4. Odralivanije strukture bis(karbazona) na primeru jedinjenja 3ai 5a

Molekulska formula (@H3zoNsS,/Co0H30Ns0O2) | molekulska masa (418,1973/386,2430)
3,17-bis-karbazoneBa i 5a su odrdene poméu HRMS. Molekulske mase bis-
karbazona su bile za 73/57 Dac¢®eod molekulskih masa odgovaréju mono-
karbazon&a i 4a, odnosno za 146/114 Dadecod mase polaznog steroitla Sto je
dokaz da bis-karbazo®a i 5a sadrze jedan tiosemi/semi-karbazonski fragmerd uis
odnosu na mono-tiosemi/semi-karbaz@ae 4a.

U IR spektru su izostale apsorpcione trake za kalbdeC(3)=0 i C(17)=0 na 1670 i
1730 cnt. Umesto njih su se pojavile apsorpcione trakegadike urabeli 3.6.

Tabela 3.6.Karakteristtne apsorpcione trake bis(tiosemi/semi-karbazona).

Talasni broj (cm™)

Apsorpciona traka

bis(TSK) 3a bis(SK) 5a
C=S/O*P 1282 1688
C(3/17)=N 1583, 1496 1572, 1467, 1420
N-HAP 3421, 3240 3461, 3199

A D strukturni fragment iz karbazona sa steroidnog@nosno D-prstena

U 'H NMR spektru bis(tiosemikarbazon@p-E/Z (Tabela 3.7 se pojavio dublet za
Ho-2 (¢ 2,67/2,40 ppm), singlet za H-& 6,91/6,22 ppm), Siroki singleti za,N*

protone iz hidrazonskog dela molekula sa steroidkhggstena § 6,501 7,26/6,451 7,23
ppm), Siroki singleti za BN® iz tiosemikarbazonskog motiva sa steroidnog Demst
(6 6,53 i 7,18 ppm za oba izomera), singlet za NHgresa A-prstenas(8,83/9,05

ppm) i singlet za NH proton tiosemikarbazona sarfigma § 8,49 ppm za oba
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izomera).

Tabela 3.7 Karakteristéni *H NMR signali bis(tiosemikarbazona) (bis(TSKR-.

bis(TSK) plaa)
He-2 H-4  He-16 Hp-16 CHx18 NHA  NH®  NHA NH?
a3aE 2,67 591 2,17-234 241-254 094 883 84%50i726  653i7,18
a3aZ 240 622 217-234 241-254 094 905 84%45i723  653i7,18
®3p-E / 576 |/ / / 10,03 981 7,53i802 7,35i7,98
®3pz / 6,61 |/ / / 10,34 981 750i7,93  7,35i7,98
b3cE 288 580 / / 0,82 10,09 9,89 7,42i807  18D7
b3cz | 6,64 |/ / 0,82 10,38 9,89 7,42i807  7,5008
°3d-E / 584 |/ / 0,96 928 889 719i7,38  7,198B73
°3d-z / 6,20 / / 0,96 951 989 719i738 719873
b3f-E 280 575 156 2,24-234 055 10,04 979 7He4  7,38i8,07
b3fZ 209 661 152 2,24-237 055 10,33 979 /4 7,38i807

2 Uzorci snimljeni u CDGJ, ® uzorci snimljeni u DMSQdg, ¢ uzorci snimljeniu CDCL/CD;0D-d,
NP _ nije dobijen” P tiosemikarbazonski fragment sa steroidnog A odad3prstena

Tabela 3.8.Karakteristéni *H NMR signali bis(semikarbazona) (bis(Sip—f.

bis(SK) Oy
Ha-2 H-4 Ha-16 HB-16 CHs18  NH® NH,° NH” NHP
P5aE 269dt 583s 211-219 2,33-242 085s 6,1485,098% 906s 871s
°5aZ 2,29dt 651s  2,11-2,19 233-242 085s 6,2085,098% 9,29s 8,71s
°5h-E 260dt 583s 2,22dd 2,42 dd 0,94s / / / /
°5bZ 243m 6,15s  2,22dd 2,42 dd 0,94s / / / /
P5cE 2,74dt 575s  2118dd 2,44 dd 0,79 s 6,248 $,14 9,15s 88ls
°5¢Z 238m 645s  2,18dd 2,44 dd 0,79 s 6,188s 6,14935s 88ls
°5d-E / 565s [ / 0,76 s / / 839s 8,10s
Nb5d-z / / / / / / / /
P5f-E 267dt 572s  1,50-1,58  2,19-2,25 0,55s 6,148 6,20s 069, 8,78s

b uzorci snimljeni u DMSQdg, ¢ uzorci snimljeniu CDCL/CD;0D-d,
NP _ nije dobijen® P semikarbazonski fragment sa steroidnog A- odn@spostena

'H NMR spektar bis(semikarbazor®d (Tabela 3.9 sadrzi dublet tripleta zad42 (5
2,69/2,29 ppm) singlet za olefinski proton HAY,83/6,51 ppm), Sirok singlet zaM
protone iz semikarbazonskog motiva sa steroidngmystena ¢ 6,14/6,20 ppm), singlet
za H—-N proton iz semikarbazonskog motiva smester@G-3 § 9,06/9,29 ppm), Sirok
singlet za HN iz semikarbazonskog motiva sa steroidnog D-pesté®,09 ppm za oba
izomera), kao i singlet za H-N proton istog senbkaonskog motivas(8,71 ppm za

oba izomera).
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13C NMR spektar bis(tiosemikarbazon®p je potvrdio prisustvo 20 signala za
ugljenikove atome podeljenih na dva skupa signdlab¢la 3.9. Glavna razlika u
spektralnim podacima bis(tiosemikarbazond8a u odnosu na spektar mono-
tiosemikarbazon®a (Tabela 3.4 je bila izostanak signala za karbonil C(17)=8 (
222,4 ppm). Ovaj signal zamenjen je signalom za/ (6 167,0 ppm). Novi signal
nad 178,7 ppm za oba izomera je odgovarao jo$ jedriokarbonilu, C=8. Ostali
karakteristéni signali jedinjenja3a-E/Z su pripisani atomima C-15 (25,8/25,7 ppm),
C-2 (6 22,8 ppm za oba izomera), C8150,7/149,7 ppm), C-4(121,3/111,4 ppm),
C-5 (6 153,1/158,4 ppm) i C-16 26,2 ppm za oba izomera).

Tabela 3.9.Karakteristéni **C NMR signali bis(tiosemikarbazona) bis(TS39f.

bis(TSK) Ot
Cc-2 C-3 C-4 C-5 C-16 C-19 C-17/20 c=st c=s
23aE 25,8 22,8 150,7 1213 153,1 26,2 / 167,0 A78  178,7
“3aZ 257 22,8 149,7 1114 158,4 26,2 / 167,0 A78  178,7
®3b-E 34,4 20,5 150,6 120,8 156,5 26,8 17,4 167,3 178,2 178,4
°3pZ 36,1 20,2 148,0 112,2 160,6 26,8 17,7 167,3 178,3 178,4
°3cE 32,8 21,5 150,5 121,2 155,1 27,5 26,4 167,3 178,5 178,6
P3cZ 344 22,5 147,9 113,0 159,1 27,5 26,5 167,3 178,3 178,6
°3d-E 34,4 20,6 158,1 120,9 151,5 25,9 18,1 166,5 177,3 177,8
€3dz 342 21,4 162,9 111,2 150,3 25,9 18,4 166,5 177,3 177,8
®3f-E 34,5 20,9 150,4 120,7 156,4 22,7 17,4 1839 1783 178,5

®3f.Z 36,0 20,8 147.8 112,1 160,7 22,7 17,6 1549 178,0 178,5

 Uzorci snimljeni u CDG], ® uzorci snimljeni u DMSQd, © uzorci snimljeniu CDCL/CD;0D-d,
A D tiosemikarbazonski fragment sa A- odnosno D-pesten

U *C NMR spektru bis(semikarbazon&p-E/Z (Tabela 3.10 umesto signala za
karbonil C(3)=0 § 199,3 ppm) polaznog steroida pojavio se signal za C(3)=N (
147,3/144,6 ppm), a umesto signala za C(17)8Q20,1 ppm) pojavio se signal za
C(17)=N ¢ 163,0/162,9 ppm). Pored signala za semikarbazohkskbonil na
steroidnom A-prstenu, C=0(6 157,3/157,2 ppm), pojavio se i novi signal za €<®
157,4 ppm za oba izomera). Preostali karakténissignali ovog bis(semikarbazona)
dobijeni su za C-1§(25,9/27,3 ppm), C-2(22,6/30,1 ppm), C-45(121,8/112,8 ppm),
C-5 (0 148,7/153,9 ppm) i C-16 (163,0/162,9 ppm).

Postojanje dva izomera na dvostrukoj C(3)=N vezii(Z) i samo jednog E) na

C(17)=N vezi kod bis(semikarbazonda utvrdeno je na osnovu NOESY i HMBC
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korelacija amidnih proton&(ika 3.2).%2

Tabela 3.10.Karakteristéni **C NMR signali sintetisanih bis(semikarbazoBa)-.

: 8 (ppm)
bis(SK) A )
C1l1 C2 C3 C4 C5 C16 C19 C-17/20 Cc=0" C=0
P5a-E 25,9 22,6 147,3 121,81487 262 |/ 163,0 157,3 1574
°5aZ 27,3 30,1 1446 112,81539 26,2 / 162,9 157,2 1574
°5h-E 34,3 19,8 149,1 120,3154,9 252 17,0 165,0 158,5 158,3
°5b-Z | 36,0 27,2 1475 110,2160,6 252 17,5 164,8 162,2 158,3
P5cE 32,6 20,8 146,6 121,3151,4 26,6 26,2 162,6 157,3 1574
®5cZ 34,4 276 1442 11231564 266 26,6 162,6 157,3 1574
°5d-E 34,4 20,3 1496 121,11557 256 18,1 163,9 158,5 158,6
NP5d-z / / / / / / / / / /
P5f-E 345 20,4 146,8 120,9153,0 22,7 175 148,8 157,1 157,4

® uzorci snimljeni u DMSQd, © uzorci snimljeniu CDCL/CD;0D-d,

A D semikarbazonski fragment sa A odnosno D-prst&ha;nije dobijen

Kao i u sl¢aju mono-karbazonskih derivata, konfiguracija dudst C(3)=N veze je

utvrdena na osnovu NOESY korelacija amidnog H-N protsaah,-2 dok jeE
geometrija na C(17)=N utsétena na osnovu NOESY korelacije NHM6 ¢ 8,71/2,14

ppm), kao i na osnovu nepostojanja korelacije NH/IBL Detaljnim ispitivanjem

Dreiding-ovih modela je zakliigno da dolazi do zgajnog sternog odbijanja izrie

metil-grupe CH-18 i hidrazonskog motiva u polozaju C-17 Sto onguiava nastanak
17Z-izomera.

Slika 3.2.3D prikaz mogtih i postoj&ih konfiguracija C(3)=N i C(17)=N veza

bis(semikarbazon®a sa kljiznim HMBC (H/IC/~ \)i NOESY (4 \)

korelacijama.
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Dato tumg&enje vazi za sve ostale sintetisane 3,17-bis(kariske) derivate3a—d i
5b-9.

U sluwaju progesteronskih bis-derivaté i 5f treba imati u vidu s jedne strane
moguenost rotacije oko ose C(17)—C(20), a sa druge girsumetil-grupe na C-20. Na
osnovu mogée rotacije oko pomenute ose vrlo je verovatan magtaba izomera na
dvostrukoj C(20)=N vezi. Mautim, usled jakog sternog zaklanjanja metil-grup1C
nastanak4)-izomera na C(20)=N je nemaog(Slika 3.3).

Slika 3.3.3D prikaz apsolutne konfiguracije na dvostrukojive20)=N u

progesteronskom bis(semikarbazo&ti} kljucnim NOESY korelacijama.

E-Konfiguracija dvostruke veze C(20)=N progesteraugsi8,20-bis(semikarbazonj

je utvidena i na osnovu NOESY korelacije amidnog H-N pratomprotona iz metil-
grupe CH-21 ¢ 8,78/1,76 ppm) kao i na osnovu odsustva korelasifa protona sa
protonima iz metil-grupe CH18 ili sa Hx,p-16 (Slika 3.3. | na kraju, pazljivim
ispitivanjem Dreiding-ovih modela jedinjenid je dokazano da su pomenute NOESY
korelacije, uprkos mogwwj rotaciji oko C(17)-C(20) ose, mogni iskljwiivo kada je
geometrija C(20)=N dvostruke veke

Isto tum&enje moze da se primeni na progesteronski 3,2@dss(ikarbazonf.

Hemijska pomeranja atoma vodonika i uglienikdHii **C NMR spektrima ostalih
bis(karbazona) su vrlo 8ha hemijskim pomeranjima istih atoma navedenim za

bis(tiosemikarbazorai bis(semikarbazorfa.
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3.1.2. Reakcije tiosemi/semi-karbazona sa anhidriao siréetne kiseline

3.1.2.1. Dobijanje 1,3,4-tijadiazolina

7a 67%
b  73% 8a 70%
3R 7c 72?) 3R17R 8b 56%
: B s =
e (0
" 77% 8e 62% 8f 35%

1) Ac,0/Py, CHCl3, 85°C, 4 h

Shema 3.3Proizvodi reakcije tiosemikarbazoriza{f, 3a—)

sa anhidridom stetne kiseline

Dobijeni tiosemikarbazonRa—f i 3a-f su podvrgnuti zatvaranju prstena pd@mumo
anhidrida siéetne kiseline kao acetilujeg agensd**®*u prisustvu piridina préemu
su nastali odgovaragu 1,3,4-tijadiazolini 7a—f i 8a—f u dobrim prinosima (56—73%)
(Shema 3.3.%*

Pretpostavka o mehanizmu heterociklizacije staibid,3,4-tijadiazolina je opisana u
literaturi?*®*®°> Smatra se da do zatvaranja tijadiazolinskog pastolazi napadom
tiokarbonilnog atoma sumpora (koji je bolji nukl#oha steroidni sp hibridizovan C-
3/17/20 atom ugljenika preferencijalno sa aksijatrane Sto omogava voluminoznoj
NHAc grupi da zauzme ekvatorijalni poloZaj i dansi@imizuju sterne smetnf&.Dakle,
viSe je verovatan nastanaR 3nono-tijadiazolina odnosnoR3L7R bis(tijadiazolina) u

odnosu na ostale moégiizomere.

Potpuna asignacijdH i *C NMR signala za atome tijadiazolif¥a i 8a uraiena je
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kombinovanom upotrebom 2D NMR metoda, HSQC, HMB@SY i NOESY
(ROESY) frilozi).

3.1.2.2. Odrdivanje strukture mono-1,3,4-tijadiazolina na primeru 7a

TretmanomE/Z smeSe mono-tiosemikarbazo@a anhidridom siéetne kiseline kao
acetilujtim agensom u baznoj sredini dobijeno je spiro-loei&licno jedinjenje,
mono-tijadiazolin7a, saR apsolutnom konfiguracijom atoma C-3.

Molekulska formula (@H3:N30sS) i molekulska masa (429,2086) jedinjeffja su
odreiene poméu HRMS. Masa nastalog mono-tijadiazoliria je za 84 Da v&a od
mase mono-tiosemikarbazoka(345,1875).

U IR spektru su se pojavile nove apsorpcione traek&618v(C=N) i 756v(C-S) cni-

U 'H NMR spektru mono-tijadiazolinga (Tabela 3.1) su izostali signali za NH
protone mono-tiosemikarbazoa-E£/Z (6 6,36 i 7,24/6,31 i 7,22 ppm). Pojavili su se
singleti za protone N-acetil-grup&>CHs (5 2,11 ppm) i"*CH; (8 2,19 ppm). Signal
alkenilnog H-4 protona se pojavio na nizem hemigkpomeranju d 5,67 ppm) u
odnosu na signal istog protona u spektru tioseh#&arna2a-£E/Z (6 5,92/6,19 ppm) Sto

je dokaz nestanka tiosemikarbazonskog konjugovanom.

Tabela 3.11.Karakteristéni "H NMR signali sintetisanih mono-tijadiazolina (meno
TDA) 7a-f.

o (ppm)

mono-TDA

Hae-2  Hp-2 H-4 CHz19 “SCH; "“®CH; ©°NH
°7a 259td 2,04-2,16 567s |/ 2,11s 2,19s 10,57 s
°7b 2,80td 2,03&d 554s 1,12s 2,11s 2,19s 10,50 s
a7c 2,90t n.o. 556s 1,25s 2,15s 2,21s 9,65s
°7d 2,84td 1,97m 557s 1,26s 2,10 s 2,20s /
a7e 2,78td 1,93-1,99 564s 1,17s 2,16 s 221ls 39,8
°7f 2,62td n.o. 532s 0,90s 1,95s 2,00s /

& uzorci snimljeni u CDG| ¢ uzorci snimljeni u CDGICD;0D-d,, n.o. — nije odréeno

Doslo je do pomeranja’®C NMR signala tiokarbonilnog C-atoma CxS
tiosemikarbazon&a-E/Z saé 178,4/178,3 ppm na 144,5 ppm, kao i do pomeranja
signala za sphibridizovan C-3 atom tiosemikarbazorta 150,5/149,5 ppm) na nize
hemijsko pomeranjes(79,9 ppm) za sphibridizovan C-3 atom mono-tijadiazolifa
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(Tabela 3.13.

Tabela 3.12 Karakteristéni **C NMR signali sintetisanih mono-tijadiazolia—f.

3 (ppm)

TDA

C1l1 C2 C3 Cc+4 C-5 c19 C-& Nc=0 M¥CH,  ®Sc=0 CSCH;
°7a 251 334 799 1216 1411 /[ 1445  169,2 23,3 669 224
°7b 351 30,8 80,1 1206 1444 17,4 1454  169,2 23,2 169,5 22,5
da7c 332 315 80,3 1209 1440 264 1448  169,2 23,7 168,9 23,1
°7d 366 308 798 1215 1452 17,7 1446  169,1 22,2 169,1 23,1
a7e 357 310 795 1225 1441 184 1446  169,2 23,6 169,2 23,0
°7f | 349 30,7 799 1200 1444 17,1 1456  169,2 23,0 169,7 22,3

& uzorci snimljeni u CDG| ¢ uzorci snimljeni u CDGICD;0D-d,, n.o. — nije odréeno

Hemijska pomeranja signala za atome ostalih mgadiéizolina u'H i *C NMR
spektrima vrlo su bliska hemijskim pomeranjima signnavedenim za jedinjenj&a
(Tabele 3.11i 3.12.

Struktura novih mono-tijadiazolinaR apsolutna konfiguracija atoma C-3 su dame

rendgenskom strukturnom analizom jedinjerga
3.1.2.3. Molekulska i kristalna struktura 1,3,4-tijadiazolina 7a

Molekulska struktura jedinjenj&a zajedno sa relevantnim strukturnim podacima
prikazana je n&lici 3.4 Jedinjenje kristaliSe u necentrosim&tidj prostornoj grupl4,

a njegova apsolutna konfiguracija nedvosmislenoowdn poznatoj konfiguraciji
steroidnih atoma. Steroidno jezgro ima walenu strukturu sa B i C prstenovima u
konformaciji stolice, dok je pettani prsten D u konformaciji koverte u polozaju €-1
Posledica prisustva C4—C5 dvostruke veze (1,321A§5) prstenu A je zauzimanje
konformacije polustolice (torzioni ugao C3-C4-C506C1-1,5 (5)°). Tijadiazolinski
prsten vezan je za steroidno jezgro u polozZaju geRl€i na taj n&in spiro-sistem.
Rendgenska strukturna analiza potvrdilaRj&onfiguraciju novonastalog stereocentra

C-3, sa S1u aksijalnom i N3u ekvatorijalnom polozaju u odnosu na prsten A.
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Slika 3.4.Molekulska struktura jedinjenjda sa numeracijom atoma.
Termalni elipsoidi su predstavljeni sa 30% verowvaen Atomi vodonika su prikazani
kao sfere proizvoljnog radijusa. Duzine veza (A)\-€5 = 1,739 (3), S:C3 = 1,852

(3), N4 —N3 = 1,397 (3), N3-C3 = 1,487 (4), N4C5 = 1,282 (4), C4—-C5 = 1,321
(5), N—CB = 1,377 (4), N—C20 = 1,342 (4), N&22 = 1,345 (4), 01-C17 = 1,192
(7), 02—C20 = 1,210 (5), 03-C22 = 1,234 (4). Vaienicuglovi (°): C8— S¥—-C3 =
89,86 (13), N3-C3-S1=102,01 (17), C4-C3-C2 = 111,2 (3).
Torzioni uglovi (°): C5-N4-N3-C22 = -176,3 (4), N3N4—C5-N = 178,5 (3), C3-
C4-C5-C10 =-1,5 (5).

Postoji nekoliko strukturno okarakterisanih jedimgekoja sadrze Sesfane ugljentne

prstenove kondenzovane sa tijadiazolinskim prstenospiro-sistent>®*°®

ali nijedno

od njih nije derivat steroida. Generalno uzev$,4tijadiazolinski prsten jedinjenjéa
karakteriSu prividno isti strukturni parametri kagprstenove ovog tipa opisane u
literaturi *>*®%%"Blago odstupa od planarnosti i zauzima konformatigwverte sa
atomom C-3 kaaivornim. Atom sumpora S lasimetréno je vezan za dva atoma
ugljenika tako da je veza sa’dfibridizovanim C-5kraca (1,739 (3) A) od veze sa’sp
hibridizovanim C-3 (1,852 (3) A). Rastojanje 'N@5 (1,282 (4) A) odgovara
lokalizovanoj dvostrukoj vezi. Nasuprot @lim strukturama do sada opisanim u
literaturi kod kojih acetil-grupe z®ajno odstupaju od koplanarnosti s prstenom (121° <
|r(CS’—N4’—N3—C22)| < 170°), usled odsustva bilo kakvih sternih smetnj

jedinjenju 7a acetil-grupa na N-:3i acetilamino-grupa na C-5koplanarne su sa
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tijadiazolinskim fragmentomt(C5—-N4-N3-C22) =-176,3 (4)°;t (N3-N4—-C5-N)
=178,5 (4)°).

Slika 3.5.Cetvorostruki simettini molekulski prsten povezan vodénim vezama,
n&in kristalnog pakovanja jedinjenya. Podaci o vodoinom vezivanju: N-H = 0,78
(4) A, H--03i = 2,05 (4) A, N-O3i = 2,801 (4) A, <(N-H-03i) = 159 (4)°.
Simetrijski kod (i): -y + 2, X, z.

Sa kristalografske t&e glediSta kristalno pakovanje molekula otkrivanigdjivu
karakteristiku. Naime, acetilamino NH grupa ponagakao donor vodotne veze
kiseonikovom atomu iz acetil-grupe susednog mokekufjeometrijskom udenju gde
cetiri  udruzena molekula formiraju molekulski prstesa cetvorostrukom
kristalografskom simetrijomSJika 3.5. Na ovaj na&in formira se supramolekulski
tetramer koji se opisuj&*(28) deskriptoroni® Centralna $upljina nastalog demja

ispunjena je neudenim molekulima DMSO.
3.1.2.4. Odrdivanje strukture bis(1,3,4-tijadiazolina) na primeru jedinjenja 8a

Tretiranjem tiosemikarbazonda-E/Z anhidridom sietne kiseline u baznoj sredini
dobijen je R 17R-bis(tijadiazolin)8a.
Na osnovu HRMS oddena je molekulska formula bis(tijadiazolinaBa

(CagH3sN041S,) i utvrdeno je da je njegova molekulska masa (586,286 od mase
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bis(tiosemikarbazon®a (418,1973xa 168 Da.

U IR spektru jedinjenjdBa su se pojavile nove apsorpcione trake ist#vwibracija
v(C=N) na 1642 i 1615 ch kao i traka isteih vibracijav(C—S) na 722 cth

U *H NMR spektru evidentirano je odsustvo signala ##, lrotone sa A-prstena (
6,501 7,26/6,451 7,23 ppm) i sa D-prsted& (53 i 7,18 ppm za oba izomera) polaznog
tiosemikarbazona3a-E/Z. Pojavili su se singleti za N-acetil protoff&®'CH; (5
2,09/2,12 ppm) i"¥"¥'CH; (5 2,18/2,22 ppm) Tabela 3.13. Kao i kod mono-
tijadiazolina7a, signal za H-4 proton se pojavio daod 5,61 ppm. Visoko hemijsko

pomeranje aksijalnog protong3¥6 (dtd,é 4,35 ppm) je posledica jakog anizotropnog
efekta karbonild®'C=0.

Tabela 3.13 Karakteristéni *H NMR signali sintetisanih bis(tijadiazolin8a—f.

: 3 (ppm)
bis(TDA) - — —
Ha-2 H-4 Ho-16 Hp-16 H-18 H-19 N¥¥CH;  ©SCH, CSINH
d8a 254 561 2,01-2,16 4,35 095 |/ 2,18/2,22 /2,02 /
48h 2,78 548 2,02-208 4,35 094 1,10  2,18/2,222,09/2,12 /
d8c 289 548 2,06-2,16 4,32 085 125  2,19/2,232,09/2,12 /
°8e 280 558 2,11 4,37 1,00 1,16  2,19/222 [21a /

P 8f-20R 269 540 153-1,70 1,71-1,83 085 099 2,092, 2,01/2,01 11,42/11,44
P 8f-20S 269 541 1,09-151 1,71-1,83 0,73 1,01  2,08/2,0 2,01/2,01 11,35/11,45
® uzorci snimljeni u DMSQdg, © uzorci snimljeniu CDCL/CD;0D-d,, @ uzorci snimljeni u CQOD-d,

Pored premestanjfC NMR signala pomenutih kod mono-tijadiazolifia, u spektru
bis(tijadiazolina)8a signal za C-5 (6 149,4 ppm) i signal za C-13 04,0 ppm) su

premesteni na nize hemijsko pomerarjeliela 3.14.

Tabela 3.14 Karakteristéni **C NMR signali sintetisanih bis(tijadiazolin@a—f.

bis-TDA 6,(?pm) - — —
C-16 C-17/20 C-19 C-5/5” NS C=0 NSECH,  ©S¥c=0 CSCH,

d8a 31,0 94,0 / 146,4/149,4  171,2/173,5  24,0/23,1 | WIT19 23,0251
48h 31,0 939 18,3 146,2/149,3  171,3/173,5  24,0/251171,7/171,9  23,0/23,1
dg8c 31,4 935 26,9 146,2/149,1  171,3/173,4  23,9/24,9171,9/172,0  22,9/23,0
°8e 299 915 17,9 144,3/146,7  1705/171,6  22,9/21,5169,6/169,7  22,2/22,3
P 8f-20R 246 838 17,3 143,1143,4 167,3/168,2  23,6/24,6169,2/169,1  22,5/22,5
b8f-20S 254 82,0 17,3 143,1143,5 167,3/168,1  23,6/24,5169,2/169,2  22,5/22,6

b uzorci snimljeni u DMSQd, € uzorci snimljeniu CDCL/CD3;0D-d,, 4 uzorci shimljeni u CROD-d,
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Kako je rendgenskom strukturnom analizom monodaolina 7a utvidena R
apsolutna konfiguracija atoma C-3, pretpostavljgnda isto vazi i za bis(tijadiazolin)
8a. Apsolutna konfiguracija stereocentra C-17 je ddna detaljnom analizom NMR
spektara, a potdena je ispitivanjem Dreiding-ovog modela molekuNa osnovu
NOESY korelacija aksijalnog [H16 protona § 4,35 ppm) sa protonimadfp-15 ©
1,76/1,42 ppm), kao i sa protonima metil-grupesa8 © 0,95 ppm) ututena jeR
apsolutna konfiguracija atoma C-1Slika 3.6).

Na opisani n&n potvidene su strukture preostalih 3,17-bis(tijadiazoliBa)-e.

Slika 3.6.3D-prikaz pretpostavljene strukture jedinjeBgi apsolutne
konfiguracije na atomu C-17 uttene na osnovu NOESY korelacija.

U slwtaju progesteronskog 3,20-bis(tijadiazoli@h)prsten formiran na atomu C-20 ne
spada u spiro-prstenove i dovoljno je udaljen edostinog skeleta tako da ne dolazi do
sternog odbijanja steroidnog jezgra sa voluminozndMAc grupom. Dakle, do
zatvaranja tijadiazolinskog prstena na C-20 dolaapadom tiokarbonilnog atoma
sumpora na <p hibridizovan atom ugljenika C-20 kako sa aksijalteko i sa
ekvatorijalne strane Sto omagva nastanak i 20S dijastereoizomera derivagf.
Priblizan odnos 2&/20S dijastereoizomera (1,2/1) je uf&n pordenjem povrSina
signala za atome H—4,38-18 i HsC-19 u’H NMR spektru.

3.1.2.5. PokuSaj dobijanja 1,3,4-oksadiazolina, ODA

Semikarbazonb je podvrgnut istovetnim uslovima pod kojima su gt 1,3,4-
tijadiazolini metutim nije usledilo zatvaranje prstena analognog4ig&sadiazolina
(Shema 3.}.
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3.1.3. Reakcije sa etil-hloroacetatom
3.1.3.1. Dobijanje tiazolidin-4-ona

Novi steroidni mono- i bis(tiazolidin-4-onfa—f i 10a-f su dobijeni u dobrim prinosima
(51-86%) prem&hemi 3.4° intermolekulskom kondenzacijom tiosemikarbaz@eaf

I 3af sa etil-hloracetatom u kigalom etanolu koji sadrzi anhidrovani natrijum-
acetaf®

2a—f

Ne
o= b
S,
.
9a (E/Z) 56%
ob (E/Z) 67% 10a (E1Z) 53%
oc (E/Z) 57% 10b (E)  55% \
od (E/Z) 86% 10c (E1Z) 51% :
% (EIZ) 77% 10d (E/Z) 61%
of (EIZ) 62% 10e (E1Z) 72% 10f (E/Z) 68%

1) CICH,CO,Et/AcONa, EtOH, 80°C

Shema 3.4Proizvodi reakcije tiosemikarbazorizeff, 3a—f) sa

etil-hloracetatom

Reakcioni uslovi su optimizovani variranjem Katie etil-hloracetata i anhidrovanog
natrijum-acetata, kao i promenom duzine trajanjakege. NajviSi prinosi mono-
tiazolidin-4-ona9a—f su dobijeni pri upotrebi ekvimolarne ka&he tiosemikarbazona i
ciklizacionog reagensa u prisustvu viSka anhidroganatrijum-acetata (1,5 mol Na-
acetata na 1 mol tiosemikarbazona) g@mu je reakciona smesSa refluktovana 24 h.
Najbolji prinosi bis(1,3-tiazolidin-4-onajlOa+f su dobijeni upotrebom dvostruke
kolicine Na-acetata i etil-hloracetata u odnosu nackwi potrebne za dobijanje

mono(tiazolidinona), a refluks je trajao 45 h.
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Pretpostavljeni mehanizam nastajanja novih steiloitiazolidin-4-ona prikazan je na
Shemi 3.5.Prvi korak podrazumeva S-alkilovanje tiosemikadve2a—f i 3a—f koji su,
zahvaljuji&i upotrebi natrijum-acetata, u rastvoru prisutnientiolnoj formi. Sledi
nukleofilni napad NkE-grupe na ugljenikov atom karbonilne grupe i osttairge etanola
Sto rezultuje formiranjem tiazolidin-4-on@a—f i 10aHf. ViSak natrijum-acetata je
koris¢en za sakupljanje oslobenog hlorovodonika, dok etil-hloracetat ima ulogu

ciklizuju¢eg agensa.

i R \\— HCl
HZNTH 4[ j J . R |
\\

o

N..
0 Jr
/\O)J\gCI Et\o%)\/s H

- EtOH

S
HzN\IéN

“N
H AcONa, EtOH HoN
|
R
H

R [

<T ™

tiazolidin-4-oni

Shema 3.5Pretpostavljeni mehanizam nastajanja novih steioitiazolidin-4-ona.

Kako opisana reakcija ciklizacijeefZ) tiosemikarbazona nema uticaja na dvostruku
vezu C(3/17/20)=N, svi mono- i bis(tiazolidin-4-pr®a—f i 10a-f, dobijeni su u vidu

(E/Z) smeSe stereoizomera u polozaju C-3.
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3.1.3.2. Odrdivanje strukture mono-tiazolidin-4-ona na primeru jedinjenja 9a i 9b

Kristalizacijom su dobijeni dijastereocizomertigti glavni E-izomeri jedinjenja@a-f, a

strukture sporednif-izomera su odiiene na osnovu spektralnih podatak&Z) smesa.

Molekulska formula (€H27N3O.S) i masa (385,1824) jedinjenfda su odrdene
pomaiu HRMS. Molekulska masa mono-tiazolidin-4-08a je ve&a od mase mono-
tiosemikarbazonda (345,1875) za 40 Da.

Pored apsorpcione trake za karbonil C(17)=0 na IM1IR spektar jedinjenj@a je
pokazao novu apsorpcionu traku za laktamski kathomil718 crt, zatim traku na
1616 cm'® pripisanuv(C=N) vibracijama i intenzivnu traku na 1249 trkoja odgovara
istezieim vibracijamav(CHx-S).

Tabela 3.15 Karakteristéni *H NMR signali sintetisanih mono-tiazolidin-4-oBa—f.

mono-TAN ® (ppm) = z
Ha-1 Hp-1 Ha-2 Hp-2 H-4 CHz19 °CH, °NH
b9aE 1,13-1,33 1,97-2,11 3,04 dt 1,97-2,11 595 / 3,791,72
®9azZ 1,13-1,33 1,97-2,11 2,33-2,4,17-2,27 6,60 / 3,78 11,72
ob-E 1,21-1,40 1,81-1,92 3,03 dt 2,11 td 588 1,06 ,803 11,75
bob-z / / / / 6,52 1,11 3,78 11,73
PocE 1,92-2,14 1,71td 3,08 dt 2,26 dtd 591 1,23 03,811,78
“9¢Z 1,91-2,02 1,91-2,02 2,57-2,62,57-2,63 6,52 1,28 3,77 11,78
b9d-E 1,56 td 2,58 dt 2,88 dt 2,16 m 587 1,16 3,79 ,731
°9d-Z 1,72m 2,531 2,39 m 2,26 m 6,50 1,20 3,78 11,73
49eE 1,69 td 1,73-1,86 2,96 dt 2,30m 6,05 1,18 3,77
9eZ 1,73-1,86 2,43-2,47 2,43-2,47,73-1,86 6,55 1,22 3,77
b of-E 1,28-1,42 1,88m 3,04 dt 2,10 dtd 5,86 1,04 3,801,75
Pof.Z 1,28-1,42 1,89m 2,43 dt 2,30m 6,50 1,07 3,791,783

3 uzorci snimljeniu CDCE, ° uzorci snimljeni u DMSGdg

U 'H NMR spektru jedinjenj®aE/Z su nedostajali signali za protone amino-grupe
polaznog tiosemikarbazoriza, a pojavio se novi signal za,&5 (6 3,79/3,78 ppm)
(Tabela 3.15. Ostali karakteristni signali jedinjenjad®a-E/Z su singlet za proton H-4
(6 5,95/6,60 ppm), singlet za NH (1,72 ppm za oba izomera umestodr,71/8,90
ppm kod tiosemikarbazona) i dublet tripleta za-HE-izomera § 3,04 ppm). ViSe
hemijsko pomeranje protona H-4Ztizomeru mono-tiazolidin-4-on8a (6 6,60 ppm) u

odnosu na hemijsko pomeranje istog atoma tiosetmzana2a-Z (6 6,19 ppm)
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posledica je anizotropije karbonilne grupe G£O.

U ®C NMR spektru jedinjenja9a-E/Z (Tabela 3.1§ su se pojavili signali
karakteristéni za skelet mono-tiazolidin-4-ona: triplet za (8126,1/26,9 ppm), triplet

za C-2 § 24,3/30,0 ppm), singlet za-& (6 162,3/161,3 ppm), dublet za-L (6
121,9/111,8 ppm), singlet za-® (6 153,6/155,4 ppm), singlet za OEN (6
161,2/159,5 ppm), singlet za karbonil G&O 6 173,8/174,0 ppm) i triplet za-B (6
32,7/32,6 ppm).

Tabela 3.16 Karakteristéni **C NMR signali sintetisanih mono-tiazolidin-4-o8a—f.

mono-TAN  (ppm)
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-19 C(2)=N C#)=-O0 C-%
®9aE 26,1 24,3 162,3 121,9 1536 / 161,2 173,8 ,732
®9azZ 26,9 30,0 161,3 111,8 1554 / 159,5 1740 ,632
P ob-E 34,8 22,0 161,8 121,2 157,8 17,4 161,3 173,832,7
Popz 35,8 27,0 159,7 113,8 159,5 17,5 160,7 173,832,6
P9cE 33,0 22,3 161,8 121,4 156,3 26,2 161,6 173,832,7
®9cZ 34,0 27,4 1595 1141 1580 26,4 161,5 173,832,7
“9¢cZ 34,2 27,8 161,7 111,4  159,4 26,8 159,8 173,833,2
®9d-E 36,4 22,4 162,3 121,7 158,7 18,2 161,7 173,832,5
®9dz 37,5 27,2 160,1 1145 160,3 18,4 161,7 173,832,5
49eE 35,9 22,4 163,5 122,6 157,3 184 161,4 173,633,2
49eZ 36,9 27,6 161,5 115,2 159,2 18,6 161,4 173,633,1
b of-E 34,8 22,0 161,9 1211 1580 17,3 161,4 173,832,6
®of.Z 359 27,1 159,5 113,8 159,7 17,5 161,4 173,832,5

2 uzorci snimljeniu CDCE, ° uzorci snimljeni u DMSGdg

NOESY spektar jedinjenj@a-E/Z ne sadrzi korelacije na osnovu kojih bi bilo mégu
utvrdivanje konfiguracije glavnog izomera na dvostrukegi C(3)=N. Stoga je ista
utvrdena rendgenskom strukturnom analizom drugog ma@zotidin-4-ona, jedinjenja
9b-E, od koga su dobijeni kristals(ika 3.7).
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3.1.3.3. Rendgenska strukturna analiza mono-tiazalin-4-ona 9b-E

Slika 3.7.Molekulska struktura jedinjengb-E sa numeracijom atoma.
Termalni elipsoidi su prikazani sa 50% verov&mo
Atomi vodonika prikazani su kao sfere proizvoljnaglijusa.

Odabrane duzine veza (A):'SC2 = 1,751 (4), SEC5 = 1,812 (5), 02-C4 1,216

(5), N3-C2 = 1,367 (5), N3-C4 = 1,369 (6), C4-C5 = 1,501 (6), N2—C2= 1,283

(5), N1-N2 = 1,398 (5), N1-C3 = 1,308 (5), C3—-C#,452 (5), C4—-C5 = 1,335 (5).

Odabrani torzioni uglovi (°): C3—C4—-C5-C10 = -550°( C4-C3-N1-N2 = -179,9

(3)°, N1I-N2—-C2-S? = -2,7(5)".

Jedinjenje kristaliSe u necentrosim&nj prostornoj grupi Pi2,2;. Apsolutna struktura
jednoznéno je odrédena na osnovu poznate hiralnosti steroidnih atoghanika, a u
skladu je sa apsolutnim strukturnim parametrimaiEba= 0,02(5) odrdenim pomau
Parson-ove metode koeficijenafaSteroidno jezgro zauzimasekivanu konformaciju,
tj. prstenovi B i C su u konformaciji stoli€€Ccg i “®Cc13 redom, dok petdhani prsten
D zauzima konformaciju koverté™E.! Kao &to je oekivano, zahvaljujti sp’
hibridizaciji C3, C4, i C5 atoma i prisustvu C4—@8ostruke veze (1,335 (5) A), prsten
A je u konformaciji polustolice®Hc;. Ovo moZe da se kvantifikuje asimétim
parametrim& koji imaju vrednostiy(C1-C2) =c,(C4—C5) = 0,9(5)° i torzionim uglom
1(C3-C4-C5-C10) = -5,0 (6)°.

Znaajno je da se napomene da je do momenta objavfivawe kristalne strukture
postojalo samo jedno strukturno okarakterisgadinjenje sa 2-(3-cikloheksen-1-
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ilidenhidrazono)tiazolidin-4-onskim fragmentdth. Na osnovu pretrage C3$b
geometrija tiazolidin-4-onskog prstena u skladegestrukturama jedinjenja koja sadrze
hidrazono-tiazolidin-4-onski fragment. Atom sumpo&il, slicno kao u sltaju
sintetisanih tijadiazolina, asimetnio je vezan za dva ugljenikova atoma tako da javez
sa sp hibridizovanim C2krata (1,751 (4) A) od veze sa’dpibridizovanim C5(1,812
(5) A). Takate, duzina veze C402 (1,216(5) A) odgovara lokalizovanoj dvostrukoj
vezi. Prsten tiazolidin-4-ona je kruto koplanaranG5—C4—C3-N1-N2 fragmenton’sp
hibridizovanih atoma. M#utim, detaljnije razmatranje pokazuje da je prshkdago
nabran malim izmeStanjem atoma’ $ ravni prstena. Priroda i kélha nabiranja se
vidi iz Cremer—Pople-ovih parametara€0,100 (4) A ip, = 2 (3)°/° Na osnhovu ovih
podataka i asimetmih parametara Cs(§1= Cs(C4-N3) = 1,5 (5)°, njihova

konformacija najbolje se opisuje kao kovetta.

Duzine veza C3-N1 i C2N2 odgovaraju lokalizovanim dvostrukim vezama idme
odgovarajdih atoma. Strukturni podaci svef#o o E-konfiguraciji oko C3-N1, iZ-
konfiguraciji oko C2-N2 dvostrukih veza, Sto moze da se izrazi preledesih
torzionih uglovat(C4-C3-N1-N2) =-179,9 (3)° it(N1-N2-C2-SZ1) = -2,7 (5)°,
redom. Koliko nam je poznato, ovo je prvi steroidderivat sa poznatom
konfiguracijom dvostruke veze u polozaju-3C hidrazonetiazolidin-4-on-skog

fragmenta.

Dominantna intermolekulska interakcija u kristalnsjrukturi je N3-H3--O2i
vodonina veza, koja povezuje molekule u lance duz kogtalfske osa (Slika 3.98),
sa deskriptorom €(4)* (podaci o vodorinom vezivanju: N3-H3 = 0,86 A, H3-O2i

= 2,05 (4) A, N3--02i = 2,903 (5) A, <(N-H-03i) = 170,1°; simetrijski kod (i): 1/2 +
X, 1/12-y, 1-2z).
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Slika 3.8.Lanac vodonino povezanih molekula koji se prostire dukiristalografske
ose,kao supramolekulski motiv u kristalnoj strukt@h-E. Podaci o vodoknom
vezivanju:N3—H3 = 0,86 A, H3.--02i = 2,05(4) A, N3-02i = 2,903(5) A, <(N-
H---03i) = 170,1°; simetrijski kod (i): 1/2;+1/2-y, 1-z

3.1.3.4. Odralivanje strukture bis(tiazolidin-4-ona) na primeru jedinjenja 10a

Molekulska formula (@H3sNeO4S;) i masa bis(tiazolidin-4-ona)0a (498,1872) su
odreiene na osnovu HRMS. Molekulska masa ovog jedinjgajaveéa od mase
bis(tiosemikarbazon&a (418,1973) za 80 Da odnosno za 113 Da od molekunsdse
mono-tiazolidin-4-on&a (385,1824). Dakle, jedinjenj&0a sadrzi jedan tiazolidin-4-
onski strukturni motiv viSe u odnosu na mono-tigdiaol4-on9a

IR spektar bis(tiazolidin-4-ona)0a sadrzi sve apsorpcione trake karaktensi za
tiazolidin-4-onski prsten prethodno navedene koaonazolidin-4-ona.

Bas kao i u sléaju bis(tiosemikarbazon&a, NMR spektralni podaci bis(tiazolidin-4-
ona) 10a potvrdili su postojanje dva dijastereoizomera keg razlikuju samo po
konfiguraciji dvostruke veze C(3)=N#&bela 3.179. U polozaju C-17 je dobijen samo
jedan,E-izomer, Sto je &ekivano jer je isto vazilo i za bis(tiosemikarbagankoga je
nastao bis(tiazolidin-4-on}0a i potkrepljeno pretpostavljenim mehanizmom cildiEa
prema kome dvostruka veza C(3/17/20)=N ne trpikvikgoromene prilikom zatvaranja
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Tabela 3.17 Karakteristéni *H NMR signali sintetisanih bis(tiazolidin-4-ona)a—f

® bis(TAN) DUEDT) .
Hao-1 Hp-1 Ha-2 Hp-2 H-4  He-16 Hp-16 H-18 H-19 H-5/5” NH
10aE 1,12-1,19 1,96-2,13 3,04 dt 1,96-2,13 595 @35 247m 0,89 / 3,79/3,74  11,72s
10aZ 1,25m 2,06-2,13  2,30-2,412,27 m 6,57 2,30-2,41 2,47m 0,89 / 3,78/3,74 748,
10b-E 1,26-1,47 1,72-1,92 3,04 dt 2,11 dtd 587 2,47m 2,35m 0,88 1,07 3,79/3,74 11,72s
NP 10bz / / / / / / / / / / /
10cE 1,95-2,05 1,72 td 3,08 dt 2,26 m 590 2,39m 2% 085 1,22 3,80/3,76 11,73s
10cZ 1,95-2,05 1,83td 2,52-2,602,42 m 6,52 2,39m 2,52-2,60 085 1,26 3,78/3,7 11,73 s
10d-E 1,52-1,63 2,58 dt 2,88 dt 216dtd 586 2,39dd ,502d 0,88 1,17 3,79/3,76 11,72 5s
10dZ 1,68-1,85 2,49 m 2,24 m 2,21m 6,49 2,39 dd db0 0,88 1,21  3,79/3,76 11,72 5s
10eE 1,56 td 1,62-1,88 2,93 dt 2,07-2,21 591  2,36-2,4550 m 091 1,12 3,80/3,75 11,70 8s
10eZ 1,62-1,88 2,36-2,45 2,93 dt 2,26-2,34 653 2,36-2,2,50m 091 1,17 3,79/3,75 11,70 8s
10f-E 1,25-1,35 1,83-1,95 3,01dt 2,09 m 586 2,21-2,2857-1,63 061 1,04 3,79/3,76  11,71s
10f-Z 1,40 m 1,83-1,95 2,41 kd 2,28-235 650 2,24m 4%8 061 1,08 3,79/3,76  11,70s

b svi uzorci su snimljeni u DMS@; "> — nije dobijen
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Tabela 3.18 Karakteristéni **C NMR signali sintetisanih bis(tiazolidin-4-onk)a—f

b bis(TAN) ® (ppm)
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-16 C-17/20 C-18 C-19 C(2/2”)=N C(&/4")=0 C-5'/5”
10aE 26,1 244 1624 1219 1536 27,9 1786 16/9 161,3/161,8 173,8/174,0 32,7/32,6
10aZ 26,9 299 160,2 1148 1555 27,9 178,6 16/9 160,6/161,8 173,9/174,0 32,7/32,6
10bE 348 220 162,0 121,10 157,9 27,8 1785  16B/,4 161,4/161,4 173,8/173,8 32,6/32,6
NP 10bz / / / / / / / / / / /
10cE 329 224 1618 1213 1564 284 1785 17262 161,6/161,5 173,8/173,9 32,7/32,6
10cZ 340 27,4 159,5 114,1 1582 28,4785 17,1 26,4 16151615 173,9/173,9 32,8/32,
10d-E 364 224 1624 121,7 1589 280 1779 17,8 ,3 18161,4/161,8  173,9/174,0 32,7/32,6
10dZ 37,6 27,3 1604 1144 160,2 28,0 177,9 17,8,51 161,4/161,8 173,9/174,0 32,7/32,6
10eE 358 223 1622 1222 157,1 280 1733 17,8,31 161,6/162,2 173,95/174,05 32,8/32,6
10eZ 36,9 27,2 1596 1150 158,6 28,0 173,3 17,8,31 161,6/162,2 173,95/174,05 32,8/32,6
10f-E 349 220 162,0 121,1 1581 23,1 1653 13,07,4 1 161,3/161,4 173,8/173,8 32,7/32,6
10f-Z 35,9 27,2 159,8 113,8 1599 23,1 165,3 13,0/,6 1 161,3/161,4 173,9/173,8 32,7/32,6
® svi uzorci su snimljeni u DMS@; " — nije dobijen
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prstena.

Pored prethodno navederiif NMR signala karakteristhih za mono-tiazolidin-4-one, u
spektru bis(tiazolidin-4-onda)0a se pojavio singlet za metilenske-b' protone § 3,74
ppm) i doslo je do promene hemijskih pomeranjatoro® bliskih protona, protona iz
metil-grupe CH-18 (sad 0,94 na 0,89 ppm) i ¢B-16 (sas 2,17/2,41na 2,35/2,47
ppm).

Karakteristéni novi signali u™>C NMR spektru bis(tiazolidinona)0a su bili signali za
C-2” (6 161,8 ppm), karboniC(4")=0 (6 174,4 ppm) i za C*5(6 32,6 ppm) (abela
3.18. Pored toga, signal za atom ugljenika C-37178,6 ppm) je premeSten na
znaajno vise hemijsko pomeranje u odnosu na pomersigjegla odgovarajeg

bis(tiosemikarbazon&a (6 167,0 ppm).

Hemijska pomeranja atoma ostalih bis(tiazolidinr&pu’H i *C NMR spektrima su

bila vrlo sliécna hemijskim pomeranjima signala za iste atgegénjenjalOa

3.1.3.5. Dobijanje karbazatnih estara

a) b)
H \ H \\ H \\
N} N 22 1) [HaN N 22 1 3
i Ay g o &
0] H @) H 0O H

OAN 4a—f 11a—f

1) CICH,CO,C,Hs, CH3COONa, EtOH, 80 °C, 24 h

Shema 3.6a) Oc¢ekivani OAN) i b) dobijeni proizvodi 11a—f) reakcije

mono-semikarbazond4—f) sa etil-hloracetatom.

Kako je jedan od postavljenih ciljeva ove disefjadiio poréenje reaktivnosti i
bioloske aktivnosti sumpornih i kiseénih derivata steroidnih hidrazona, sintetisani
semikarbazoni su podvrgnuti uslovima pod kojimaizsuiosemikarbazona dobijeni

tiazolidin-4-oni. Refluktovanjem mono-semikarbazofaf u kljucalom apsolutnom
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etanolu u prisustvu etil-hloracetata kao ciklizigg reagensa i anhidrovanog natrijum-
acetata nisu dobijeni ¢ekivani 1,3-oksazolidin-4-oni. Umesto njih su debi
karbazatni estrl1a—f(Shema 3.4.°

Mehanizam nastanka karbazatnih estara je opisaeratiiri®kao jednostavna reakcija
supstitucije do koje dolazi kod semihidrazona wsystvu alkohola pri zagrevanju na
temperaturama 60-150 °SHema 3.7.

H i -HLG i Nu-H H i
.Tf “NTR O//C//N\N R nj( “NTR
o) o)

derivatizacija hidrazona
preko imino-izocijanata

Shema 3.7Mehanizam nastanka karbazatnih derivata iz sengibhadra

prema podacima objavljenim u literaturi.

S cillem da se ovo dokaze dem je eksperiment sa 19-norandrost-4-en-3,17-dion 3
semikarbazonom4g@) u klju¢alom apsolutnom etanolu bez prisustva etil-hlocteet
natrijum-acetata. Nakon 48 h refluktovanja reakei@mesSe i uparavanja rastuara
dobijeno je jedinjenjella u prinosu od 47% premu je izgled reakcione smeSe bio
daleko manje komplikovan tj. reakcija je bilestija i derivatllaje dobijen u viSem

prinosu Ghema 3.8.

Strukture jedinjenjd.la—fsuodreiene analizom NMR spektara u kojima je pojava dva
seta signala, osim u skaju jedinjenjallci 11f gde nisu dobijenZ-izomeri, ukazala na
to da su karbazatni estri, u skladu gakivanjima, dobijeni u vidu sme&ei Z izomera

na dvostrukoj vezi C(3)=N.
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o) o]
H H
H EtOH H
HoN._IN., O _IN-,
N 4 8OOC, 48 h N 4
6] H 6] H

4a (E/Z) 11a (E/Z) 47%

Shema 3.8Sinteza karbazatnog esftdarefluktovanjem u etanolu u trajanju od 48 h
bez dodatka etil-hloracetata.

3.1.3.6. Odrdivanje strukture karbazatnih estara na primeru jedinjenja 11a

Molekulska formula jedinjenjallaje odreiena elementalnom analizom. U IR spektru
karbazatnog estrdla su izostale apsorpcione trake za primarnu aminpgru
semikarbazonda na oko 3450 ciil, a traka za karbonil C=0se pomerila sa 1678 na
1689 cnf.

Hemijska pomeranja za &ieu atoma steroidnog skeleta ¥ i *°C spektrima
semikarbazonda (E i Z) (Tabele 3.3i 3.5 i karbazatnog estrhla(E i Z) (Tabele 3.19

I 3.20 snimljenih u DMSQOdg nisu se zn&jno razlikovala. Méutim, zn&ajnu razliku

u izgledu njihovih spektaraine izostanak signala za amino-grupu semikarbazmnsk
motiva NH”* u jedinjenju4aE/Z (5 6,20/6,15 ppm), pojava novitH tripleta/*C
kvarteta za metil-grupu GA (6 1,31/14,6 ppm) tH kvartetal*C tripleta za metilensku
grupu CH”" (5 4,09/60,2 ppm), kao i premestanje signala za satwéizonski karbonil
C=0" (5 157,3 ppm) na nize hemijsko pomeranje164,1 ppm). Navedeni podaci

ukazuju na uvéenje novog CHCH,OCO strukturnog motiva.

Pored navedenih, karakteristi '"H NMR signali jedinjenjalla-E/Z su dublet tripleta
za Hi-2 (5 2,71/2,29 ppm), singlet za H-4 5,86/6,51 ppm), kao i singlet za NHY
9,78/9,98 ppm).

Ostali karakteristini *C NMR signali karbazatnog estida-E/Z su triplet za C-1§
27,1 ppm za oba izomera), triplet za C& 43,0/30,0 ppm), singlet za C-3 (
151,8/154,4 ppm) i dublet za C-8121,7/112,9 ppm).
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Tabela 3.19 Karakteristéni *H NMR signali sintetisanih karbazatnih estafa—f

o 3 (ppm)
Hao-1 Hp-1 Ha-2 Hp-2 H-4 H-19 NH* CH,* CHZ
211aE 1,22-1,36 2,14-2,22 2,56 1,86-2,00 6,09 7,86 4,26 1,22-1,36
a11laZ 1,22-1,36 2,16 2,56 2,27 6,12 8,05 4,28 1,22-1,36
b11aE 1,14 1,95-2,09 2,71 1,92 5,86 / 9,78 4,09 1,18-1,23
®11aZ 1,18-1,23 1,95-2,09 2,29 2,18 6,51 / 9,98 4,09 1,18-1,23
211bE 1,40-1,48 1,94-2,02 2,54 2,04-2,12 6,0008 7,83 4,28 1,31
411bZ 1,40-1,48 1,88-1,93 2,49 2,40 6,04,14 7,83 428 1,31
211cE 2,03-2,09 2,11 2,58 2,24 6,01,24 7,72 4,28 1,32
ND1icz / / / / / / / / /
211dE 2,67 1,715 2,39-2,51 2,13 6,00,21 7,83 427 1,28-1,35
411d-Z 2,49 1,82 2,39-2,47 2,13 6,08,27 803 4,27 1,28-1,35
P11f-E 1,25-1,48 1,86 2,70 1,94-2,03 57300 9,78 4,10 1,21

2 uzorci su snimljeni u CDG|” uzorci su snimljeni u DMS@g; " — nije dobijen
A strukturni fragment iz karbazatnog estra sa sews A-prstena

Tabela 3.20 Karakteristéni **C NMR signali sintetisanih karbazatnih estata—f

57 8 (ppm) _ _ _
c-1 c-2 c-3 C-4 C-5 C-19 C=0 CH CHy
211aE 26,0 22,2 151,5 122,2 150,3 / 154,2 61,9 14,6
d1lazZ 27,4 30,5 156,7 111,1 150,5 / 154,2 61,9 14,6
®l11aE 27,1 23,0 151,8 121,7 149,9 / 154,1 60,2 14,6
P11azZ 27,1 30,0 154,4 112,9 148,9 / 154,1 60,1 14,6
211bE 34,7 20,1 150,9 121,3 154,9 17,8 1544 61,9 461
411bZ 36,5 27,8 154,3 110,2 161,1 18,2 1544 61,9 4,61
311cE 33,6 20,5 150,7 121,5 153,5 26,8  150,8 61,9 4,71
ND11cz / / / / / / / / /
311dE 36,0 20,5 151,2 122,1 155,2 18,6 1634 61,9 4,71
411dZz 38,1 27,8 15,03 111,1 161,0 190 1634 61,9 4,71
P11f-E 34,5 20,7 151,3 120,9 154,2 17,4 1542 60,2 614

2 uzorci su snimljeni u CDGJ” uzorci su snimljeni u DMS@g; " — nije dobijen
A strukturni fragment iz karbazatnog estra sa sieas A-prstena

Razdvajanje signal&/Z dijastereocizomerne smeSe jedinjerdjha na dva skupa je

uraieno poreienjem spektralnih podataka dobijenim za ovaj kaabazestar sa

podacima za mono-semikarbazmiz kojeg je nastao, natibo za atome HC-4, -2

I NH, na osnovu prisustva/odsusti@4) NOESY korelacija amidnog protona 9,78

ppm) sa protonima na atomu C«223,0/30,0 ppm) kao i na osnovu odsustva/prisustva
(E/Z) NOESY korelacija istog protona sa H- 4,78/6,51 ppm) Slika 3.9. HMBC
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korelacija atoma ugljenika iz karbonila C2®a amidnim NH protonomy (154,1/9,78
ppm) kao i sa metilenskim protonima 154,1/4,09 ppm) potduje pretpostavljenu

strukturu.

| ¢

E

Slika 3.9.3D prikaz postojéh konfiguracija dvostruke veze C(3)=N karbazatesga
11as kljuwtnim HMBC (H/C/\) i NOESY (4~ \) korelacijama.

Dato tum&enje spektroskopskih podataka jedinjerdjAa moze da se primeni na

preostale sintetisane karbazatne estre, jedinjetiaf.
3.2. Biologija
3.2.1. Citotokstna aktivnost

In vitro citotokstna aktivnost sintetisanih steroidnih tiosemikarlmegzd njihovih
derivata, tijadiazolina i tiazolidin-4-ona, ispitage na humanim maligninselijskim
linijama: HelLa (adenokarcinom cerviksa), K562 (h&a mijeloidna leukemija),
MDA-MB-361 (adenokarcinom dojke), MDA-MB-453 (kantim dojke), LS174
(adenokarcinom kolona) i A549 (karcinom ¢di). Pored toga, citotoksiost ovih
jedinjenja ispitana je i na normalnim humanim fibestima pléa, MRC-5 Tabele
3.21j 3.29 %163

Za razliku od tiosemikarbazona, citotaksdst njihovih kiseorinih analoga,
semikarbazona, kao i karbazatnih estara dobijenthdno-semikarbazona ispitana je na
HelLa, K562 i na joS jednajelijskoj liniji leukemije — Jurkat (akutnoj leukejniT-
limfocita) (Tabela 3.23.%2 Razlog za to je najbolja citotoksia aktivnost prethodno
sintetisanih tiosemikarbazona i njihovih derivapmavo premaelijskoj liniji leukemije,
K562. Kako semikarbazoni i njihovi derivati nisu ispaljiznatajnu citotoksinu
aktivnost prema ispitanim malignidelijskim linijjama, osim antimikrobnih testova za

njih nisu vrSena dalja ispitivanja mehanizama njéantikancerske aktivnosti.
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Tabela 3.21.n vitro citotokstna aktivnost novih steroidnih tiosemikarbaz@aa 3fi njihovih derivata, tijadiazolin&a—8f.

L IC50 £ SD M)

Jedinjenje
Hela K562 MDA-MB-361  MDA-MB-453  LS174 A549 MRC-5

2a 18,1+ 3, 11,3+ 2,2 144,1+ 36,¢€ 44,4+ 2.¢C 61,3+ 13,( 10,3+ 0,7 7,7+1,1
2b 7,6+0,2 6,7+0,2 20,7+6,0 6,8+0,2 352+11,6 8,953 0, 6,5+0,1
2c 17,3+6,8 6,7+0,3 18,7+ 8,9 6,9+0,3 26,2@&6, 95+05 72+1,3
2d ~ 200 51,1+15/4 183,4+5,2 154,3 £ 28,1 176,84 178,8+25,5 173,6 £ 45,8
2e 43,9+4,9 10,7+1,5 ~ 200 43,7+5,9 ~ 200 51,2+7,7 48,1+£2,7
2f 89+1,6 6,6 0,2 8,7+3,1 6,9+0,3 9,2+3,9 ,6 80,8 6,7+0,5
3a 425+1,9 11,2+0,4 > 200 193,0+£12,1 > 200 8 20 > 200
3b 315+3.3 28,1+15 ~ 200 110,8 £16,5 > 200 ~ 200 > 200
3c 143+7,3 30,3+7,5 > 200 78,5+21,6 > 200 ~ 200 > 200
3d 131,4+6,2 90,5+ 134 197,4£3,6 183,7+17,1 1948+4,5 208 > 200
3f 182,31+ 25,0 158,9 £ 23,5 195,5+6,3 191,5+£25,0 191,7+11,6 187,4+12,6 186,4 + 23,6
7a 199,2+1,3 75,7 +17,2 > 200 > 200 163,8 +49,3 208 > 200
7b > 200 192,8+12,4 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200
7c 185,2 £ 20,9 181,2+£32,6 > 200 178,2 + 34,9 > 200 > 200 > 200
7d > 200 195,6 + 7,7 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200
7e 121,6 £ 10,7 80,5+9,9 170,4 £ 41,9 141,4+24,4 208 195,6 +7,7 > 200
7f 108,2 + 18,3 1958+ 7,2 > 200 167,9 £ 34,9 > 200 87,4+1,0 > 200
8a 7,8+0,3 8,8+1,3 > 200 11,0+19 126 +3,8 6201,3 12,7+2,0
8b 21,2+15 163,6 £51,4 > 200 18,0+ 1,7 > 200 32532,5 145,8 + 31,5
8c 27,7+11,6 157,2 £ 60,5 > 200 29,0+9,3 182,983 121,0+34,3 26,2 +8,7
8e 37,2+3,0 36,420 54,1+13,1 304+7,1 128G 35,6+5,0 38,6 +8,8
8f 151,8 + 28,7 136,5+ 46,9 > 200 102,8+2,9 200at 0 132,4 +£37,2 159,3 £ 40,5
cisplatin 2,1+£0,2 54+0,3 17,1+1,2 3,605 178+0,6 14,407 9,2+0,2
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Tabela 3.22.In vitro citotokstna aktivnost reagensa tiosemikarbazida (TSKd), znatasteroidnih derivatda—f i novih steroidnih
tiazolidin-4-onaQa-10f.

*IC 5 £ SD (M)

Jedinjenje

HelLa K562 MDA-MB-361  MDA-MB-453  LS174 A549 MRC5
TSKd 176,8+ 9,2 18,0 £ 0, 232 + 2,¢ 37,7+ 39, 44,5+ 11, 176,3 £ 6,. 93,9 £ 16,
la 194,2 £ 8,2 190,5+16,5 >200 133,2 £ 39,7 180% ;6 > 200 > 200
1b 76,775 177,1+£6,5 188,7 £16,0 109,2 £ 39,7 =200 1651+1,1 191,0+£9,6
1c 95,5+ 18,8 ~ 200 ~ 200 128,3+8,1 ~ 200 191,8+14,1 > 200
1d ~ 200 197,8+3,8 >200 199,1+1,6 > 200 > 200 e 20
1f 21,2+1,6 64,3+7,8 124,6 £ 39,4 43,7+9,3 15858,3 186,4 £11,8 157,2 £15,2
9a-E 9,2+2,3 8,5+0,9 10,7+0,4 222+24 495%6, 22,0+50 60,9+6,8
9a-E/Z 89+19 8,8+1,1 12,7+2,0 23,727 4822 4 22,3+47 62,7 +6,2
9b-E 10,8+1,9 9,1+1,3 22,0+0,8 24,9+0,2 48,2% 2 48,6+1)9 55,7+8,0
9b-E/Z 10,7+25 8,7+1,1 25,6 +4,6 238+1,7 4905 49,5+0,6 448+ 7,3
9cE 9,8+1,1 94+1,7 19,1+2,3 27,1+0,1 51,8@9, 42,1+38 53,2+7,0
9cE/Z 9,5+0,9 8,8+1,2 19,6+2,2 26,2+27 51,323 404+75 49,9+9,3
9d-E/Zz 51,4+10,5 11,3+2,9 134,0+£7,9 116,0£11,8 ,94925,9 176,1+9,5 111,4+£20,1
9eE/Z 28,0+5,2 19,2+04 296+1,6 294+41 10482 77,7+ 26,8 88,4+17,2
9f-E 89+17 8,7+0,3 145+5,3 215+28 49,182, 18,6+6,6 428+22
10a£/Z 13,5+0,1 89+1,1 36,0+6,3 30,9+6,2 42,64 6 253+4,0 58,1+2,6
10b-E/Z 129+29 10,5+1,3 30,2+7,3 37,3+25 218k 276+7,2 53,4+9,0
10cE/Z 11,2+1,6 9,6 +£1,7 246+0,4 33,5+6,3 47,82 3 249+0,2 48,8+1,6
10d-E/Z 41,2 +2,7 116+2,1 86,8+2,6 77,1+4.1 731040 76,2+4,0 91,1+9,9
10eE/Z 31,3+3,8 21,9+51 395+53 46,7+9,0 3686 39,8+3,3 67,9+9,5
10f-E/Z 15,1+6,1 149+3.8 20,6+1,0 23,9+0,2 1103 17,2+ 4,6 31,4+49
cisplatin 52+0,5 57+0,6 21515 6,5+0,5 186 +2,0 17,4+18 13,0+1,7
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Tabela 3.23.In vitro citotokstna aktivnost sintetisanih semikarbazoda—6d i
njihovih derivata, karbazatnih estdrha-11f.

*|1C 50t SD (HM)

Jedinjenje

HelLa K562 Jurkat
4a 152,4+7,8 143,8 +4,9 74,5+ 8,0
4b 100,6 + 7,8 158,4 + 4,7 80,1+24
4c 42,7+7,0 955+5,1 155,7+4,8
4d 177,3+19,9 1915+7,5 126,3 + 10,3
4f 27,7+6,3 81,5+4,7 51,2+5,7
5a 85,6 + 15,7 91,7+0,1 76,925
5b 57,2+ 16,0 163,7 +19,3 119,6 + 14,6
5¢c 21,4+3,2 71,6 +4,7 87,4+35
5d 189,9+17,5 199,2+1,4 169,0+ 2,7
5f n.o. n.o. n.o.
6d 192,4 +6,6 191,3+7,9 180,1 +18,1
1lla 144,0 + 15,2 112,7+7,1 69,8+2,2
11b 132,5+17,5 100,0 + 8,6 75,4+4,4
1llc 62,5+4,3 113,0+12,8 75,8 +9,6
11d n.o. n.o. n.o.
11f 22,4+1,9 405+4,1 31,8+0,1
SKd > 200 > 200 > 200
Cisplatin 46+0,1 6,0+0,1 3,4+£0,2

SKd- semikarbazid n.o. — nije odiigano

Tiosemikarbazo2b i tijadiazolin 8a su ispoljili najvisi intenzitet citotok&ne aktivnosti
prema HelLaelijskoj liniji adenokarcinoma cerviksa sasiG/rednostima od 7,6 1 7,8
uM. Svi tiazolidinoni ispoljili su jaku citotoksnost na HelLaelijama u opsegu od 8,9
do 15,1 uM. Medu ispitivanim semikarbazonima i njihovim derivatinrajbolju
citotoksknost ispoljila su jedinjenj&c, 4f, 11f sa I1Go vrednostima u opsegu od 21,4
UM do 27,7uM.

Kada je u pitanju citotok&na aktivnost prema K56&lijskoj liniji hroni¢ne mijeloidne
leukemije, najbolje dejstvo pokazali su tiosemilkeatmi2b i 2¢ (ICso = 6,7uM), dok se
isticu jedinjenja2a, 2f, 3a, 8a sa G vrednostima u opsegu od 8,8 uM do 1{i)\3.
Sintetisani tiazolidin-4-oni sa Kg vrednostima u opsegu 8,8-21, ispoljili su
najjate dejstvo upravo prema oveéglijskoj liniji, dok se za semikarbazone i njihove
derivate, nasuprotc¢ekivanjima, ispostavilo da su vrlo slabo aktivrauzetak je bilo
jedinjenje 11f koje je pokazalo umereno citotokso dejstvo (IGy: 40,5 uM) prema
ovoj ¢elijskoj liniji.
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Rezultati ispitivanja citotoksnosti semikarbazona i njihovih derivata prema Jurka
¢elijskoj liniji ukazuju na isti trend kao i za K56&lije: kao najaktivnije jedinjenje
pokazao se progesteronski karbazatni ekstafICsy: 31,8 pM), a kao najmanje aktivha
jedinjenja2d, 3d i 7d (ICsp: 126,3-180,1 uM). Semikarbazonski derivati isgio§u
nesto viSu citotokgnu aktivnost prema Jurkatelijama T-limfocitne leukemije, u
odnosu na aktivhost prema K56&lijama hronine mijeloidne leukemije (16
vrednosti u opsegu od 51,2 uM do 119,6 uM).

Kada je u pitanjutelijska linija adenokarcinoma dojke, MDA-MB-361, Ika vetina
sintetisanih jedinjenja je bila slabo aktivna ifakticno neaktivha prema oveglijskoj
liniji. Najjacu citotoksénu aktivnost je ispoljio progesteronski mono-tiogarbazon
2f ¢ija je 1Csp vrednost iznosila 8,dM. Tiazolidin-4-oni9a, 9c¢, 9f-E, 10ci 10f pokazali
su dobro citotokgno dejstvo na MDA-MB-36Xelijama (IGo vrednosti u opsegu od
12,7 pM do 20,6uM). Ova jedinjenja su ispoljavala zapravo boljuotiksinu
aktivnost od hemioterapeutika cisplatina (21\5).

Po svojoj jakoj citotokshoj aktivnosti prema drugoj ispitivanogelijskoj liniji
karcinoma dojke, MDA-MB-453, izdvojili su se tiosé&@rbazoni2b, 2c i 2f sa 1Gyo
vrednostima od 6,8 pM do 6,9M, dok su tiazolidin-4-oni imali nize citotoksio
dejstvo (devet od ukupno petnaest uzoraka tiazmith,9a-c, 9e-f i 10f, imalo je IGg
vrednosti u opsegu od 21,5 do 29,4 uM).

Jedinjenja koja su ispoljila nafja citotoksénu aktivnost prema celijama
adenokarcinoma debelog creva, LS174, su mono-tidsebazon2f (ICso 9,2 uM) i
bis(tijadiazolin) 8a (ICso 12,6 uM). Jedinjenja2b, 2c i 8e su pokazala umereno
citotokstno dejstvo (IGp vrednosti: 35,2, 26,2, 42,6 uM), dok je jedinjeBpeimalo
slabije citotoksino dejstvo (IGy vrednost 61,3uM). Od svih ispitivanih malignih
¢elijskih linija ¢elije kolorektalnog adenokarcinoma LS174 su se paleakao najmanje
osetljive na citotoksno delovanje sintetisanih tiazolidin-4-ona. Ipalazolidin-4-on
10f (ICs0 11,0uM) ispoljavao jecak bolju citotoksinost od cisplatina (1§ 18,6uM), a
jedinjenjel0b (ICso 21,8uM) aktivnost vrlo blisku cisplatinu.

Mono-tiosemikarbazoni2a, 2b, 2c i 2f (ICso: 8,6-10,3 uM) su pokazali jako

citotokstno dejstvo na A54%elijama karcinoma plia, koje je bilo neSto bolje u
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poreienju sa dejstvom cisplatina @€ 14,4 uM). Medutim, ono Sto svakako ne ide u
prilog pomenutom rezultatu je€injenica da je citotok8ha aktivhost navedenih
jedinjenja bila jo$ izrazajnija prema normalnim ramm fibroblastima pléa MRC-5
(ICs0: 6,5-7,7uM). Ipak, i cisplatin, hemioterapeutik koji se deigama koristi za
le¢enje mnogih tipova malignih tumora, uldjjuci i karcinom pli¢a, bio je jednako
neselektivan prema A54@lijama u odnosu na MRC¢glije.

A549 ¢elije su se pokazale kao osetljive na citottksidelovanje tiazolidin-4-on8a,
of, 10a— i 10f (ICsp: 17,2—-27,6uM) s citotoksénim aktivnostima u nivou cisplatina
(ICs0: 17,4 uM). Nasuprot tiosemikarbazonima koji nemaju dobelektivnhost u
citotoksécnom dejstvu prema A548elijama u odnosu na normalne MRCéBlije,
citotoksiénost najaktivnijin tiazolidin-4-ona bila je dva dbyi puta niza prema
normalnim fibroblastima plia MRC-5 sa Ig, vrednostima 31,4—62 d\.

Rezultati ispitivanja su pokazali da selije hrontne mijeloidne leukemije K562 i
adenokarcinoma cerviksa Hela bile najosetljivije rmatotokstno delovanje
novodobijenih tiosemikarbazona i njihovih derivadgk su MDA-MB-361 ¢elije
adenokarcinoma dojke i LS1%&¢lijle adenokarcinoma kolona bile najmanje osetljive
lako su MDA-MB-361 ¢elije gotovo za tré&nu ispitivanih tiazolidin-4-ona bile
osetljivije u odnosu na cisplatin, pokazale su @@ kajmanje osetljive na dejstvo novih
tiosemikarbazona i tijadiazolina, izuzev progestekmg mono-tiosemikarbazoé

Gotovo svi semikarbazoni i njihovi derivaifigbela 3.21) su, suprotno @kivanjima,
ispoljili vrlo slabu citotoksinu aktivnost prema K562elijama, a neSto zdajniju
prema Jurkatelijama. HeLacelije su bile najosetljivije na citotoksio delovanje Sest
semikarbazona i karbazatnih estara. Najaktivnggnjenja prema testiranim malignim
¢elijskim linijama bila sudf, 5¢i 11f, a koja su pokazala umereni intenzitet citotksi

aktivnosti.

HelLa celije su se pokazale kao najosetljivije na citoitks delovanje mono-
tiosemikarbazon&b i 2f, bis(tijadiazolina)8a i mono-tiazolidinonaba, 9ci 9f. K562
¢elije su bile najosetljivije nanonctiosemikarbazon@b—ci 2f, bis(tijjadiazolin)8a i
tiazolidin-4-one9a—¢ 9f, 10ai 10c Celijska linija karcinoma dojke MDA-MB-453 je

bila najosetljivija na citotok&no dejstvo mono-tiosemikarbazo2h—c i 2f, dok su
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MDA-MB-361 celije adenokarcinoma dojke bile najviSe osetljivee progesteronski
mono-tiosemikarbazo@f i tiazolidin-4-one9a, 9c, 9f i 10f, aktivnije i od cisplatina.
LS174 ¢elije su bile najosetljiviie na jedinjenf, 8a i 10f, aktivnija od cisplatina i
bis(tiazolidin-4-on)10b sa aktivnho&u u rangu cisplatina. A54&lije karcinoma pléa

su bile najosetljivijie na mono-tiosemikarbazazee-c i 2f i tiazolidin-4-one9f i 10f
aktivnije od cisplatina. Pomenuti tiosemikarbazoifiisu joS aktivniji prema normalnim
fibroblastima pléa, a tiazolidin-4-oni su bili dva—tri puta aktivingrema A54%elijama

u odnosu na MRC-Belije. Na Jurkatelijama je ispitano samo dejstvo semikarbazona i
njihovih derivata, pricemu je jedinjenjellf imalo najviSi intenzitet citotok&nog
dejstva u odnosu na ostala testirana jedinjenjsy: (81,8 uM), mada gotovo deset puta

niZi od cisplatina.

Poreienjem Gy vrednosti dobijenih za tiosemikarbazorikaljela 3.2) moze da se
dode do zakljgka da su najviSe citotoksie aktivnosti prema svim ispitivanim
¢elijskim linijama, a iste su daleko viSe u pdeaju sa aktivnostima polaznih steroida
la—f ili samog tiosemikarbazida, ispoljavali metiosemikarbazoni2a—-c i 2f.
Bis(tiosemikarbazoniBa—f su ispoljavali daleko nize aktivnosti od analognih ren
tiosemikarbazona Sto je pokazalo dademe drugog tiosemikarbazonskog fragmenta
nije dovelo do boljeg citotok&mog dejstva jedinjenja. Ovim je pofienacinjenica da

je, poreda,p-nezastenog tiosemikarbazona u polozaju C-3, za aktivrsdstoidnih
tiosemikarbazona odgovoran i supstituent u poloZaji7. Dakle, 17-okso grupa u
androstanskim mono-tiosemikarbazoniria, 2b i 2c, odnosno 17-acetil grupa u
progesteronskom derivat@f, zna&ajno su poj&avale aktivnosti tiosemikarbazona.
Medutim, treba imati u vidu da aktivnost novosintatisgjedinjenja ne zavisi iskljiivo

od prisustva oddenih funkcionalnih grupa, nego i od prostornog oasga istih. Kako
su eksperimenti teeni saE/Z smeSama stereoizomernih tiosemikarbazona, u ovom
slucaju nije bilo mogude da se sa sigurn@s tvrdi koji od izomera je u ¥®] meri
doprinosio citotoksinom delovanju jedinjenja, nafito iz razloga Sto do danas ne
postoji dovoljno literaturnih podataka na ovu temledina dostupna literatura o
izomerima koji bi mogli da se primene na steroitinsemikarbazone zapravo govori o

{7, prema navedenim

razlikama u citotokgnom delovanjue- i Z-steroidnih oksim
referencama, nisu utiene bitne razlike po pitanju citotokse aktivnosti.

Medusobnim poréenjem citotokginosti derivata sa spiro-1,3,4-tijadiazolinskim
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prstenom kao sastavnim delom strukture z&kijo je da je serija jedinjenja koja sadrze
dva spiro-prstena8g—e) ispoljavala bolju aktivnost u odnosu na serijyegnim spiro-
prstenom Ta—f i 8f), koja je bila praktino neaktivha prema gotovo svim testiranim
malignim ¢elijskim linijama. Imajéi u vidu ovaj rezultat, nande se zakljgak da je
upravo spiro-heterocildni supstituent u polozaju C-17 taj koji pozitivndice na
citotoksinu aktivnost sintetisanih tijadiazolina.

Zahvaljujui ¢injenici da su uspesno izolovani dijastereomatist glavni, €)-izomeri
vecine mono-tiazolidin-4-onag— i 9f), u ovoj seriji derivata steroidnih hidrazona bilo
je mogue da se uporede aktivnosistih (E)-izomera sa aktivnostimaEfZ)-smesa.
Poretenjem 1G, vrednosti prikazanih Tabeli 3.22 utvrdeno je da nije bilo zriajne
razlike u citotoksinosti E/2)-smeSa tistih (E)-izomera, izéega moze da se zakijuda
konfiguracija oko C(3)=N1 dvostruke veze nema uticaq aktivnost tiazolidin-4-ona.
Upravo iz ovog razloga, kao i radi boljeg pdeaja aktivhosti montiazolidin-4-ona sa
aktivnostima bis(tiazolidin-4-ona)Oa-f i tiosemikarbazona izolovanih u vid&/%)-
smesa, svi eksperimenti suieai sa smeSama izomera.

Rezultati ispitivanja citotoks&nosti tiazolidin-4-ona su pokazali da metiazolidin-4-
oni 9a, 9b, 9c i 9f ispoljavaju najviSu citotok&nu aktivnost prema svim testiranim
¢elijskim linijjama, u nekim skajevima viSu od aktivnosti tiosemikarbazona iz kau
nastali,2a— i 2f.°* Aktivnosti bis(tiazolidin-4-onall0a-f, iako nesto nize u odnosu na
seriju monetiazolidin-4-ona9a-f, bile su znatno viSe od aktivnosti odgovaédju
bis(tiosemikarbazonaja— koji su se pokazali kao pra&tio neaktivni prema skoro
svim ispitivanim malignim éelijskim linijama® StaviSe, i najmanje aktivni &4
supstituisani derivati9d, 9e¢ 10d i 10e ispoljili su daleko viSu aktivhost od
tisemikarbazona iz kojih su nastali. Dobijeni reatilnavode nas na zakéak da tip
heterociklizacije tiosemikarbazonskog jezgra zdpgopu tiazolidin-4-onima u polozaju
C-3, a nar¢ito u polozaju G17 ili C-20, povéava antikancersku aktivhost dobijenih
derivata.

Semikarbazoni i karbazatni e&frsu se pokazali kao najmanje citot@ksi jedinjenja
od svih derivata steroidnih hidrazona sintetisanibvoj disertaciji. U véni slucajeva,
naraito kod Helacelija, mono-semikarbazorda, 4b i 4c su bili manje aktivni od
bis(semikarbazonaja, 5b i 5c. Karbazatni estrillai 11f bili su aktivniji od mono-
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semikarbazona iz kojih su nastali. U skladu &akivanjima, sintetisani semikarbazoni
bili su znatno manje aktivni od njihovih sumporndnaloga, tiosemikarbazona.
Ocigledno je da zamena tiokgpupe karbonilnom u derivatima steroidnih hidrazona

dovodi do dramathog smanjenja citotok&ie aktivnosti.

Razmatranjem tipa steroidnog jezgra postaje jasm@lahovi serija sumpornih -3
supstituisanih steroidnih derivatatjBsemikarbazon?a, 2b, 2ci 2f, 3-tijadiazolini 7a,
7b, 7ci 7f i 3-tiazolidin-4-oni9a, 9b, 9c i 9f) ispoljavaju mdusobno skinu aktivhost
prema véini testiranih malignihcelijskih linija. Prim&eno je da ni izostanak metil-
grupe CH-19 ni supstituent u polozaju-T7 (bilo da je u pitanju X@kso ili 17
COCHg) niti stepen neza&tnja polaznih steroida ne igraju Zamu ulogu u meri
ispoljavanja citotoksne aktivnosti. Isti trend je postojao i kod bisfoédin-4-ona)
10a 10b, 10ci 10f.

Sto se tte 3,17bis(tijadiazolina), evidentno je da su jedinjedja sa androstenskom
strukturom i8c saA” ! nezasienjem pokazala dobru citotoksi aktivnost, ali samo
prema HelLa i MDA-MB-452elijskim linijjama. Jedinjenj8e sa 1b-OCOCH; grupom
pokazalo je umerenu citotokau aktivnost prema svim testiraniéelijskim linijjama,
dok je jedinjenjeBa sa 19-norandrostenskom strukturom ispoljilo vrébi aktivnost
prema svim malignindelijskim linijama, osim prema MDA-MB-36delijama.

Kada je ré o semikarbazonima den je interesantan trend za njihovu citotdkest
prema Hel&elijama. Naime, bilo da su u pitanju merib bis(semikarbazoni) ili pak
karbazatni estri dobijeni iz morsemikarbazona, najnizu citotoksost su ispoljavali
derivati 19norandrostendiona, sledili su derivati androstemalo zatim A%
androstendiona, dok su najviSu aktivnost imali\aggriprogesterona. Ono Sto je téko
evidentno na osnovu kgvrednosti dobijenih za K562 i Jurk&lijske linije, ponovo su
se derivati progesteronagtéje njegov monesemikarbazon i karbazatni estar, pokazali
kao najaktivniji. Podatak o citotoksiosti progesteronskog bis(semikarbazobé)
nazalost izostaje jer je jedinjenje izuzetno slalstvorno, pa nije bilo modge
izvodenje eksperimenta.

Medutim, ono Sto je definitivno uticalo na citoto&sost steroidnih derivata bila je
supstitucija ld&-vodonikovog atoma protedonorskom OH grupom koja je za
posledicu imala drastan pad aktivnosti derivata. Semikarbazoni sa ovastomn

supstitucije u polozaju b1 4d, 5di 6d, bili su najmanje aktivni. Aktivhost karbazatnog
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estralld nazalost nije odena zbog slabe rastvorljivosti jedinjenja u DMS(bdalje,
1la-hidroksi tiosemikarbazor2d, tijadiazolin7d i tiazolidin-4-oni9d i 10d, ispoljili su
najnize aktivnosti unutar svojih serija prema sviestiranim malignim ¢elijskim
linijama, osim prema K562elijskoj liniji za koju su progesteronski derivamali nize
aktivnosti od l1la&-hidroksi derivata. Bis(tiosemikarbazol®d takaie je imao loSu
aktivnost. Nasuprot tome, udenje OCOCH umesto OHgrupe u 1&-polozaj, Sto je

sluitaj kod jedinjenj&e 7e 9ei 10e znatno je poboljSavalo aktivnost ovih jedinjenja.

Sumiranjem prikazanih rezultata moze da séeddo zaklj¢ka da sua,p-nezasieni
supstituenti u € polozaju tiosemikarbazona ili tiazolidin-4-ongire-heterocikléni
prsten ili okse ili acetil-grupa u polozaju €7 i tiazolidin-4-onski prsten u poziciji-C
17 ili C-20 strukturni fragmenti koji su u naj@ meri odgovorni za citotok&nu

aktivnost novosintetisanih steroidnih hidrazonghavih derivata.
3.2.2. Ispitivanje citotokstnosti na PBMC

Derivati steroidnih hidrazona koji su ispoljili n&i intenzitet citotoksine aktivnosti
prema ispitivanim maligninéelijskim linijjama, mono-tiosemikarbazoBa, 2b, 2ci 2f,
bis(tijadiazolini)8a i 8e, kao i svi tiazolidin-4-oni osim Xiksupstituisanih, odabrani su
za dalja ispitivanja citotok&nosti na normalnim humanim mononuklearntalijama
periferne krvi (PBMC), kako na nestimulisanim, takoa ¢elijama stimulisanim da
proliferiSu poméu mitogenditohemaglutinina (PHA) (PBMC, odnosno PBMC+PHA).

Kao pozitivha kontrola je koré&n hemioterapeutik cisplatifdbela 3.24.

Svi ispitivani derivati steroidnih hidrazona, ositiwsemikarbazon&c, pokazali su
slabiju citotoksinu aktivnost prema nestimulisanim PBMC nego pretimausisanim
PBMC.
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Tabela 3.24. In vitro citotokstna aktivhost prema PBMC za: a) najaktivnije
tiosemikarbazone, jedinjenjaa, 2b, 2c i 2f, i tijadiazoline,8a i 8¢ i b) odabrane

tiazolidin-4-one, jedinjenj8a—c, 9f, 10a—ci 10f.

a)
T IC50 % SD (M)
Jedinjenje - -
PBMC PBMC+PHA
2a 44,1 + 13,7 40,1 +13,8
2b 15,7+ 3,0 14,3+45
2c 249+ 14,8 26,9 + 22,7
2f 20,0+ 14,3 13,1+6,1
8a > 200 197,3+ 3,8
8e > 200 159,5 + 56,3
Cisplatin 60,8 +12,6 23,6 +4,7
8z getiri nezavisna eksperimenta (zdravi donori krvi)
b)
Jedinjenje 5 ICs0 £ SD (M) 5
PBMC PBMC+PHA
9a 1458+ 2,5 92,1+14,3
9b > 200 155,7 £+ 13,3
9c 123,4+4,4 64,4+7,1
of 88,6 £ 11,6 64,7 + 8,0
10a 188,8 £ 15,9 88,1+8,6
10b 87,1+0,5 59,8 + 14,0
10c > 200 188,7 + 16,0
10f 1238+12,1 62,3+7,6
Cisplatin 71,3+8,20 32,9+3,7

%z dva nezavisna eksperimenta (zdravi donori krvi)

Izracunati koeficijenti selektivnosti (Ks), odnosi & vrednosti za normalne PBMC i

malignecelijske linije, prikazani su Tabelama 3.25 3.26

Testirani mono-tiosemikarbazoni su pokazali visiwwtoksinu aktivnost prema K562,
HelLa, MDA-MB-453 i A549¢elijama u odnosu na normalne nestimulisane i PHA-
stimulisane PBMC, dok za LS17#lije to vazi samo za mono-tiosemikarbazzin
Jedinjenje2a je pokazalo primetno viSu citotoksu aktivnost prema K562 i A549
¢elijama u odnosu na normalne PBMZE, prema K562 i MDA-MB-453 u odnosu na
nestimulisane i stimulisane PBMC,2d prema K562 i MDA-MB-453 u odnosu na

nestimulisane PBMC. Vrednosti dobijenih Ks izna8l yrstavaju pomenuta jedinjenja
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u grupu jedinjenja koja imaju potencijal da se, dljucdalje procene njihove
antikancerske efikasnosti, ispitujuvivo.

Ks dobijeni za testirane bis(tijadiazolingd i 8e ukazuju na viSu citotok&nu aktivnost
prema svim ispitanim malignirelijskim linijjama u odnosu na normalne PBMC, osim
za odnos stimulisanih PBMC i MDA-MB-361 za jedine®a (Tabela 3.25. Ks ovih
jedinjenja za svéelijske linije osim za MDA-MB-361 v& je od 2,5, tanije kretu se u
intervalu od 4,7 do 25,5, Sto ubraja ova jedinjangrupu potencijalnih kandidata &
vivo ispitivanja antikancerske aktivnosti. Pored tdga,za jedinjenjeBa (9,7—25,5)su

zna&ajno vei od Ks za jedinjenj&e(4,7-6,6).

Kada su u pitanju tiazolidin-4-off,sva ispitivana jedinjenja ispoljila su vi$i intétez
citotoksiéne aktivnosti prema svim malignigelijskim linijjama, nar¢ito prema Hela,
K562, MDA-MB-361 i MDA-MB-453, kako u odnosu na rtiesulisane Tabela 3.26a
tako i u odnosu na fitohemaglutininom-stimulisan8MZ (Tabela 3.260.
Selektivnost pri antikancerskoj aktivnosti tiazolid-ona bila je veoma visoka, u
velikom broju sldajeva bolja nego za cisplatin, gemu su HelLa i K562elijske linije
bile najosetljivije na citotok&ne efekte ove klase jedinjenja. Pored toga, jedjaj@a, 9b,
104 10ci 10f su takade ispoljila vrlo dobru selektivnost pri antikandeyen delovanju
na humanéelijske linije kancera dojke, MDA-MB-361 i MDA-MB&B, kao i n&elije
karcinoma plda A549. Bis(tiazolidin-4-on)10f je pokazao i daleko ¢e intenzitet
citotoksiéne aktivnosti prema LS174 ¢eljama nego prema normalnim

imunokompetentnim PBMC.

Efikasno i selektivho ubijanje maligniéelija uz ispoljavanje minimalne toksiosti

prema normalnim netransformisaniéelijama, a naréto premacelijama imunskog
sistema koje &estvuju u antikancerskom imunskom odgovoru, izuzetn vazna
svojstva pri razvoju novih antikancerskih lekovdoda, vrlo dobra selektivnhost pri
citotokstnom delovanju ispitivanih derivata steroidnih hidbaa prema humanim
malignim c¢elijskim linijama (posebno prema K562 i Hekalijama) u pordenju sa

normalnim humanim PBMC, ukazuje na Zamn antikancerski potencijal ovih

jedinjenja, koji bi trebalo dalje da se ispitujevivo.
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Tabela 3.25.Koeficijent selektivnosti (Ks) u antikancerskomsteu mono-tiosemikarbazorize, 2b, 2c, 2f i bis(tijadiazolina)
8ai 8eu odnosu na a) nestimulisane i b) stimulisane PBMC.

a)

b)

Koeficijent selektivnosti (Ks)

Jedinjenje PBMC/ PBMC/ PBMC/ PBMC/ PBMC/ PBMC/
Hela K562 MDA-MB-361 MDA-MB-453 LS174 A549
2a 2,4 3,9 0,3 1,0 0,7 4,3
2b 2,1 2,4 0,8 2,3 0,5 1,8
2¢ 1,4 3,7 1,3 3,6 1,0 2,6
2f 2,3 3,0 2,3 2,9 2,2 2,3
8a > 25,5 > 22,8 >1 > 18,1 >15,9 >9,7
8e > 5,4 >55 >1 > 6,6 > 4,7 >5,6
Cisplatin 28,9 11,3 3,6 16,9 3,4 4,2
Koeficijent selektivnosti (Ks)
Jedinjenje PBMC+ PHA/ PBMC+ PHA/ PBMC+PHA/ PBMC+ PHA/ PBMC+ PHA/ PBMC+ PHA/
Hela K562 MDA-MB-361 MDA-MB-453 LS174 A549
2a 2,2 3,6 0,3 0,9 0,7 3,9
2b 1,9 2,2 0,7 2,1 0,4 1,6
2c 1,6 4,0 1,4 3,9 1,0 2,8
2f 1,5 2,0 1,5 1,9 1,4 1,5
8a 25,2 22,5 <1 17,9 15,7 9,6
8e 4,3 4,4 2,9 5,3 3,7 4,5
Cisplatin 11,4 4.4 14 6,5 1,3 1.4
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Tabela 3.26 Koeficijent selektivnosti (Ks) u antikancerskorgjstvu odabranih tiazolidin-4-ona, jedinjer§a—c, 9f, 10a—c i

10f, u odnosu na)anestimulisane i b) stimulisane PBME.

a)

b)

Koeficijent selektivnosti (Ks)

Jedinjenje PBMC/ PBMC/ PBMC/ PBMC/ PBMC/ PBMC/
HelLa K562 MDA-MB-361 MDA-MB-453 LS174 A549
9a 16,3 16,6 11,5 6,2 3 6,5
9b > 18,6 > 23 >7,8 > 8,4 >4 > 4,0
9c 13 14 6,3 4,7 2,4 3,1
of 10 10,2 6,1 4,1 1,8 4,8
10a 14 21,3 5,2 6,1 4.4 7,5
10b 6,7 8,3 2,9 2,3 4,0 3,2
10c >17,8 > 20,8 >8,1 >6 >4,2 > 8,0
10f 8,2 8,3 6 5,2 11,3 7,2
Cisplatin 13,6 12,6 3,3 11,1 3,8 4,1
Koeficijent selektivnosti (Ks)
Jedinjenje PBMC+PHA/ PBMC+PHA/ PBMC+PHA/ PBMC+PHA/ PBMC+PHA/ PBMC+PHA/
HelLa K562 MDA-MB-361 MDA-MB-453 LS174 A549
9a 10,3 10,5 7,3 3,9 1,9 4,1
9b 14,5 17,9 6,1 6,6 3,1 3,1
9c 6,8 7.3 3,3 2,5 1,3 1,6
of 7,3 7,5 4,5 3,0 1,3 3,5
10a 6,5 9,9 2,4 2,8 2,1 3,5
10b 4,6 5,7 2,0 1,6 2,7 2,2
10c 16,8 19,6 7,7 5,6 3,9 7,6
10f 41 4,2 3,0 2,6 5,7 3,6
Cisplatin 6,3 5,8 15 51 1,8 19
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3.2.3. Promene u distribuciji HeLa i K562¢elija po fazamacéelijskog ciklusa

S cillem da se rasvetle mehanizmi citotékeg delovanja novih steroidnih derivata
ispitivane su promene u raspodeli HeLa i K5&2ija po fazamacelijskog ciklusa
nastale kao posledica tretirardg@ija 1Cso i dvostrukim 1Go koncentracijama jedinjenja
23, 2b, 2¢, 2f, 8ai 8¢ 9ai 10au trajanju od 24 i 48 f-°

Svi ispitani derivati steroidnih hidrazona, bilo &a primenjeni u Ig ili 2ICs
koncentracijama pri periodu inkubiranja od 24 iB 4, doveli su do promena u

distribuciji ¢elija po odréenim fazamaelijskog ciklusa HelLa i K562elija.

Porelenjem raspodele tretiranin Heléelija sa kontrolnim¢elijama utviieno je
statisttki znatajno povéanje procentgelija u subG1 fazi, zavisno od primenjene doze
testiranih jedinjenja i od vremena inkubiranj&lika 3.10. Pritom su mono-
tiosemikarbazoni2a, 2b, 2c i 2f, nar@ito pri 2ICso koncentraciji i inkubacionom
periodu od 48 h, doveli do z&ggnijeg povéanja procenta apoptotskéelija u sub-G1
fazi, u odnosu na procente Hel&lija u sub-G1 fazi koje su bile tretirane
tijadiazolinima,8ai 8e Do zn&ajne akumulacije HelLéelija u S fazi dolazilo je usled
tretiranja 21Go koncentracijom jedinjenj@e kako nakon 24 h tako i nakon 48 h
delovanja ili 1G koncentracijom jedinjenj&e pri inkubaciji u trajanju od 48 h.
Tiazolidin-4-oni 9a i 10a primenjeni pri IGy i dvostrukim 1Go koncentracijama u
trajanju od 24 h ili 48 h indukovali su statéli znatajno povéanje Helacelija u
subG1 i G2/M fazamaelijskog ciklusa u porenju sa kontrolnim uzorkondelija
(Slika 3.10. Ove promene su pf@ne znd&ajnim smanjenjem procenta tretiranih HeLa
¢elija u G1 fazi. Pored toga, izloZzenost jedinjedguu 21Gs5o koncentraciji u trajanju od
24 h i 1G koncentraciji u trajanju od 48 h dovela je doéajae akumulacije HelLa
¢elija u S fazi, dok je statiski znaajno povéanje procentéelija u S fazi priméeno u
HeLacelijama tretiranim sa obe koncentracije jedinjelfjau trajanju od 24 h ili 48 h.
Tretman K562¢elija 1Cso koncentracijama ispitivanih tiosemikarbazonaadigzolina
dovodio je do zn&jnog vremenski-zavisnog paanja brojacelija u subG1l fazi u
odnosu na uzorak kontrolnitelija (izuzetak su jedinjenjda i 8a posle inkubacije u
trajanju od 24 h). Pored toga, sva ispitivana jedija primenjena pri 216
koncentraciji dovela su do statidti znatajnog povéanja procenta K562elija u subG1
fazi pri inkubaciji u trajanju od 24 h kao i 48 @lika 3.11).
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U c¢elijama humane mijeloidne leukemije K562 tretmanylC2ICso koncentracijama
mono-tiazolidin-4-on®a u trajanju od 24 h i 48 h prouzrokovao je statistznatajno
poveanje procentgelija u subG1 fazéelijskog ciklusa, kao i do zdajnog povéanja
u G2/M fazicelijskog ciklusa u porenju sa kontrolnintelijama Slika 3.11). Takaie
je evidentirano i zn@mjno smanjenje procenta K56eelija u fazama G1 i S.
Bis(tiazolidin-4-on) 10a u obe primenjene koncentracije doveo je do ¢ajme
akumulacije K562¢elija u subG1 i G2/M fazamaelijskog ciklusa u pokenju sa
kontrolnim uzorkom. Pored toga, priden je i statistiki znatajan pad procenta K562
¢elija u G1 fazi, dok je redukovan bréglija u S fazi bio statistki znatajan samo

ukoliko je tretman trajao 24 h.

a)
A B 3 subG1
HeLa IC5q 24h HeLa 2IC5, 24h = G1
il S
El G2/M
S
E
X
K 2a 2b 2c 2f 8a 8e K 2a 2b 2c 2f 8a 8e
Cc HeLa IC5; 48h D HeLa 2IC5, 48h

K 2a 2b 2c 2f 8a 8e K 2a 2b 2c 2f 8a 8e
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b)

A B 3 subG1
HelLa IC5 24h HeLa 2IC5y 24h = G1
80 . 80 [ I
70 * 70 * * E G2/M
60 60
S, 504 s 50
E 40 . § 404
52 30- 52 30 . *
204 * * . * 20- * % * %
10 lll 10
(= 0-
K 9a 10a K 9a 10a
C HeLa IC5, 48h D HelLa 2IC5y48h

K 9a 10a K 9a 10a

Slika 3.10.Promene u distribuciji HeLéelija po fazamaelijskog ciklusa.
Analizacelijskog ciklusa je vrSena na Hetalijama koje su bile tretirane #gili 2ICsq
koncentracijama a) mono-tiosemikarbaz@aa2b, 2c, 2f, bis(tijadiazolina)8ai 86 i

b) tiazolidin-4-on&ai 10&> u trajanju od 24 ili 48 h. Rezultati eksperimenia s
predstavljeni kao srednja vrednost + standardngatge tri nezavisna eksperimenta.
Za statisitku obradu podataka je kotgn program ANOVA prEéemu su statistki

znaajne vrednosti (p < 0,05) oztene zvezdicom (*).
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B 3 subG1
K562 IC5q 24h K562 2IC5, 24h E 21
60+ 60+ Bl G2/M

K562 IC5o 48h D K562 2IC5q 48h

|

2a 2b 2c 2f 8a 8e

2a 2b 2c 2f 8a 8e
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A B [ subG1
K562 IC5y 24h K562 2ICs5, 24h 1 G1
80- 80- =
704 * * 704 * * Bl G2/M
60-] 60-]
®, 50 S, 50+
3 40- g 401
= 304 X 304
* . * *
20 . . * 20- * ¥ x *
104 10-
o) ndN o0 o) lllc| Malnl
K 9a 10a K 9a 10a
C K562 IC5, 48h D K562 2IC5,48h
80 80-
704 70
*
60+ . * 60 .
S 50- 3, 504
E 404 E 40
= 30- . * =2 30- *
20- * % * 20- * *
el | WA M| | Mol O
0- T T 0- ' rl'
K 9a 10a K 9a 10a

Slika 3.11.Promene u distribuciji K56&elija po fazamaelijskog ciklusa.
Analizacelijskog ciklusa je vrSena na K562lijama tretiranim IGg ili 2ICsq
koncentracijama a) mono-tiosemikarbaz@aa2b, 2c, 2f, bis(tijadiazolina)8ai 86 i
b) tiazolidin-4-onaai 10&> u trajanju od 24 ili 48 h. Rezultati eksperimenia s
predstavljeni kao srednja vrednost + standardngabge tri nezavisna eksperimenta.
Program ANOVA je kori&en za statistku obradu podataka pfemu su statistki

znaajne vrednosti (p < 0,05) oztene zvezdicom (*).
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3.2.4. Detekcija tipacelijske smrti HeLa éelija
3.2.4.1. MorfoloSka analiza tipatelijske smrti fluorescentnom mikroskopijom

Tip ¢elijske smrti koju indukuju jedinjenjda, 2b, 2c, 2f, 8ai 8¢ 9ai 10ana HelLa
¢elijama ispitana je morfoloSkom analizom fluoresoem mikroskopijom ciljnircelija
obojenih smeSom boja akridoranz i etidijumbromid Glika 3.12. Kao pozitivha
kontrola korigen je hemioterapeutik cisplatin.

Na fotomikrografijama Helacelija koje su bile tretirane 2ig koncentracijama
(odreiene MTT testom nakon 72 h delovanja) steroidnilinjedja u trajanju od 24 h
mogla su da se e tipicna morfoloSka obelezja apoptoze - skupljakgija,
kondenzacija hromatina, smanjivanje i fragmentacijftleusa, prisustvo narandzasto-
crveno obojenihelija u kasnoj fazi apoptoze ili sekundarne nekrdgeizni oblik
HelLa ¢elija koji je zapaZzen pri tretmanu jedinjenjinga i 10a jednim delom je
uzrokovan i zaustavljanjem u G2/M fa@lijskog ciklusa ccemu svedd eksperiment
analizecelijskog ciklusa.
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kontrola

cisplatin
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b)

kontrola

Slika 3.12.Indukovanje apoptoze Heléalija mono-tiosemikarbazoninta, 2b, 2¢, 2f,
bis(tijadiazolinima)8ai 8™ i tiazolidin-4-onimaa i 10a%*

3.2.4.2. Detekcija tipacelijske smrti protoénom citometrijom

Identifikacija HeLacelija u razltitim stadijumima apoptoze indukovane ispitivanim
steroidnim derivatim&a, 2b, 2¢c, 2f, 8ai 8e uraiena je protdnom citometrijom nakon
bojenjacelija smeSom boja aneksin-FITC (A) i propidijumjodid (P)®* Frakcija Zivih
¢elija (A/P) koja nije prikazana n&lici 3.13. najzastupljenija je u netretiranim
kontrolnim ¢elijama. Tretman Hel&atelija 21Csy koncentracijama ovih steroidnih

derivata je doveo do pog@nja procent&elija u ranoj fazi apoptoze (), ¢elija u
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kasnoj fazi apoptoze ili sekundarne nekrozeé/®B, kao i mrtvihéelija (A/P"). Dakle,
ovaj eksperiment je pokazao da novosintetisanaj@uaa prouzrokuju apoptozu HelLa

¢elija.

HeLa 2IC5q 24h

304
(Y

%C¢Celija
N
o
1

K 2a 2b 2c 2f 8a 8e

Slika 3.13.Analiza proténom citometrijom kontrolnih i tretiranih Hel&elija obojenih
aneksin VFITC-om i propidijum-jodidom. HelL&elije su bile tretirane 21§
koncentracijama steroidnih tiosemikarbaz@aa2b, 2c, 2f i tijadiazolina8ai 8eu

trajanju od 24 h. Rezultati su prikazani kao sradmgdnost + S.D. dva nezavisna

eksperimenta.

3.2.5. Odrdlivanje ciljnih kaspaza

Kaspaze, aspartat-spetife cistein-proteaze, izuzetno su &jai wesnici signalnih
puteva apoptoze. Proizvode se u oblikaaktivnin monomernih prokaspaza koje
zahtevaju dimerizaciju i razlaganje za aktivaci{id apoptotskih kaspaz8, -8 i -9,
kaspaze -8 i -9 su inicijatorske, dok je kaspazedha od glavnih egzekutorskih
(efektorskih) kaspaza. Kaspaza-8 j&esnik spoljaSnjeg puta apoptoze koji pakre
ligandi koji se vezuju za receptore smrti. Kao pdgta raznihcelijskih stresova
mitohondrije otpuStaju citohromgs, formira se apoptozom i na taj dma se pokrée
unutradnji ili mitohondrijski put apoptoze posredsh kaspaze-Sika 3.14."""®
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Ligand [l Spoljasnji put Unutrasnji put Razni éelijski stresovi

Receptor I
o ~ (50 —=[wen]

Domen

i | Prokaspaze | _ M

3,6, 7

Pro- Aktivna Aktivna | l

kaspaza-8 | | kaspaza 8 kaspaza 9
-

Aktivne
—> | kaspaze| < Apoptozom
3,6, 7 “
pro L
kaspaza 9
Apoptoza

FADD — domen smrti povezan sa ligandom Fas; APARpeptotski proteazno aktivirgjufaktor 1;
BID — proapoptotski Bcl-2 protein koji sadrzi sabl; domen; tBID — kaspazom-8 aktivirani BID

Slika 3.14.Spoljasnji i unutrasnji put apoptoze

Odgovor na pitanje koje od apoptotskih kaspaza-8 i -9 Wwestvuju u indukciji
apoptoze HelLacelija izlozenih dejstvu sintetisanih derivata siénth hidrazona
dobijen je upotrebom spedifiih inhibitora tih kaspaza, fluormetilketoni
derivatizovanih peptida, Z-DEVD-FMK (inhibitor kaape-3), Z-IETD-FMK (inhibitor
kaspaze-8) i Z-LEHD-FMK (inhibitor kaspaze-9) @emu je meren procenat HelLa
¢elija u subG1 fazi, odnosno procenat apoptotékiija (Slika 3.15.

Za svako od ispitivanih steroidnih jedinjenja, pp&@o je zn&jno smanjenje procenta
HelLa ¢elija u subG1 fazi u uzorcima koji su pretretirapecifécnim inhibitorom
kaspaze-3, inhibitorom kaspaze-8, ili kaspaze-gatan tretirani 21Gy koncentracijom
jedinjenja, u odnosu na procenat Haladija u subGl1fazi u uzorcima koji su tretirani
samo jedinjenjem. Dakle, upotrebom bilo kojeg odkoris¢ena inhibitora kaspaza
poveano je prezivljavanje Heléelija Sto je dokaz da su ispitivana jedinjenja sihos

da posredstvom kaspaza aktiviraju kako spoljagip i unutrasnji put apoptoze.
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Slika 3.15.Odretivanje ciljnih kaspaza,aesnika u signalnim putevima apoptoze,

indukovanog najaktivnijim derivatima steroidnih radona.
Efekat primene specénih inhibitora kaspaza (PEVD-FMK - inhibitor kaspaze; Z-
IETD- FMK - inhibitor kaspaz8; Z-LEHD-FMK - inhibitor kaspaz®) na procenat
HeLacelija u subG1 faztelijskog ciklusa nakon tretiranja 2d€koncentracijama

tiosemikarbazon@a—ci 2f, tijadiazolina8ai 8™ kao i tiazolidin-4-on®ai 10a°
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3.2.6.In vitro test za angiogenezu ili test genja cevi od endotelnihéelija

Kako bi malignacelija neometano dopremila nutrijente i kiseonikrpbhe za opstanak
ona tezi da proSiri i razgrana mrezu krvnih sudmdnosno zapinje proces
angiogeneze. Novonastali krvni sudovi su struktumeorganizovani, proSireni i
propustljivi tako da pouw&avaju verovatnéu metastaziranja tumora. Pored toga&elu
materije koje spr&@vaju proces apoptoze. Stoga je jedna od stratégijbe protiv
malignih tumora upravo inhibiranje procesa angi@gen Inhibitori angiogeneze su
manje toksini od standardno koik&nih hemioterapeutika i koriste se paralelno uz

operaciju, hemioterapiju ili zéanje?

Kada se humane endoteltelije pugane vene, EA.hy926elije, zaseju na povrSinu
matriksnog matrigela one @ioju da se Sire, povezuju i reorganizuju tako danficaju
tubularne strukture nalik na kapilare i poligonabtrikture’® Ovaj esej primenjuje se
za ispitivanje sposobnosti jedinjenja da inhibirages angiogeneze vitro odnosno za
Ispitivanje antiangiogenetskog potencijala jedifgen

Reprezentativne fotomikrografije kontrolnih EA.hy®2celija i celija izloZenih
dvadesettasovnom delovanju suptoksih IC,, koncentracija novih najaktivnijih i
najselektivnijinh steroidnih derivata, tiosemikarbaa 2a, 2b, 2c, 2f, tijadiazolina8a i
8e’! i tiazolidin-4-onadai 10a° prikazane su n&lici 3.16.

Svi ispitivani tiosemikarbazoni i tijadiazolini spokazali sposobnost da inhibiraju
angiogenezu EA.hy92@elija in vitro. Najjadu antiangiogenetsku aktivnost due
pomenutim jedinjenjima ispoljio je bis(tijadiazolirBa. Mono-tiosemikarbazor?a
takade je pokazao izuzetan antiangiogenetski efekat,sdgbreostala jedinjenja, mono-
tiosemikarbazoni2b, 2c, 2f i narcito bis(tijadiazolin) 8e bila manje efikasna u
inhibiranju angiogeneze.

In vitro esej angiogeneze ukazao je na antiangiogenetskéediazolidin-4-onga i
10a primenjenih pri niskim suptok&im koncentracijama. Oba tiazolidin-4-ona
inhibirala su Sirenje i povezivanje EA.hy92€lija kao i formiranje tubularnih struktura

Sto sveddi o njihovom antiangiogenetskom potencijalu.
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a)

kontrola

kontrola
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b)

kontrola kontrola

10a

Slika 3.16.Efekti derivata steroidnih hidrazonainavitro angiogenezu EA.hy926
¢elija. Fotomikrografije kontrolnih EA.hy92€elija i ¢elija izloZenih suptokgnim 1Cy
koncentracijama a) mono-tiosemikarbaza®a Rb, 2¢, 2f) i tijadiazolina Ba, 8e)i b)

tiazolidin-4-ona 9a, 109 u trajanju od 20 h.

3.2.7. Efekat steroidnih derivata na ekspresiju geanu HelLa ¢elijama

Matriksne metaloproteinaze (MMP) su familija cinkvisnih proteinazaciji su
predstavnici MMP-2 i MMP-9. Ovi proteini se aktigju hidrolizom. GeniMMP-2 i
MMP-9 kodiraju enzime koji vrSe degradaciju kolagenaatiy, glavne strukturne
komponente bazalne membrane, i samim tifuutia svojstva bazalne membrane da
ometa pokretljivost malignibielija. Istrazivanja su pokazala da MMP-2 i MMP-8aig
klju¢nu ulogu u degradaciji ekstracelularnog matriksa ka promovisanju invazije

tumora i metastaziranf3.

Kako bi malignacelija obezbedila kiseonik i nutrijente neophodneopatanak i rast,
ona formira mrezu kapilara iz postéje krvnih sudova odnosno aktivira proces
angiogeneze/EGFAje gen koji kodira protein vaskularnog endotelifaigora rasta A.

80



Spada u najmimije speciftne angiogene faktore, a aktivan je u formi glikozédnog
homodimernog protein&EGFAinhibira apoptozu i dovodi do proliferacije endote
¢elija, njihove migracije, organizovanja u tubulepovetanja permeabilnosti Sto su

sastavni delovi angiogene kask&de.

U cilju istrazivanja antimetastatskih i antiangiogeskih svojstava novih steroidnih
tiazolidin-4-onskih derivat@ai 10a ispitan je njihov uticaj na ekspresiju gevidP2,
MMP9i VEGFAuU HelLacelijama. Poréden je nivo ekspresije kontrolnih gena kod HelLa
¢elija tretiranim steroidnim tiazolidin-4-onim&l{ka 3.17). Tretman jedinjenjim®a i
10a jedva da je uticao na nivoe ekspresije gédP2 i MMP9. Pored toga, ova
jedinjenja nisu uzrokovala zé@ne izmene ekspresije gena proangiogenog fakasta r
VEGFAuU Helacelijama. Dakle, ispitivani tiazolidin-4-oni ne padsl angiogenezu niti

pove&avaju verovatnéu nastanka metastaza.

MMP2 MMP9 VEGFA
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K 9a 10a K 9a 10a K 9a 10a

o

Slika 3.17.Nivo ekspresije gensiMP2, MMP9i VEGFAuU kontrolnim HelLa
¢elijama (K) i HeLacelijama izlozenim suptok&nim 1C,0 koncentracijama

tiazolidin-4-ona9ai 10au trajanju od 24 h.
3.2.8.Antioksidativni test: hvatanje slobodnih radikala (DPPH metoda)

Sposobnost sintetisanih tiazolidin-4-ona da hvataplikale je ispitana DPPH testom
(Tabela 3.27%. Rezultati eksperimenta su pokazali da jedinj&ga9e, 9f, 10a 10d i
10e ispoljavaju izvesnu antioksidativnu aktivnost, dataleko slabiju od askorbinske

kiseline (AK) koja je sluZila kao pozitivna kontedt®
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Tabela 3.27.Antioksidativna aktivnost (I/mM) sintetisanih tiazolidin-4-ona ispitana
DPPH testom.

Jedinjenje ICs0 (MM)
9a 18,83
9b /

9c /

9d /

9e 4,33
of 40,48
10a 17,54
10b /

10c /

10d 10,06
10e 42,48
10f /

AK 0,08

AK — askorbinska kiselina
3.2.9. ,Brine shrimp” test toksi¢nosti

Ovaj eksperiment je poznat kao siguran, ptaktii ekonomski isplativ metod aavivo
odreiivanje bioaktivnosti sintetkih jedinjenj&? za cije rezultate se smatra da su u

dobroj korelaciji sa rezultatima testova za déranje citotoksinosti®®

Opsta tokginost odabranih derivata steroidnih hidrazona jgdsp na jedinkama ¢gta
Artemia salinau odnosu na lek cisplatin kao pozitivnu kontrot® Kako su jedinjenja
5f i 11dizuzetno slabo rastvorna nije bilo méguspitivanje njihove toksnosti ovim
testom. Prema rezultatima navedeniniiabeli 3.28 sva ispitivana jedinjenja su manje
toksikna od cisplatina. NajviSu toksiost prema r&a¢ima ispoljili su karbazatni estri
(11a-f, LCs0 0,027-0,151 mM), za njima su sledili semikarbaz@a—f, 6d i 5a-f,
LCs500,094-0,196 mM) i bis-tijadiazolinBg—f, LCs00,213-0,380 mM), dok su se kao
manje toksini pokazali mono-tijadiazolini 7a—f, LCso 0,299-0,874 mM) |
tiosemikarbazoni da—f i 3a-f, LCsy 0,300-0,670 mM). Karbazatni esttilb i 11c
(0,027 i 0,032 mM)i bis(semikarbazonbd (0,094 mM) su pokazali najz&egniju

toksinost u ovom testff:%3
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Tabela 3.28 Rezultati Brine shrimfj testa toksinosti za sva ispitivana jedinjenja.

Jedinjenje LCso(mM) Jedinjenje LC50(MmM)
2a 0,597 8c 0,327
2b 0,439 8e 0,224
2c 0,663 8f 0,380
2d 0,551 4a 0,124
2e 0,386 4b 0,172
2f 0,670 4c 0,196
3a 0,599 4d 0,134
3b 0,465 Af 0,135
3c 0,420 5a 0,179
3d 0,481 5b 0,120
3f 0,300 5¢c 0,158
7a 0,601 5d 0,094
7b 0,579 5f n.o.
7c 0,874 6d 0,147
7d 0,561 1lla 0,122
Te 0,299 11b 0,027
7f 0,430 1ic 0,032
8a 0,213 11d n.o.
8b 0,273 11f 0,151
Cisplatin 0,006 Cisplatin 0,006

n.o. — nije odréivano

U skladu sa &ekivanjima, ispostavilo se da postoji dobra korgdazmedu rezultata
"brine shrimp testa sa jedne strane i visoke citotékeisti bis(tijadiazolina)8a—f
prema HelLa i MDA-MB-45%elijskim linijama sa druge strane. Tal dobri rezultati
"brine shrimp testa za semikarbazone i njihove derivate u lamigl su sa

antimikrobnom aktivna&i najaktivnijih jedinjenjallb, 11¢ 5d.
3.2.10. Antimikrobna aktivnost
3.2.10.1. Antimikrobna aktivnosttiosemikarbazona i tijadiazolina

In vitro antimikrobna aktivnost dobijenih tiosemikarbazotigadiazolina je testirana na
Gram-pozitivnim bakterijamaSgaphylococcus aureukocuria rhizophila Clostridium
sporogenes Bacillus subtilig, Gram-negativnim bakterijam&gcherichia coliProteus
hauserj Pseudomonas aeruginosa Salmonella entericasubsp. enterica serovar
Enteritidis) kao i na gljivicama Qandida albicans Saccharomyces cerevisiae

Aspergillus brasiliensjsmetodom difuzije u bunaru u agdflabela 3.29.%*
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Tabela 3.29. Antimikrobna aktivnost tiosemikarbazon2atf, 3a—f) i tijadiazolina
(7a-f, 8a—)**

Zona inhibicije (mm)
Jed. Gram-pozitivne bakterije Gram-negativne bakterije  Gljivice i kvasci
Sa Kr. C.s B.ss E.c. P.h. P.a Se Ca Sc Ab

2a / 12 10 / / / 10 / / 10
2b / 10 10 / / 10 10 10 12
2c / / 10 / / 10 10 / / 10
2d / / / / / / / / 10

2f 10 12 12 12 10 12 12 12 10 12
3a / / / / / / / / / 10
3b / / / / / / / / / 12
3c / / / / / / / 12 12 10
3d / / / / / / / / / 10

3f / / / / / / / / / /

7a / / 10 / / / 10 / / 12
7b / 12 10 / 10 10 10 10 12 10
7c 10 10 / / 10 10 10 9
7d / 10 / / / / 10 9 10 10
7e 12 10 12 10 10 10 12 10 10 10
7f / 10 / / / 10 / 9 9 10
8a / 10 10 / / / 10 / / 12
8b / 10 / / / 12 10 12 10 10
8c 14 / 10 12 / 10 10 / / 12
8e / 10 10 12 10 10 / 10 12 10
8f 14 10 / / / 10 10 10 10 10
Amikacin 32 22 20 22 42 24 20 n.o. n.o. n.o.
Nistatin n.o. n.o. n.o. n.o. n.o. n.o. n.o. 34 56 32

n.o. — nije odréivano

S. a.- Staphylococcus aure&TCC 6538);K. r. - Kocuria rhizophila(ATCC 9341);C. s - Clostridium
sporogene¢ATCC 19404);B. s. - Bacillus subtili$ATCC 6633);E. ¢ —Escherichia col(ATCC
25922);P. h - Proteus hauserfATCC 13315);P. a.- Pseudomonas aerugino6aTCC 9027);S. e. -
Salmonella entericaubspentericaserovar Enteritidis (ATCC 13076); C. &Candida albicangATCC
10231) S. c. - Saccharomyces cerevis{ad CC 9763) A. b. - Aspergillus brasiliensiATCC 16404)

Sintetisani tiosemikarbazoni i tijadiazolini, osbis(tiosemikarbazon&a-f, ispoljili su

inhibitornu aktivnost prema Gram-pozitivnim bakf@mak. rhizophilai C. sporogenes

kao i prema Gram-negativnoj bakterif. aeruginosa U svim sld@ajevima zone

inhibicije bile su daleko manje od zona izmereraramikacin.

Sva ispitivana jedinjenja, osim bis(tiosemikarbagdsf, ispoljila su izvesnu aktivhost
prema gljivici A. brasiliensis Jedinjenja2b, 2f, 3c, 7b—f, 8b, 8e i 8f ispoljila su
inhibitornu aktivnost, iako slabu, prema dve pratestestirane vrste gljiv&;. albicans

S. cerevisiae
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3.2.10.2. Antimikrobna aktivnost semikarbazona i nhovih derivata

Rezultatiin vitro ispitivanja antimikrobne aktivnosti novih semikadona i karbazatnih
estara izvedenih iz mono-semikarbazona metodonzigifw bunaru u agaru prema
Gram-pozitivnoj bakteriji Clostridium sporogenes Gram-negativnoj bakteriji
Pseudomonas aeruginosarema gljiviciAspergillus brasiliensisu prikazani uTabeli
3.30%

Tabela 3.30.Antimikrobna aktivnost semikarbazona i njihovilridata

Zona inhibicije (mm)

Jedinjenje Clostridium Pseudomonas  Aspergilus
Sporogenes aeruginosa brasiliensis

4a / / /

4b / / /

4c / / /

4d 12 10 10

Af / / /

ba 10 10 10

5b / / /

5c / / /

5d 16 14 10

5f n.o. n.o. n.o.

6d 10 10 10

1lla 10 10 12

11b 18 16 30

lic 12 14 28

11d n.o. n.o. n.o.

11f 12 10 10

Amikacin 22 20 n.o.

Nistatin n.o. n.o. 30

Nn.o. — nije odréivano

Razlog Sto antimikrobna aktivnost bis(semikarbazdifa karbazatnog estrald nije
odreifivana je njihova izuzetno slaba rastvorljivost. Aagin je korigen kao pozitivha
kontrola za bakterije, a nistatin za gljivice. Kentracija rastvora pozitivnih kontrola su
bile 33 puta nize od koncentracije rastvora ispitih jedinjenja.

Svi testirani karbazatni estrila—f) kao i semikarbazomd, 5a, 5d i 6d ispoljili su
izvesnu inhibitornu aktivnost prema testiranim lealhma. Najznéajniju antifungalnu
aktivnost su ispoljili karbazatni esttiLtb i 11c Ipak, njihova aktivhost naizgled u nivou
kontrolnog antimikotika nistatina zapravo je 33 gutiza jer su rastvori ispitivanih
jedinjenja toliko puta razblazeniji.
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4. Eksperimentalni deo
4.1. Hemija

4.1.1. Generalne metode

Sve korisene hemikalije i rastvatasu bili analittke ¢istoce i komercijalno dostupni.
Rastvarai su za upotrebu bili pripremljeni prema standamdmprocedurama. Polazni
steroidni derivati (Galenika, Beograd), 19-noramsth-en-3,17-dion 1@), androst-4-

en-3,17-dion 1b), androsta-4,9(11)-dien-3,17-diorilcf, 1lo-hidroksiandrost-4-en-
3,17-dion {d) i progesteron 1f), pre upotrebe su prekristalisani iz odgovaiihju

rastvarga. Acetilovanjem jedinjenjdd dobijen je 1k-acetoksiandrost-4-en-3,17-dion
(1e.

Uklanjanje rastvaka je izvedeno pod snizenim pritiskom. Tok reakggapraen
hromatografijom na tankom sloju (TLC) na aluminigkim platama presvéenim
slojem silika-gela 60 f54 (Merck) uz dvostruko razvijanje u ragtim sistemima
rastvarga. Hromatogrami su posmatrani pod ultraljastom (UV) lampom na talasnoj
duzini od 254 nm, a zatim su TLC mrlje detektovarazivanjem poméu 50%-tnog
vodenog rastvora sumporne kiseline posle kojeg Igdile zagrevanje. Flash
hromatografija (FCC) je d&na na stubu silika-gela dimenzija G;0063 mm (Merck)

uz upotrebu raztitih eluenata.

Tacke topljenja (t.t.) su oddene pomoéu digitalnog urdaja WRS-1B i nisu
korigovane. Ugao optke rotacije (fJp) je odreien na automatskom polarimetru
Rudolph Research Analytical Autopol IV na 20 °Cirdcrveni (IR) spektri su snimljeni
na PerkinElmer 1725X FT-IRpektrometru ATR tehnikom u opsegu talasnih brojeva
4000-400 cnl. Nuklearno-magnetno-rezonantni (NMR) spektri simgjeni na Varian
Gemini-200 MHz spektrometrdH na 200 MHz*C na 50 MHz) ili na Bruker Avance-
500 MHz spektrometru'l na 500 MHZ,*C na 125 MHz) na sobnoj temperaturi uz
koris¢enje tetrametilsilana (TMS) kao internog standatdemijska pomeranjas) su
izrazena u ppm, konstante kuplovanja  MHz, a multiplicitet spina predstavljen je
simbolima: s (singlet), d (dublet), t (triplet),(kvartet), m (multiplet), § (Sirok signal).
Maseni spektri visokog razlaganja (HRMS) su snimljea Agilent 6210 LC ESI- TOF-
MS ili Thermo Scientific HESI-LTQ Orbitrap XL spekimetru, pri¢emu dobijeni
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signali predstavljaju odnos mase i naelektrisargatalih jona ifi/2. Elementalna
analiza je urdena na GmbH Elementar Analysensysteme aparatu VARIOIII
C.H.N.O.S.

4.1.2. Generalna procedura za sintezu tiosemikarbana

U rastvor 3-oksax,fp-nezastenih steroidaia—f) (3,16 mmol) u suvom etanolu (150 ili
300 mL) dodat je tiosemikarbazid (3,16 ili 6,3 mindteakciona smesa je refluktovala
5 h uz meSanje i péana je TLC-om. pH vrednost reakcione smeSe je wdrana
priblizno 4,5 dodatkom glacijalne é&atne kiseline (oko 5 mL). Po zavrSetku reakcije
rastvard je uklonjen pod snizenim pritiskom. Ostatak jestalisan ili hromatografisan
FCC tehnikom upotrebom ragiih eluenata. U svim sfiajevima reakcioni proizvodi
su dobijeni u vidu smeSe dva dijasterecizomdtai (Z) koji nisu razdvojeni. Svi

spektralni podaci su snimljeni ko¢&njem tako dobijenih sme§h.
4.1.2.1.19-Norandrost-4-en-3,17-dion-3-tiosemikarbazon (2a)

Polazéi od 860 mg 19-norandrost-4-en-3,17-dioda)( eluiranjem sistemom PhMe :
EtOAc = 80 : 20 izolovan je proizvoda (E : Z=2 : 1, 727 mg, 66,7%R = 0,66
(PhMe : EtOAc = 60 : 40, dvostruko razvijanje). t* 218 °C (raspada se). IR
(ATR/cm™): 3422, 3246 (NA), 1732 (C(17)=0), 1586, 1497 (C(3)=N), 1285 (C%S
ESI-TOF-MS (2): za molekulsku formulu £gH»7N3OS izr&unatam/z vrednost jona
[M+H] " je bila 346,1948, a dena 346,1939.

(2a-E). *H-NMR (500 MHz, CDC¥): 0,82 (m, 1H, H-9), 0,93 (s, 3H,38-18), 1,09 (m,
1H, Ho-7), 1,23-1,41 (m, 4H, 11, H3-11, He-12, H-14), 1,46 (dk) = 3, 12 Hz, 1H,
H-8), 1,56 (m, 1H, -15), 1,77-2,14 (m, 7H, ¢41, HB-2, HB-7, H-10, H-12, Hu-15,
Ho-16), 2,19-2,31 (m, 2H, 1, Ha-6), 2,47 (dd,J = 19,0, 9,0 Hz, 1H, P+16,
delimi¢cno preklopljen sa pt6), 2,50 (m, 1H, -6), 2,65 (dtJ = 16,0, 4,0 Hz, 1H, b+
2), 5,92 (s, 1H, H-4), 6,36 i 7,24 (28s, 2H, NH 8,71 (s, 1H, NA).

'H-NMR (500 MHz, DMSOd): 0,72 (m, 1H, H-9), 0,86 (s, 3H,38-18), 0,98 (kd,) =
12, 4 Hz, 1H, HW-7), 1,12-1,33 (m, 4H, &1, Ha-11, He-12, H-14), 1,42-1,56 (m, 2H,
H-8, Ho-15), 1,64 (dJ = 11,5 Hz, 1H, 8-12), 1,76-1,92 (m, 4H, 1, HB-2, HB-7,
Ho-15), 1,96-2,05 (m, 2H, {11, He-16), 2,21 (dsd) = 4 Hz, 1H, Hi-6), 2,37-2,45
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(m, 2H, H3-6, HB-16), 2,50 (m, 1H, B-6), 2,82 (dtJ = 16,5, 3,5 Hz, 1H, t42), 5,87
(s, 1H, H-4), 7,511 8,03 (2 &s, 2H, B}, 10,07 (s, 1H, NF).

3¢ NMR (125 MHz, CDG): 220,6 (s, C-17), 178,4 (s, C3S153,2 (s, C-5), 150,5 (s,
C-3), 121,4 (d, C-4), 50,2 (d, C-14), 49,4 (d, C49J,7 (s, C-13), 41,6 (d, C-10), 39,9
(d, C-8), 35,7 (t, C-16), 34,6 (t, C-6), 31,3 (£1€), 29,9 (t, C-7), 25,9 (t, C-11), 25,8 (t,
C-1), 22,7 (t, C-2), 21,5 (t, C-15), 13,7 (k, C-18)

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 219,7 (s, C-17), 178,2 (s, C3S152,0 (s, C-5), 150,9
(s, C-3), 121,6 (s, C-4), 49,5 (d, C-14), 49,1QeD), 47,2 (s, C-13), 40,9 (d, C-10), 39,2
(d, C-8, preklopljen signalom za DMSO), 35,3 (t1€&) 34,3 (t, C-6), 31,2 (t, C-12),
29,7 (t, C-7), 25,8 (t, C-11), 25,3 (t, C-1), 28,3C-2), 21,3 (t, C-15), 13,5 (k, C-18).

(2a-2). '"H-NMR (500 MHz, CDC}): 0,84 (m, 1H, H-9), 0,93 (s, 3H,38-18), 1,12 (m,
1H, Ha-7), 1,23-1,41 (m, 4H, &411, H3-11, Ho-12, H-14), 1,46 (dk) = 3,0, 12,0 Hz,
1H, H-8), 1,56 (m, 1H, P+15), 1,77-2,14 (m, 7H, i1, HB-2, HB-7, H-10, H3-12, Ho-
15, Ho-16), 2,19-2,31 (m, 2H, 41, Ha-6), 2,40 (dtJ = 15,0, 4,0 Hz, 1H, k-2), 2,47
(dd,J = 19,0, 9,0 Hz, 1H, P+16), 2,50 (m, 1H, B-6), 6,19 (s, 1H, H-4), 6,31 7,22 (2
8s, 2H, NH), 8,90 (s, 1H, NH).

'H-NMR (500 MHz, DMSOd): 0,72 (m, 1H, H-9), 0,86 (s, 3H,38-18), 0,98 (kd,) =
12, 4 Hz, 1H, K-7), 1,12-1,33 (m, 4H, &1, Ho-11, Ho-12, H-14), 1,42-1,56 (m, 2H,
H-8, Ha-15), 1,64 (dJ = 11.5 Hz, 1H, B-12), 1,76-1,92 (m, 3H, 41, HB-7, Ha-15),
1,96-2,05 (m, 3H, P2, Hp-11, Hu-16), 2,21 (dsd) = 4 Hz, 1H, H-6), 2,31 (dtJ =
15, 3,5 Hz, 1H, W-2), 2,37-2,45 (m, 2H, p+6, HB-16), 2,50 (m, 1H, B-6), 6,70 (s,
1H, H-4), 7,511 7,95 (2 &s, 2H, NP, 10,32 (s, 1H, NH).

13C NMR (125 MHz, CDGJ): 220,5 (s, C-17), 178,3 (s, C3S158,6 (s, C-5), 149,5 (s,
C-3), 111,2 (d, C-4), 50,1 (d, C-14), 50,0 (d, C49J,7 (s, C-13), 43,2 (d, C-10), 40,0
(d, C-8), 35,8 (t, C-6), 35,7 (t, C-16), 31,3 (:12), 30,4 (t, C-7), 30,1 (t, C-2),25,9 (t,
C-11), 25,5 (t, C-1), 21,5 (t, C-15), 13,7 (k, C-18

13C NMR (125 MHz, DMSOd): 219,7 (s, C-17), 178,0 (s, C3S156,2 (s, C-5), 148,2
(s, C-3), 113,2 (s, C-4), 49,4 (d, C-14), 48,9GeD), 47,2 (s, C-13), 42,1 (d, C-10), 39,2
(d, C-8, preklopljen signalom za DMSO), 35,3 (t1€); 34,9 (t, C-6), 31,2 (t, C-12),
30,0 (t, C-7), 27,1 (t, C-2), 25,8 (t, C-11), 2§,1C-1), 21,3 (t, C-15), 13,5 (k, C-18).
Daljim eluiranjem sistemom PhMe : EtOAc = 60 : 40izolovano jedinjenj8a (79,4
mg, 12%).
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4.1.2.2.19-Norandrost-4-en-3,17-dion-bis(tiosemikarbazon)3@a)

Polazéi od 860 mg 19-norandrost-4-en-3,17-dioda)( eluiranjem reakcione smese
sistemom PhMe : EtOAc = 80 : 20 izolovan je prodva (E : Z =2 : 1, 115,5 mg,
10,6%). Daljim eluiranjem sistemom PhMe : EtOAc & :640 izolovano je jedinjenje
3a (723 mg, 55,0%)R: = 0,46 (PhMe : EtOAc = 60 : 40, dvostruko razviggnt.t.>
127 °C (raspada se). IR (ATR/&n 3421, 3240 (NKP), 1583, 1496 (C(3/17)=N),
1282 (C=3P). ESI-TOF-MS (W2): za molekulsku formulu £H3oNeS; izraunatam/z
vrednost jona [M+H]je bila 419,2046, a dana 419,2034.

(3a-E). *H-NMR (500 MHz, CDC}): 0,81 (m, 1H, H-9), 0,94 (s, 3H,38-18), 1,08 (m,
1H, Ha-7), 1,20 (m, 1H, H-14), 1,24-1,46 (m, 4H, H-&-#1, H3-11, Hu-12), 1,51 (m,
1H, HB-15), 1,81-2,12 (M, 6H, ¢d1, HB-2, HB-7, H-10, HB-12, Ho-15), 2,17-2,34 (m,
3H, Hp-1, Ho-6, Ho-16), 2,41-2,54 (m, 2H, 46, HB-16), 2,67 (dtJ = 16,0, 4,0 Hz,
1H, Ha-2), 5,91 (s, 1H, H-4), 6,50 7,26 (2 &s, 2H,NH6,53 i 7,18 (2 §s, 2H, NP),
8,49 (s, 1H, NH), 8,83 (s, 1H, NA).

3C NMR (125 MHz, CDGJ): 178,7 (s, C=9), 178,3 (s, C=9, 167,0 (s, C-17), 153,1
(s, C-5), 150,7 (s, C-3), 121,3 (d, C-4), 52,1Gdl4), 49,5 (d, C-9), 44,8 (s, C-13), 41,6
(d, C-10), 39,7 (d, C-8), 34,8 (t, C-6), 33,7 (t12), 30,4 (t, C-7), 26,2 (t, C-16), 26,0
(t, C-11), 25,8 (t, C-1), 23,2 (t, C-15), 22,8Gt2), 17,0 (k, C-18).

(3a-2). 'H-NMR (500 MHz, CDC}): 0,83 (m, 1H, H-9), 0,94 (s, 3H,38-18), 1,10 (m,
1H, Ha-7), 1,20 (m, 1H, H-14), 1,24-1,46 (m, 4H, H-&-#1, H3-11, He-12), 1,51 (m,
1H, HB-15), 1,81-2,12 (m, 6H, ¢d41, HB-2, HB-7, H-10, H-12, Hu-15), 2,17—2,34 (m,
3H, HB-1, Ha-6, Ho-16), 2,40 (dtJ = 14,5, 3,5 Hz, 1H, k2), 2,41-2,54 (m, 2H, p46,
HB-16), 6,22 (s, 1H, H-4), 6,45 i 7,23 (2 &s, 2H,NH 6,53 i 7,18 (2 $s, 2H, NP,
8,49 (s, 1H, NH), 9,05 (s, 1H, NA).

13C NMR (125 MHz, CDGJ): 178,7 (s, C=9), 178,2 (s, C=9, 167,0 (s, C-17), 158,4
(s, C-5), 149,7 (s, C-3), 111,4 (d, C-4), 52,0G¢l4), 50,0 (d, C-9), 44,8 (s, C-13), 43,2
(d, C-10), 39,8 (d, C-8), 35,8 (t, C-6), 33,7 (t12), 30,2 (t, C-7), 26,2 (t, C-16), 26,0
(t, C-11), 25,7 (t, C-1), 23,2 (t, C-15), 22,8Gt2), 17,0 (k, C-18).
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4.1.2.3.Androst-4-en-3,17-dion-3-tiosemikarbazon (2b)

Polazéi od 860 mg androst-4-en-3,17-diorfb), eluiranjem poméu sistema PhMe :
EtOAc = 80 : 20 izolovan je proizvagb (E : Z =3 : 1, 727 mg, 67,4%R: = 0,60
(PhMe : EtOAc = 60 : 40, dvostruko razvijanje). 1208 °C (raspada se). IR (ATR/
cm™): 3418, 3252 (NH), 3149, 2939, 1731 (C(17)=0), 1599, 1504 (C(3)=MN)66
(C=3"), 735. ESI-TOF-MS{V2): za molekulsku formulu §H»eNsOS izr@&unatam/z
vrednost jona [M+H]je bila 360,2104, a dana 360,2115.

(2b-E). 'H-NMR (500 MHz, CDC)): 0,91 (s, 3H, HC-18), 0,93 (m, 1H, H-9,
delimi¢no prekriven signalom zaz8-18), 1,05 (m, 1H, k7), 1,10 (s, 3H, &C-19),
1,23-1,33 (m, 2H, H-14, ¢412), 1,40-1,50 (m, 2H, 411, Ho-1), 1,56 (m, 1H, -
15), 1,62-1,76 (m, 2H, H-8,d411), 1,82-2,03 (m, 4H, {1, Hp-12, H3-7, Ho-15),
2,09 (dd,J = 9,0, 19,0 Hz, 1H, &16), 2,17 (m, 1H, B-2), 2,30-2,38 (m, 2H, &6,
HB-6), 2,48 (ddJ = 8,5, 19,0 Hz, 1H, B+16), 2,62 (dtJ = 16,0, 3,5 Hz, 1H, K-2),
5,82 (s, 1H, H-4), 6,411 7,25 (3s i m, 2H, XM 8,74 (s, 1H, NA).

3¢ NMR (125 MHz, CDGJ): 220,5 (s, C-17), 178,3 (s, C3S157,9 (s, C-5), 150,1 (s,
C-3), 120,5 (d, C-4), 53,6 (d, C-9), 50,9 (d, C;¥#,4 (s, C-13), 37,9 (s, C-10), 35,7 (t,
C-16), 35,2 (d, C-8), 34,5 (t, C-1), 32,2 (t, C-8},3 (t, C-12), 30,8 (t, C-7), 21,7 (t, C-
15), 20,6 (t, C-11), 20,4 (t, C-2), 17,7 (k, C-193,6 (k, C-18).

(2b-2). *H-NMR (500 MHz, CDC}): 0,91 (s, 3H, KC-18), 0,93 (m, 1H, H-9, delimo
prekriven signalom za 4€-18), 1,05 (m, 1H, &7), 1,15 (s, 3H, kC-19), 1,23-1,33
(m, 2H, H-14, H-12), 1,46 (m, 1H, B-11), 1,50 (m, 1H, kK-1), 1,56 (m, 1H, i#-15),
1,62-1,76 (m, 2H, H-8, #11), 1,82—2,03 (m, 4H, (41, HB-7, HB-12, Hu-15), 2,09
(dd,J=9,0, 19,0 Hz, 1H, &©16), 2,17 (m, 1H, B-2), 2,30-2,38 (m, 2H, ¢46, HB-6),
2,48 (dd,J = 8,5, 19,0 Hz, 1H, pt16), 2,18 (dtJ = 16,0, 3,5 Hz, 1H, K2), 6,11 (s,
1H, H-4), 6,351 7,17 (s i m, 2H, NfJ, 8,95 (s, 1H, NA).

13C NMR (125 MHz, CDGJ): 220,4 (s, C-17), 178,4 (s, C3S163,0 (s, C-5), 148,9 (s,
C-3), 110,3 (d, C-4), 54,0 (d, C-9), 50,8 (d, C;144),5 (s, C-13), 39,3 (s, C-10), 35,7 (t,
C-16), 36,2 (t, C-1), 35,2 (d, C-8), 33,1 (t, C-8),3 (t, C-12), 31,2 (t, C-7), 27,3 (t, C-
2), 21,7 (t, C-15), 20,6 (t, C-11), 17,0 (k, C-183,6 (k, C-18).

Daljim eluiranjem sistemom PhMe : EtOAc : MeOH = 6040 : 1 izolovano je
jedinjenje3b (79,4 mg, 6,1%).
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4.1.2.4 Androst-4-en-3,17-dion-bis(tiosemikarbazon) (3b)

Polazéi od 860 mg androst-4-en-3,17-diorfb), eluiranjem poméu sistema PhMe :
EtOAc = 80 : 20 izolovan je proizvo@b (115,5 mg, 10,6%). Daljim eluiranjem
sistemom (PhMe : EtOAc : MeOH =60 : 40 : 1) iz&aw je jedinjenjdb (E: Z=3:

1, 723 mg, 55,7%Rs = 0,22 (PhMe : EtOAc = 60 : 40, dvostruko razvggnt.t > 146

°C (raspada se). IR (ATR/cHt 3498, 3272 (NH), 2941, 1565, 1487 (C=N), 1276
(C=S), 1080, 878. ESI-TOF-M3n(2): za molekulsku formulu £H3:NeS; izratunata
m/z vrednost jona [M+H] bila je 433,2203, a dana 433,2191.

(3b-E). 'H-NMR (500 MHz, DMSO#l): 0,84 (s, 3H, KC-18), 0,95 (m, 1H, H-9), 1,04
(s, 3H, HC-19), 1,20-1,32 (m, 2H), 1,33-1,45 (m, 2H), 1,5621(m, 2H), 1,74-1,96
(m, 4H), 2,17-2,43 (m, 4H), 2,53 (d#i= 9,0, 19,5 Hz, 1H, B+16), 2,79 (dt]) = 17,0,
3,0 Hz, 1H, H-2), 5,76 (s, 1H, H-4), 7,351 7,98 (2 §s, 2H, RH 7,53 i 8,02 (2 s, 2H,
NH-"), 9,81 (s, 1H, NH), 10,03 (s, 1H, NA).

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 178,4 (s, C=9), 178,2 (s, C=9), 167,3 (s, C-17),
156,5 (s, C-5), 150,6 (s, C-3), 120,8 (d, C-4)458, C-9), 52,4 (d, C-14), 44,2 (s, C-
13), 37,4 (s, C-10), 34,7 (d, C-8), 34,4 (t, C33,6 (t, C-6), 31,7 (t, C-7), 31,3 (t, C-
12), 26,8 (t, C-16), 23,1 (t, C-15), 21,0 (t, C-120,5 (t, C-2), 17,4 (k, C-19), 16,8 (k,
C-18).

(3b-2). *H-NMR (500 MHz, DMSOdg): 0,84 (s, 3H, HC-18), 0,95 (m, 1H, H-9), 1,08
(s, 3H, HC-19), 1,20-1,32 (m, 2H), 1,33-1,45(m, 2H), 1,56%1(m, 2H), 1,74-1,96
(m, 4H), 2,17-2,43 (m, 5H), 2,53 (ddl= 9,0, 19,5 Hz, 1H, pB+16), 6,61 (s, 1H, H-4),
7,351 7,98 (2 8s, 2H, NA), 7,50 i 7,93 (2 $s, 2H, NF), 9,81 (s, 1H, NH), 10,34 (s,
1H, NHY).

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 178,4 (s, C=9), 178,3 (s, C=9, 167,3 (s, C-17),
160,6 (s, C-5), 148,0 (s, C-3), 112,2 (d, C-4)758, C-14), 52,3 (d, C-9), 44,3 (s, C-
13), 38,5 (s, C-10), 36,1 (t, C-1), 34,6 (d, C&,5 (t, C-6), 32,2 (t, C-7), 31,3 (t, C-
12), 26,8 (t, C-16), 23,1 (t, C-15), 21,0 (t, C-120,2 (t, C-2), 17,7 (k, C-19), 16,8 (k,
C-18).
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4.1.2.5.Androsta-4,9(11)-dien-3,17-dion-3-tiosemikarbazon2()

Polazéi od 860 mg androst-4,9(11)-dien-3,17-dioda)( eluiranjem poméu sistema
PhMe : EtOAc = 85 : 15 dobijen je proizv@d (E: Z =4 : 1, 430 mg, 39,9%): =
0,44 (PhMe : EtOAc = 60 : 40, dvostruko razvijanjed. > 198 °C (raspada se). IR
(ATR/cm™): 3425, 3256 (NA), 3142, 2928, 1737 (C(17)=0), 1585, 1502 (C(3)=N),
1297 (C=9%), 1087,877. ESI-TOF-MSn{z): za molekulsku formulu &H»;N;0S
izratunatam/z vrednost jona [M+H]je bila 358,1948, a dana 358,1935.

(2cE). 'H-NMR (500 MHz, DMSOdg): 0,79 (s, 3H, HC-18), 0,98 (kd,) = 13, 3 Hz,
1H, Ho-7), 1,20 (s, 3H, BC-19), 1,45 (m, 1H, H-14), 1,58 (d$sks 11Hz, 1H, H-15),
1,69 (td,J = 13,5, 4,5 Hz, 1H, Bt1), 1,91 (ddJ = 17, 5 Hz, 1H, K-12), 1,96—2,05 (m,
4H, Ho-1, HB-7, HB-12, H3-15), 2,11 (ddJ = 19, 9,5 Hz, 1H, B-16), 2,25 (m, 1H, B-
2), 2,20-2,37 (m, 2H, pt6, H-8), 2,41 (ddJ = 20, 11 Hz, 1H, k-16), 2,51 (m, 1H,
Ho-6), 2,88 (dtJ = 17,4, 3,5 Hz, 1H, #2), 5,49 (dJ = 5,5 Hz, 1H, H-11), 5,81 (s,
1H, H-4), 7,541 8,07 (8s i m, 2H, N§), 10,09 (s, 1H, NA).

3¢ NMR (125 MHz, DMSOdg): 220,3 (s, C-17), 178,3 (s, C3S154,5 (s, C-5), 150,0
(s, C-3), 146,1 (s, C-9), 121,0 (d, C-4), 116,5Qel1), 47,3 (d, C-14), 45,2 (s, C-13),
39,9 (s, C-10, preklopljen sa DMSO), 36,5 (d, C3,8 (t, C-16), 33,1 (t, C-12), 32,6
(t, C-1), 31,6 (t, C-6), 31,1 (t, C-7), 26,2 (k,18), 22,3 (t, C-15), 21,2 (t, C-2), 13,6 (k,
C-18).

(2cZ). *H-NMR (500 MHz, DMSOe): 0,79 (s, 3H, HC-18), 0,98 (kd,J = 13,J = 3
Hz, 1H, H-7), 1,20 (s, 3H, BC-19), 1,56 (m, 1H, H-14), 1,58 (disH= 11Hz, 1H,
Ho-15), 1,80 (tdJ = 13,5,J = 4 Hz, 1H, H-1), 1,91 (ddJ= 17, 5 Hz, 1H, K-12),
1,96-2,05 (m, 4H, b1, HB-7, HB-12, H3-15), 2,11 (dd,J) = 19, 9,5 Hz, 1H, B-16),
2,20-2,35 (m, 3H, B+2, HB-6, H-8), 2,41 (ddJ = 20, 11 Hz, 1H, k-16), 2,47 (m, 1H,
Ho-2), 2,51 (m, 1H, k-6), 5,47 (m, 1H, H-11), 6,65 (s, 1H, H-4), 7,53,98 (3s i s,
2H, NH,"), 10,36 (s, 1H, NH).

13C NMR (125 MHz, DMSOd): 220,3 (s, C-17), 178,3 (s, C3S158,7 (s, C-5), 147,5
(s, C-3), 146,1 (s, C-9), 116,6 (d, C-11), 112,6CeH), 47,3 (d, C-14), 45,2 (s, C-13),
41,1 (d, C-10), 36,2 (d, C-8), 35,8 (d, C-16), 3¢,Z-1), 33,1 (t, C-12), 32,0 (t, C-6),
31,5 (t, C-7), 27,5 (t, C-2), 26,5 (k, C-19), 2®,3C-15), 13,8 (k, C-18).

Dalje eluiranje sistemom PhMe : EtOAc : MeOH = &:: 1 omogtilo je izolovanje
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3c (77,4 mg, 5,9%).
4.1.2.6. Androsta-4,9(11)-dien-3,17-dion-bis(tiosekarbazon) (3c)

Polazeéi od 860 mg androst-4,9(11)-dien-3,17-dioda)( eluiranjem poméu sistema
PhMe : EtOAc = 85 : 15 dobijen je proizv@d(E:Z=4: 1, 115,5 mg, 10,6%). Dalje
eluiranje sistemom PhMe : EtOAc : MeOH = 85 : I5dalo je jedinjenj&c (723 mg,
55%).Rs = 0,56 (CHC4 : MeOH = 95 : 5, dvostruko razvijanje). &t.146 °C (raspada
se). IR (ATR/cr1): 3503, 3359, 3257, 3148 (M), 2941, 1587, 1501 (C(3/17)=N),
1280 (C=%"P), 1088, 753. ESI-TOF-MSn{2): za molekulsku formulu GHsoNsS,
izracunatam/z vrednost jona [M+H]je bila 431,2046, a dana 431,2034.

(3cE). 'H-NMR (200 MHz, DMSO¢k): 0,82 (s, 3H, HC-18), 1,19 (s, 3H, kC-19),
2,88 (d,J = 16,0 Hz, 1H, H-2), 5,51 (3s, 1H, H-11), 5,80 (s, 1H, H-4), 7,407 (3s i
m, 2H, NK?), 7,571 8,07 (2 §s, 2H, NP), 9,89 (s, 1H, NB), 10,09 (s, 1H, NH).

13C NMR (50 MHz, DMSOd): 178,6 (s, C=9), 178,5 (s, C=9, 167,3 (s, C-17),
155,1 (s, C-5), 150,5 (s, C-3), 146,1 (s, C-9),,22d, C-4), 117,4 (d, C-11), 49,7 (d, C-
14), 43,0 (s, C-13), 40,1 (s, C-10), 36,6 (t, C;B#),2 (d, C-8), 32,8 (t, C-1), 31,9 (t, C-
6), 31,8 (t, C-7), 27,5 (t, C-16), 26,4 (k, C-184,3 (t, C-15), 21,5 (t, C-2), 17,2 (k, C-
18).

(3cZ). *H-NMR (200 MHz, DMSOsdg): 0,82 (s, 3H, HC-18), 1,25 (s, 3H, C-19),
5,51 (8s, 1H, H-11), 6,64 (s, 1H, H-4), 7,42 i 8(@%s, 2H, NK*), 7,57 i 8,00 (2 &s,
2H, NH.°), 9,89 (s, 1H, NB), 10,38 (s, 1H, NHA).

3C NMR (50 MHz, DMSOdg): 178,6 (s, C=9), 178,3 (s, C=9, 167,3 (s, C-17),
159,1 (s, C-5), 147,9 (s, C-3), 146,1 (s, C-9),,41d, C-11), 113,0 (d, C-4), 49,7 (d, C-
14), 43,0 (s, C-13), 41,3 (s, C-10), 36,6 (t, C;B#),3 (d, C-8), 34,4 (t, C-1), 31,9 (t, C-
6), 31,8 (t, C-7), 27,5 (t, C-16), 26,5 (k, C-124,3 (t, C-15), 22,5 (t, C-2), 17,2 (k, C-
18).

4.1.2.7 11e-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion-3-tiosemikarbazon Zd)

Polazéi od 910 mg 1la-hidroksiandrost-4-en-3,17-diondd), eluiranjem poméu
sistema PhMe : EtOAc : MeOH = 100 : 100 : 0,2 dabie proizvo®d (E:Z=5:1,
876 mg, 78,2%)R = 0,53 (CHC{ : MeOH = 9 : 1). t.t. > 218 °C (raspada se). IR
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(ATR/cmiY): 3419, 3257 (NHA), 2927, 1736 (C(17)=0), 1587, 1503 (C(3)=N), 1024
(C=8"), 737. ESI-TOF-MSV2): za molekulsku formulu £HgNsO,S izrasunatam/z
vrednost jona [M+H] je bila 376,2053, a dana 376,2045; za [M+N&jzratunata
398,1873, a ntena 398,1869; za [M+K]zratunata 414,1612, a dena 414,1616.

(2d-E). *H-NMR (200 MHz, CDCYCDs;0D-d,): 0,95 (s, 3H, HC-18), 1,24 (s, 3H,
HsC-19), 3,97 (dtJ = 4,5, 10,2 Hz, 1H, p11), 5,85 (s, 1H, H-4), 7,24 i 7,39 (2m, 2H,
NH-"), 9,31 (s, 1H, NA).

3¢ NMR (50 MHz, CDCYCDs0D-d,): 220,8 (s, C-17), 177,3 (s, C3S158,2 (s, C-
3), 151,4 (s, C-5), 120,8 (d, C-4), 67,8 (d, C-BB,4 (d, C-9), 49,8 (d, C-14), 47,8 (s,
C-13), 41,7 (t, C-12), 38,9 (s, C-10), 35,5 (t, €);135,4 (d, C-8), 34,4 (t, C-1), 32,8 (t,
C-6), 30,1 (t, C-7), 21,3 (t, C-15), 20,5 (t, C-28,0 (k, C-19), 14,1 (k, C-18).

(2d-Z). 'H-NMR (200 MHz, CDCYCD;0OD-d,): 0,95 (s, 3H, HC-18), 1,29 (s, 3H,
HsC-19), 3,97 (dtJ = 4,5, 10,2 Hz, 1H, Pt11), 6,22 (s, 1H, H-4), 7,24 i 7,35 (2m, 2H,
NH."), 9,55 (s, 1H, NA).

3¢ NMR (50 MHz, CDCYCDs0D-d,): 220,4 (s, C-17), 177,2 (s, C3S162,8 (s, C-
3), 150,3 (s, C-5), 112,2 (d, C-4), 67,8 (d, C-BB,4 (d, C-9), 49,7 (d, C-14), 47,1 (s,
C-13), 41,7 (t, C-12), 40,2 (s, C-10), 35,5 (t, €;137,4 (d, C-8), 34,2 (t, C-1), 33,5 (t,
C-6), 30,5 (t, C-7), 27,4 (t, C-2), 21,3 (t, C-183,3 (k, C-19), 14,1 (k, C-18).

Daljim eluiranjem sistemom PhMe : EtOAc : MeOH = 5®0 : 2 izolovano je
jedinjenja3d (88 mg, 10%).

4.1.2.8.11a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion-bis(tiosemikarbazoh (3d)

Polazéi od 910 mg 1la-hidroksiandrost-4-en-3,17-diondd), eluiranjem poméu
sistema PhMe : EtOAc : MeOH =50 : 50 : 0,1 dobjgproizvod2d (151 mg, 13,3%).
Daljim eluiranjem sistemom PhMe : EtOAc : MeOH =580 : 2 dobijeno je jedinjenje
3d(E:Z=4":1, 640 mg, 47,6%R = 0,40 (CHC4 : MeOH = 90 : 10). t.t. > 176 °C
(raspada se). IR (ATR/chx: 3510, 3414 (NAP), 2925, 1586, 1501 (C(3/17)=N), 1299
(C=S"P), 1086, 867. ESI-TOF-MSn{2): za molekulsku formulu GH3:N¢OS
izratunatam/z vrednost jona [M+H]bila je 449,2152, a dana 449,2145.

(3d-E). *H-NMR (200 MHz, CDCYCDs;OD-ds): 0,96 (s, 3H, KC-18), 1,24 (s, 3H,
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H3C-19), 3,90 (preklopljen sa GDD, 1H, H3-11), 5,84 (s, 1H, H-4), 7,19 7,38 (2m,
4H, NH,*P), 8,89 (s, 1H, NB), 9,28 (s, 1H, NA).

3¢ NMR (50 MHz, CDCY/CDsOD-d,): 177,8 (s, C=9), 177,3 (s, C=9, 166,5 (s, C-
17), 158,1 (s, C-3), 151,5 (s, C-5), 120,9 (d, C68)0 (d, C-11), 58,6 (d, C-9), 51,8 (d,
C-14), 44,7 (t, C-12), 44,3 (s, C-13), 38,9 (s,@;B5,5 (d, C-8), 34,4 (t, C-1), 32,8 (t,
C-6), 30,8 (t, C-7), 25,9 (t, C-16), 23,0 (t, C-18D,6 (t, C-2), 18,1 (k, C-19), 17,4 (k,
C-18).

(3d-2). 'H-NMR (200 MHz, CDCYCD;0OD-d,): 0,96 (s, 3H, HC-18), 1,29 (s, 3H,
HsC-19), 3,70 (m, 1H, B+11), 6,20 (s, 1H, H-4), 7,19 i 7,38 (2m, 4H, XH), 8, 89 (s,
1H, NH°), 9,51 (s, 1H, NA).

3¢ NMR (50 MHz, CDCY/CDsOD-d,): 177,8 (s, C=9), 177,3 (s, C=9, 166,5 (s, C-
17), 162,9 (s, C-3), 150,3 (s, C-5), 111,2 (d, C68)0 (d, C-11), 59,0 (d, C-9), 51,7 (d,
C-14), 44,7 (t, C-12), 44,3 (s, C-13), 40,3 (s,@;B7,5 (d, C-8), 34,2 (t, C-1), 33,6 (t,
C-6), 31,2 (t, C-7), 25,9 (t, C-16), 23,0 (t, C-181,4 (t, C-2), 18,4 (k, C-19), 17,4 (k,
C-18).

4.1.2.9. lai-Acetoksiandrost-4-en-3,17-dion-3-tiosemikarbazor2g)

Mono-tiosemikarbazorke (E : Z = 4 : 1, 20,8 mg, 5%) je dobijen kao sporedni
proizvod pri sintezi mono-tijadiazolina iz tioseraibazona2d sa anhidridom stetne
kiseline (Vidite odeljak4.1.3.4.) Proizvod je izolovan FCC tehnikom eluiranjem
pomcaiu sistema PhMe : EtOAc = 70 : 3&.= 0,56 (PhMe : EtOAc : MeOH =5:5:
0,5). t.t. > 218 °C (raspada se). IR (ATRHm3224, 3168 (NH), 1732 (C(17)=0),
1690, 1667 (C=0), 1613 (C=N), 1373, 1292, 124031(=3"), 736.

(2eE). 'H-NMR (500 MHz, CDC}): 0,98 (s, 3H, HC-18), 1,19 (s, 3H, C-19),
1,20 (m, 1H, H-7), 1,29 (m, 1H, W-12), 1,41 (m, 1H, H-9), 1,55 (m, 1H,8H
15), 1,59 (m, 1H, H-14), 1,66—1,74 (m, 2Hy-#, H-8), 1,90-2,02 (m, 4H, 41,
HpB-2, HB-7, Ho-15), 2,03 (s, 3HH5C), 2,16 (m, 1H, K-16), 2,22 (m, 1H, B
12), 2,25-2,31 (m, 2H, 46, HB-6), 2,50 (m, 1H, 3-16), 2,59 (5t) = 13,5, 1H,
Ha-2), 5,22 (m, 1H, 18-11), 5,86 (s, 1H, H-4), 6,44 i 7,25 (2m, 2H, X} 8,70
(s, 1H, NH).
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3¢ NMR (125 MHz, CDGJ): 218,2 (s, C-17), 178,6 (s, C3S 174,7 (s,
Hec=0), 156,6 (s, C-3), 149,6 (s, C-5), 121,7 (d,)C7®,6 (d, C-11), 55,6 (d, C-
9), 49,7 (d, C-14), 47,5 (s, C-13), 39,2 (s, C-BB,3 (t, C-12), 35,7 (t, C-16),
35,3 (d, C-8), 34,9 (t, C-1), 32,9 (t, C-6), 30t7Q-7), 21,8 (k**CHs), 21,7 (t,
C-15), 20,7 (t, C-2), 18,7 (k, C-19), 14,4 (k, C-18

(2eZ). 'H-NMR (500 MHz, CDC§): 0,98 (s, 3H, HC-18), 1,24 (s, 3H, C-19),
1,20 (m, 1H, H-7), 1,29 (m, 1H, KW-12), 1,41 (m, 1H, H-9), 1,55 (m, 1H,8H
15), 1,59 (m, 1H, H-14), 1,66—1,74 (m, 2Hy-#, H-8), 1,90-2,02 (m, 3H, 41,
Hp-7, Ha-15), 2,03 (s, 3HMH3C), 2,16 (m, 1H, W-16), 2,22 (m, 1H, B-12),
2,25-2,31 (m, 3H, P+2, Ha-6, HB-6), 2,40 (m, 1H, K-2), 2,50 (m, 1H, B-16),
5,22 (m, 1H, $B-11), 6,16 (s, 1H, H-4), 6,39 i 7,16 (2m, 2H, XH 8,93 (s, 1H,
NH?).

13C NMR (125 MHz, CDGJ): 218,1 (s, C-17), 178,6 (s, C3S 174,7 (s,
Hec=0), 161,2 (s, C-3), 147,4 (s, C-5), 112,1 (d,)C7®,6 (d, C-11), 55,6 (d, C-
9), 49,7 (d, C-14), 47,5 (s, C-13), 39,9 (s, C-BB,3 (t, C-12), 35,7 (t, C-16),
35,3 (d, C-8), 34,9 (t, C-1), 33,3 (t, C-6), 31t5C-7), 27,3 (t, C-2), 21,8 (k,
HeCHg), 21,7 (t, C-15), 18,9 (k, C-19), 14,4 (k, C-18).

4.1.2.10. Pegn-4-en-3,20-diorB-tiosemikarbazon (2f)

Polazéi od 940 mg progesteronaff, posle filtracije proizvod reakcije prekristalsge

iz etanola pricemu su nastali svetlozuti kristali jedinjea(E : Z = 3 : 1, 765 mg,
65%). R = 0,48 (PhMe : EtOAc = 6 : 4, dvostruko razvijgnjet. > 200 °C (raspada
se). IR (ATR/crit): 3430, 3328 (NH), 2939, 1696 (C(20)=0), 1589, 1503 (C(3)=N),
1291 (C=%), 1048, 735. ESI-TOF-MSn{2): za molekulsku formulu £H33NsOS
izratunatanvz vrednost jona [M+H]je bila 388,2417, a dana 388,2410; za [M+N&]
izratunata 410,2237, a dena 410,2238.

(2f-E). *H-NMR (200 MHz, CDCJ): 0,66 (s, 3H, HC-18), 1,09 (s, 3H, §C-19), 2,14
(s, 3H, HC-21), 2,32 (dt) = 15,4, 3,6 Hz, 1H, K-2), 2,55 (t,J = 9,0 Hz, 1H, H-17),
5,81 (s, 1H, H-4), 6,88 i 7,30 (2m, 2H, dHL 9,15 (s, 1H, NA).

3¢ NMR (50 MHz, CDC})): 210,3 (s, C-20), 177,4 (s, C3S158,3 (s, C-5), 150,8 (s,
C-3), 120,1 (d, C-4), 63,4 (d, C-17), 55,9 (d, Q;BB,2 (d, C-9), 43,8 (s, C-13), 38,5
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(s, C-10), 37,6 (1, C-12), 35,5 (d, C-8), 34,4011), 32,2 (t, C-6), 31,8 (t, C-7), 31,3 (K,
C-21), 24,2 (t, C-16), 22,6 (t, C-15), 21,1 (t, ©120,4 (t, C-2), 17,6 (k, C-19), 13,1 (k,
C-18).

(2f-2). 'H-NMR (200 MHz, CDC}): 0,66 (s, 3H, HC-18), 1,13 (s, 3H, kC-19), 2,14
(s, 3H, HC-21), 2,55 (tJ = 9,0 Hz, 1H, H-17), 6,15 (s, 1H, H-4), 6,82 i 7(P8n, 2H,
NH-"), 9,40 (s, 1H, NA).

3¢ NMR (50 MHz, CDC})): 210,3 (s, C-20), 177,6 (s, C3S163,5 (s, C-5), 149,7 (s,
C-3), 110,2 (d, C-4), 63,4 (d, C-17), 55,9 (d, ;BB,7 (d, C-9), 43,8 (s, C-13), 39,0
(s, C-10), 37,6 (t, C-12), 36,1 (d, C-8), 34,4qt1), 33,2 (t, C-6), 31,8 (t, C-7), 31,3 (K,
C-21), 27,4 (t, C-2), 24,2 (t, C-16), 22,6 (t, C;151,1 (t, C-11), 17,4 (k, C-19), 13,1 (k,
C-18).

Ostatak posle kristalizacije mtigcen je FCC tehnikom gde je eluiranjem pdmo
sistema PhMe : EtOAc : MeOH =50 : 50 : 1 izolovgedinjenja3f (114 mg, 8,3%).

4.1.2.11. Pegn-4-en-3,20-diorbis(tiosemikarbazon)(3f)

Polazéi od 940 mg progesteronaff, posle filtracije proizvod reakcije prekristalisge

iz etanola. Dobijeni su zuti kristadli/Z (4 : 1) smeSe jedinjenf (E: Z=4: 1, 808 mg,
59%) koji nisu dalje razdvojeni = 0,29 (PhMe : EtOAc = 60 : 40, dvostruko
razvijanje). t.t. > 201 °C (raspada se). IR (ATRANB427, 3374, 3232, 2146 (NHH),
2938, 1590, 1507 (C(3/20)=N), 1296 (C5, 1108, 866. ESI-TOF-MSn{2): za
molekulsku formulu GHzgNeS; izracunatanyz vrednost jona [M+H]je bila 461,2516,
a natena 461,2513. Elementalna analizéureata za eH3sNsS: C 59,96; H 7,88; N
18,24; S 13,92, mieno C 59,64; H 7,69; N 17,97; S 13,87.

(3f-E). *H-NMR (500 MHz, DMSOdg): 0,55 (s, 3H, KC-18), 0,82 (m, 1H, H-9), 0,90
(m, 1H, H-7), 1,00 (s, 3H, kC-19), 1,08-1,19 (m, 2H, H-14,dHL5), 1,25-1,39 (m,
3H, Ha-1, HB-11, H3-12), 1,44 (3d) = 10,5 Hz, 1H, H-8), 1,48-1,56 (m, 2HpH 1,
Ho-16), 1,60 (tJ = 7,0 Hz, 1H, H-15), 1,73 (m, 1H, B-7), 1,79 (m, 1H, Id-12), 1,88
(s, 3H, HC-21), 2,05-2,20 (2m, 2H, 42, Ha-6), 2,24-2,34 (m, 3H, pt6, HB-16, Ho-
17), 2,80 (3dJ = 17,6 Hz, 1H, K-2), 5,75 (s, 1H, H-4), 7,38 i 8,07 (2 &s, 2H, NH
7,52 8,04 (2 s, 2H, NA), 9,79 (s, 1H, NB), 10,04 (s, 1H, NH).

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 178,5 (s, C=9), 178,3 (s, C=9, 156,4 (s, C-5),
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153,9 (s, C-20), 150,4 (s, C-3), 120,7 (d, C-4)388d, C-17), 55,2 (d, C-14), 53,2 (d,
C-9), 43,6 (s, C-13), 38,2 (t, C-12), 37,2 (s, G:B5,5 (d, C-8), 34,5 (t, C-1), 31,8 (t,
C-6), 31,8 (t, C-7), 23,8 (t, C-15), 22,7 (t, C-18}.0 (t, C-11), 20,9 (t, C-2), 18,4 (k, C-
21), 17,4 (k, C-19), 13,1 (k, C-18).

(3f-2). *H-NMR (500 MHz, DMSOdg): 0,55 (s, 3H, KC-18), 0,82 (m, 1H, H-9), 0,90
(m, 1H, Hx-7), 1,06 (s, 3H, bC-19), 1,13 (m, 2H, H-14, ¢415), 1,32 (m, 3H, k-1,
HB-11, H3-12), 1,44 (8dJ = 10,5 Hz, 1H, H-8), 1,52 (m, 2H,0L1, Hu-16), 1,60 (tJ

= 7,0 Hz, 1H, §-15), 1,73 (m, 1H, B-7), 1,79 (m, 1H, d-12), 1,88 (s, 3H, kC-21),
2,04-2,22 (2m, 2H, pt2, Ho-16), 2,24-2,37 (m, 3H, [H6, HB-16, Hu-17), 6,61 (s, 1H,
H-4), 7,38 i 8,07 (2 &8s, 2H, NB), 7,50 i 7,94 (2 $s, 2H, NA), 9,79 (s, 1H, NA),
10,33 (s, 1H, NA).

3C NMR (125 MHz, DMSOd): 178,5 (s, C=9), 178,0 (s, C=9, 160,7 (s, C-5),
154,9 (s, C-20), 147,8 (s, C-3), 112,1 (d, C-4)384d, C-17), 55,1 (d, C-14), 53,6 (d,
C-9), 43,5 (s, C-13), 38,1 (t, C-12), 38,3 (s, §;BB,0 (t, C-1), 35,4 (d, C-8), 32,3 (t,
C-6), 32,2 (t, C-7), 23,8 (t, C-15), 22,7 (t, C-18},0 (t, C-11), 20,8 (t, C-2), 18,4 (k, C-
21), 17,6 (k, C-19), 13,1 (k, C-18).

Ostatak posle kristalizacije hromatografisan je F@&tnikom pricemu je eluiranjem
sistemom rastvaéa PhMe : EtOAc = 70 : 30 izolovan proizvati(86 mg, 7,4%).

4.1.3. Generalna procedura za sintezu tijadiazolina

Tijadiazolini 7a—f i 8a—f su pripremljeni prema literatufi. U rastvor steroidnih
tiosemikarbazona2@—f i 3a-f) (1 mmol) u hloroformu (25 mL) dodat je sveze
destilovan anhidrid sietne kiseline (2,3 i 4,6 mL, redom) i piridin (1,22,4 mL,
redom). Reakciona smesa refluktovana je 4 h na&C8&z°mesSanje na uljanom kupatilu i
pracena TLC-om. Po zavrSetku reakcije rastégeuklonjen pod snizenim pritiskom.
Ostatak je préséen FCC tehnikont!

4.1.3.1. (R)-N-(3'-Acetil-17-oksospiro[19-norandrost-4-en-3,2[1,3,4]tijadiazolin]-
5-il)acetamid (7a)

Polazéi od 340 mg smes2a eluiranjem sistemom PhMe : EtOAc = 50 : 50 nakon
kojeg je sledila kristalizacija iz DMSO dobijeno jgdinjenje7a (285 mg, 67%)R: =
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0,45 (CHCY : MeOH =95 : 5, dvostruko razvijanje). t.t. 194195,4 °C. §]p +58 (¢ =
1,0 10% u CHCE : MeOH = 3 : 1). IR (ATR/crl): 2928 (C-H), 1736 (C=0), 1618
(>C=N), 756 (C-S). ESI-TOF-MSn{2): za molekulsku formulu £H3NsOsS
izratunatamyz vrednost jona [M+H] je bila 430,2159, a dana 430,2152; za jon
[M+Na]" izratunata 452,1978, a dena 452,1979. Elementalna analiza: darato za
Co3H31N30sS - 0,5 CHSOCH;: C 61,51; H 7,31; N 8,97; S 10,26, ateno C 61,18; H
7,16; N 8,99; S 10,85.

'H-NMR (500 MHz, CDCYCDs0D-ds): 0,66 (m, 1H, H-9), 0,91 (s, 3H,38-18), 0,99
(m, 1H, Hh-7), 1,16-1,47 (m, 5H, é¢41, H-8, H3-11, Hu-12, H-14), 1,56 (m, 1H, pt
15), 1,74-2,00 (m, 5H, 41, HB-7, H-10, HB-12, Hu-15), 2,04-2,16 (m, 4H, 42, Ho-
6, Ho-11, Hu-16 preklopliena s&°CHs), 2,11 (s, 3HEPCHg), 2,19 (s, 3HN3CHy),
2,32 (dt,J = 14,5, 3,0 Hz, 1H, P+6), 2,46 (dd,) = 19,5, 8,5 Hz, 1H, P+16), 2,59 (td,)
=13,5, 2,5 Hz, 1H, 12), 5,67 (s, 1H, H-4), 10,57 (s, 1H>NH).

13C NMR (125 MHz, CDGJCD;0OD-d,): 222,4 (s, C-17), 169,6 (§°C=0), 169,2 (s,
N3¥C=0), 144,5 (s, C5 141,1 (s, C-5), 121,6 (d, C-4), 79,9 (s, C-B)15d, C-9), 50,0
(d, C-14), 47,8 (s, C-13), 40,3 (d, C-10), 39,8CeB), 35,6 (t, C-16), 34,1 (t, C-6), 33,4
(t, C-2), 31,1 (t, C-12), 29,8 (t, C-7), 25,8 (1), 25,1 (t, C-1), 23,3 (R"3CHy), 22,4
(k, ©°CHs), 21,4 (t, C-15), 13,5 (k, C-18).

4.1.3.2. (R)-N-(3’-Acetil-17-oksospiro[androst-4-en-3,2[1,3,4]tijadiazolin]-5’-
il)acetamid (7b)

Polazéi od 360 mg smeseb eluiranjem sistemom PhMe : EtOAc = 1 : 1 dobij¢mo
jedinjenje7b (321 mg, 73%)R: = 0,58 (CHC4 : MeOH = 95 : 5, dvostruko razvijanje).
t.t. 221,1-222,8 °Cafp +109 (¢ = 1,05 10° u CHCE : MeOH = 3 : 1). IR (ATR/c
1): 3233, 2948 (C-H), 2926, 1710 (C=0), 1661, 1386=N). ESI-TOF-MS (m/z): za
molekulsku formulu G4H33N20sS izra&unata myz vrednost jona [M+H] je bila
444,2315, a ntena 444,2311; za jon [M+Nakracunata 466,2135, a dana 466,2131.
'H-NMR (500 MHz, CDCYCD;0OD-d,): 0,80 (td,J = 3,5, 12,5 Hz, 1H, H-9), 0,90 (s,
3H, HC-18), 0,95 (m, 1H, K7), 1,12 (s, 3H, bC-19), 1,20-1,32 (M, 2H, dd12, H-
14), 1,39 (dk,J = 13,0, 3,0 Hz, 1H, pt11), 1,53 (m, 2H, k-1, HB-15), 1,60-1,68 (m,
2H, H-8, Hx-11), 1,78-1,89 (m, 3H, H1, HB-7, HB-12), 1,96 (m, 1H, kK-15), 2,03
(8d,J = 13,5 Hz, 1H, -2), 2,09-2,12 (m, 2H, &6, Ho-16, preklopljeni s&°CHs),
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2,11 (s, 3HECHs), 2,19 (s, 3H®CHs), 2,32 (dt,J = 14,5, 3,0 Hz, 1H, P+6), 2,60
(dd,J = 19,5, 8,5 Hz, 1H, p+16), 2,80 (td,J = 14,0, 2,5 Hz, 1H, t2), 5,54 (s, 1H, H-
4), 10,50 (s, 1HS°NH).

3¢ NMR (125 MHz, CDGJCDs0OD-d,): 222,2 (s, C-17), 169,5 (§°C=0), 169,2 (s,
N-¥C=0), 145,4 (s, C5 144,4 (s, C-5), 120,6 (d, C-4), 80,1 (s, C-&)15d, C-9), 50,8
(d, C-14), 47,6 (s, C-13), 36,7 (s, C-10), 35,T(16), 35,2 (d, C-8), 35,1 (t, C-1), 31,4
(t, C-6), 31,1 (t, C-12), 30,9 (t, C-7), 30,8 (t2; 25,8 (t, C-11), 23,2 (R"*CHs), 22,5
(k, ©°CHs), 21,5 (t, C-15), 17,4 (k, C-19), 13,5 (k, C-18).

4.1.3.3. (R)-N-(3’-Acetil-17-oksospiro[androsta-4,9(11)-dien-3/21,3,4]tijadiazo-

lin]-5’-il)acetamid (7c¢)

Polazéi od 360 mg smeS2c eluiranjem sistemom PhMe : EtOAc = 50 : 50 dolmj@n
jedinjenje7c (318 mg, 72%)R; = 0,35 (PhMe : EtOAc = 6 : 4, dvostruko razvijanjet)
219,1-220,2 °C.f]p +135 ( ¢ = 1,02 10° u CHCE). IR (ATR/cm?): 3216, 3075, 2928
(C-H), 1738 (C=0), 1612, 1412¢=N), 1240, 1035, 754 (C-S). ESI-TOF-MS (m/z):
za molekulsku formulu £H31N30sS izraunatam/z vrednost jona [M+H]je bila
442,2159, a ntena 442,2158; za jon [M+Nakracunata 464,1978, a dana 464,1980.
'H-NMR (500 MHz, CDC}): 0,84 (s, 3H, HC-18), 1,01 (dkJ = 4,0, 12,5 Hz, 1H, b

7), 1,25 (s, 3H, kC-19), 1,48 (m, 1H, H-14), 1,57 (dtdi= 3, 3, 3 Hz 1H, 18-15), 1,87
(td, J = 3,0, 13,5, 1H, k1), 1,94-2,02 (m, 2H, pt1, HB-7), 2,04 (m, 1H, ld-12),
2,08-2,12 (m, 2H, B+12, Hu-15), 2,12-2,17 (m, 3H, &6, HB-12, Hu-16, deliméno
prekriven signalom z&°CHs), 2,15 (s, 3HS°CHg), 2,21 (s, 3HNCHs,), 2,27 (t,J =
11 Hz, 1H, H-8), 2,36 (t) = 13 Hz, 1H, 1-6), 2,47 (dd,) = 18,5, 9,0 Hz, 1H, B+16),
2,90 (t,J= 13,5 Hz, 1H, Kd-2), 5,44 (dJ = 6,0 Hz, 1H, H-11), 5,56 (s, 1H, H-4), 9,65
(s, 1H,°°NH).

3C NMR (125 MHz, CDGCJ): 221,9 (s, C-17), 169,2 (8;°C=0), 168,9 (sc°C=0),
144.8 (s, C-5, 146,4 (s, C-9), 144,0 (s, C-5), 120,9 (d, C6,9 (d, C-11), 80,3 (s,
C-3), 48,0 (d, C-14), 45,9 (s, C-13), 39,4 (d, §;B®,9 (t, C-16), 36,2 (d, C-8), 33,2 (t,
C-1), 33,0 (t, C-12), 31,8 (t, C-6), 30,9 (t, C-3),5 (t, C-2), 26,4 (k, C-19), 23,7 {k,
¥CHa), 23,1 (k,°°CHs), 22,7 (t, C-15), 13,9 (k, C-18).
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4.1.3.4. (R)-N-(1la-Acetoksi-3-acetil-17-oksospiro[androst-4-en-3,2[1,3,4]tija-

diazolin]-5’-il)acetamid (7e)

Polazeéi od 375 mg 1la-hidroksiandrost-4-en-3,17-diona-3-tiosemikarbazoi2al,
CooH29N30,S, 375,1981) u reakciji sa anhidridomésine kiseline eluiranjem poréio
sistema PhMe : EtOAc = 70 : 30 izolovan je proiz2edvidite odeljak4.1.2.9).

Daljim eluiranjem sistemom PhMe : EtOAc = 65 : 3fbijeno je jedinjenj&e (335 mg,
67%).R = 0,60 (CHC} : MeOH = 9 : 1). t.t. 162,3-164,8 °G]p +90 ( ¢ = 0,97 10°

u CHCE). IR (ATR/cmi'): 3235, 3174, 2971, 2935 (C-H), 1730 (C=0), 170842,
1613 PC=N), 1240, 733 (C-S). ESI-TOF-MS (m/z): za molekul formulu
CaeH3sN30sS izrasunata m'z vrednost jona [M+H] je bila 502,2370, a wana
502,2368; za jon [M+N4&jzracunata 524,2190, a dena 524,2194.

'H-NMR (500 MHz, CDC}): 0,96 (s, 3H, KC-18), 1,05 (dk,) = 4,0, 14,0 Hz, 1H, b
7), 1,17 (s, 3H, &C-19), 1,22-1,31 (m, 2H, H-9 id412), 1,40 (m, 1H, H-14), 1,55 (m,
1H, HB-15), 1,66—1,74 (m, 2H, ¢d1 i H-8), 1,82-1,91 (m, 2H, 41, HB-7), 1,93-1,99
(m, 2H, HB-2, Ha-15), 2,01 (s, 3HCH3), 2.11-2.20 (m 4H, k-6, HB-6, HB-12, Ho-
16), 2,16 (s, 3HS CHg), 2,21 (s, 3HNMCHs), 2,49 (ddJ = 19,0, 9,0 Hz, 1H, B+16),
2,78 (tdJ= 13,5, 2,5 Hz, 1H, k-2), 5,22 (m, 1H, 1B-11), 5,64 (s, 1H, H-4) 9,83 (s,1H,
C>NH).

3C NMR (125 MHz, CDGJ): 218,5 (s, C-17), 169,2 (§*C=0), 169,2 (28\°C=0i
©5C=0), 144,6 (s, C5 144,1 (s, C-5), 122,5 (d, C-4), 79,5 (s, C-3),57(d, C-11),
56,4 (d, C-9), 49,6 (d, C-14), 47,4 (s, C-13), 38,2C-10), 38,1 (t, C-12), 35,7 (t, C-1),
35,6 (t, C-16), 34,8 (d, C-8), 32,3 (t, C-6), 31,0C-2), 30,7 (t, C-7), 23,6 (R:¥CHy),
23,0 (k,“°CHs), 21,8 (k,***CHs), 21,6 (t, C-15), 18,4 (k, C-19), 14,2 (k, C-18).

4.1.3.5. (R)-N-(3’-Acetil-11a-hidroksi-17-oksospiro[androst-4-en-3,2-[1,3,4]tija-
diazolin]-5’-il)acetamid (7d)

Nastavkom eluiranja sistemom PhMe : EtOAc : MeOHsG=: 50 : 4 dobijeno je
jedinjenje7d (38 mg, 8%)R; = 0,45 (CHC{: MeOH =9 :1). t.t. 215,8-220,0 °@]f
+102 (¢ = 0,96 10° u CHCk : MeOH = 3 : 1). IR (ATR/ci): 3518, 3320, 2927 (C-
H), 1717 (C=0), 1690, 1663, 1605, 133T£N), 1238, 1012, 721 (C-S). ESI-TOF-

MS (m/z): za molekulsku formulugHzaN3zOsS izrasunatam/z vrednost jona [M+Hje
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bila 460,2264, a m®na 460,2256; za jon [M+Najzratunata 482,2084, a dena
482,2078.

'H-NMR (500 MHz, CDCYCDs0D-ds): 0,93 (s, 3H, HC-18), 0,97 (m, 1H, H-9), 1,00
(m, 1H, H-7), 1,26 (s, 3H, &C-19), 1,31 (m, 1H, #12), 1,39 (m, 1H, H-14), 1,51
1,66 (m, 2H, H-8 i 18-15), 1,74 (t, J= 13,5 Hz, 1H, W-1), 1,85 (m, 1H, 1B-7), 1,97
(m, 2H, H3-2 i Ha-15), 2,05 (m, 1H, B-12), 2,10 (s, 3H°CHs), 2,12-2,18 (m 2H,
Ho-6, Ha-16), 2,20 (s, 3H\"*CHs), 2,26 (m, 1H, 8-6), 2,49 (dd,J = 19,0, 9,0 Hz, 1H,
HB-16), 2,55 (dtJ = 13,5, 3 Hz,1H, B-1), 2,84 (tdJ = 13,5, 2,5 Hz, 1H, k-2), 3,95
(td,J=10,5, 5 Hz, 1H, B-11), 5,57 (s, 1H, H-4).

13C NMR (125 MHz, CHGJCD;0D-d, (3:1)): 220,7 (s, C-17), 169,1 (25§¥C=0i ¢
®C=0), 145,2 (s, C-5), 144,6 (s, O;8.21,5 (d, C-4), 79,8 (s, C-3), 68,1 (d, C-19,%
(d, C-9), 49,9 (d, C-14), 47,8 (s, C-13), 41,90¢1.2), 37,9 (d, C-10), 36,6 (t, C-1), 35,6
(t, C-16), 34,8 (d, C-8), 32,2 (t, C-6), 30,8 (t2%; 30,3 (t, C-7), 23,1 (K°CHs), 22,2
(k, “¥CHs), 21,4 (t, C-15), 17,7 (k, C-19), 14,2 (k, C-18).

4.1.3.6. (R)-N-(3’-Acetil-20-oksospiro[pregn-4-en-3,2[1,3,4]tijadiazolin]-5’-il)-

acetamid (7f)

Polazéi od 387 mg smeS@f nakon uparavanja rastvaeaproizvod je kristalisan iz
sistema CHGIMeOH pri ¢emu je nastagist 7f (363 mg, 77%)R: = 0,40 (PhMe :
EtOAc = 60 : 40, dvostruko razvijanje). t.t. 2:244,9 °C. §]p +108 (¢ = 1,03 10°

u CHCk : MeOH = 3 : 1). IR (ATR/cil): 3229, 3169, 2929, 2846 (C-H), 1693 (C=0),
1657, 1612, 1379°C=N), 1237, 721 (C-S). ESI-TOF-MS (m/z): za molekui
formulu GeH37N305S izra&unatanyz vrednost jona [M+H]je bila 472,2628, a dana
472,2619; za jon [M+Nd]izratunata 494,2448, a @ana 494,2444; za jon [M+K]
izraunata 510,2187, a dena 510,2192.

'H-NMR (200 MHz, CDC}/CDs;0OD-d,): 0,44 (s, 3H, BC-18), 0,90 (s, 3H, kC-19),
1,92 (s, 3H, HC-21), 1,95 (s, 3H;°CHs), 2,00 (s, 3HN3CHs), 2,39 (t,J = 9 Hz, 1H,
H-17), 2,62 (tdJ = 13,8, 2,2, Hz, 1H, &t2), 5,32 (s, 1H, H-4).

13C NMR (50 MHz, CDCYCDsOD-d,): 211,0 (s, C-20), 169,7 (§°C=0), 169,2 (s,
N3¥C=0), 145,6 (s, C, 144,4 (s, C-5), 120,0 (d, C-4), 79,9 (s, C-B,36(d, C-17),
55,8 (d, C-14), 53,7 (d, C-9), 43,8 (s, C-13), 38,4C-10), 36,4 (t, C-12), 35,4 (d, C-8),
34,9 (t, C-1), 31,8 (t, C-6), 31,4 (k, C-21), 3@9C-7), 30,7 (t, C-2), 23,9 (t, C-16),
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23,0 (k,N"*CHs), 22,3 (k,“°CHs), 22,0 (t, C-15), 20,7 (t, C-11), 17,1 (k, C-192,8 (K,
C-18).

4.1.3.7. (R,17R)-N,N’-(3,3’-Diacetildispiro-[1,3,4]tijadiazolin-2,3’-19-norandrost-
4-en-17,2"-5'-[1,3,4]tijadiazolin-5,5”-diil)bis[acetamid] (8a)

Polazéi od 420 mg smes@a eluiranjem sistemom PhMe : EtOAc : MeOH = 50 =30
nakon koga je usledila kristalizacija iz metanadestao je proizvo®a (410 mg, 70%).
R = 0,24 (CHC{ : MeOH = 95 : 5, dvostruko razvijanje). t.t. 199282,6 °C. §]p +290
(c=1,0- 10°u MeOH). IR (ATR/cr): 2939 (C-H), 1642, 1615F'C=N), 1401, 722
(C-S). ESI-TOF-MS 1f¥2): za molekulsku formulu £H3sNeOsS, izratunata m/z
vrednost jona [M+2HT je bila 294,1271, a @&na 294,1270; za jon [M+H]zratunato
je 587,2469, a m®no 587,2470; za jon [M+Najzratunato je 609,2288, a d@ano
609,2288. Elementalna analiza zakzsNsO4S, - 2 MeOH: izr&unato C 55,36; H 7,12;
N 12,91; S 9,85, meno C 55,64; H 7,32; N 13,31; S 9,63.

'H-NMR (500 MHz, CROD-d,): 0,59 (m, 1H, H-9), 0,94 (m, 1H,0H7 preklopljen sa
HsC-18), 0,95 (s, 3H, kC-18), 1,16-1,34 (m, 4H, pH1, H-8, H3-11, H-14), 1,37-1,50
(m, 2H, H3-12, H3-15), 1,68-1,90 (m, 5H, dd1, HB-7, H-10, H1-12, Hu-15), 2,01—
2,16 (m, 4H preklopljena sa dve @brupe, H-2, Ho-6, Ha-11, Hu-16), 2,09 (s, 3HS”
®CHa), 2,12 (s, 3H°'CHg), 2,18 (s, 3H,"°CHg), 2,22 (s, 3H,"¥'CHy), 2,28 (dt,J =
14, 3 Hz, 1H, 8-6), 2,54 (td,J = 13,5, 3,0 Hz, 1H, K©2), 4,35 (dtdJ = 13,5, 13,25,
3,0 Hz, 1H, H-16), 5,61 (s, 1H, H-4).

3¢ NMR (125 MHz, CROD-dJ): 173,5 (s,"¥'C=0), 171,9 (s°°'C=0), 171,7 (s
°C=0), 171,2 (s""*C=0), 149,4 (s, C'9, 146,4 (s, C-5, 143,1 (s, C-5), 122,8 (d, C-
4), 94,0 (s, C-17), 81,3 (s, C-3), 53,3 (s, C-B3)4 (d, C-9), 47,8 (d, C-14), 42,2 (d, C-
8), 41,9 (d, C-10), 35,6 (t, C-6), 34,9 (t, C-23,B(t, C-12), 32,3 (t, C-7), 31,0 (t, C-
16), 27,4 (t, C-11), 27,0 (t, C-1), 25,1 {i& CHs), 24,3 (t, C-15), 24,0 (R"3CHs), 23,1
(k, M¥'CHg), 23,0 (k,“°CHs), 16,0 (k, C-18).

4.1.3.8. (R,17R)-N,N’-(3,3"-Diacetildispiro-[1,3,4]tijadiazolin-2,3’-androst-4-en-
17,27-[1,3,4]tijadiazolin-5,5"-diil)bis[acetamid] (8b)

Polazéi od 432 mg smes&b eluiranjem sistemom PhMe : EtOAc : MeOH =50 =30

nakon koga je usledila kristalizacija iz metanatalévan je proizvodBb (336 mg,
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56%).Rs = 0,24 (CHC4 : MeOH = 95 : 5, dvostruko razvijanje). t.t. 206202,3 °C.
[o]o +62 ( ¢ = 1,02 10° u MeOH). IR (ATR/crit): 2938 (C-H), 2853, 1665, 1610
(¢®'Cc=N), 1380, 1254. ESI-TOF-MSm(2): za molekulsku formulu £HaNeOsS,
izratunatam/z vrednost jona [M+2HT je bila 301,1349, a dana 301,1354; za jon
[M+H]" izratunato je 601,2625, a @eno 601,2627; za jon [M+Najzratunato je
623,2445, ndeno 623,2446.

'H-NMR (500 MHz, CQOD-d,): 0,72 (td,J = 11, 3,5 Hz, 1H, H-9), 0,91 (m, 1HuH
preklopljen sa KC-18), 0,94 (s, 3H, §C-18), 1,10 (s, 3H, §C-19), 1,23 (m, 1H, H-14),
1,31-1,60 (m, 6H, P11, He-15, H3-12, H-8, H3-1, Ho-11), 1,69-1,90 (m, 4H, (415,
Ho-1, Ho-12, H3-7), 1,98 (dJ = 12,5 Hz, 1H, -2), 2,02-2,08 (m, 2H preklopljena sa
dve CH-grupe, Hi-6, Ho-16), 2,09 (s, 3HS CHs), 2,12 (s, 3HS®'CHs), 2,18 (s, 3H,
NSCHy), 2,22 (s, 3HN*'CHs), 2,45 (m, 1H, 18-6), 2,78 (td,J = 13,3, 2,5 Hz, 1H, b

2), 4,35 (dtd,)) = 2,5, 13,25 Hz, 1H, p+16), 5,48 (s, 1H, H-4).

13C NMR (125 MHz, CROD-dJ): 173,5 (s"*'C=0), 171,9 (s“°C=0), 171,7 (s
®C=0) 171,3 (sN3C=0), 149,3 (s, C'5, 147,3 (s, C-5), 146,2 (s, C}5121,9 (d, C-
4), 93,9 (s, C-17), 81,3 (s, C-3), 55,5 (d, C-B,05(s, C-13), 48,5 (d, C-14), 38,0 (s, C-
10), 37,6 (d, C-8), 36,7 (t, C-2), 33,4 (t, C-73,B(t, C-12), 33,0 (t, C-1), 32,9 (t, C-6),
31,0 (t, C-16), 25,1 (K"*'CHs), 24,4 (t, C-15), 24,0 (R"*CHs), 23,1 (k,°'CHs), 23,0
(k, ©°CHs), 21,9 (t, C-11), 18,3 (k, C-19), 15,8 (k, C-18).

4.1.3.9. (R,17R)-N,N’-(3,3’-Diacetildispiro-[1,3,4]tijjadiazolin-2,3’-androsta-
4,9(11)-dien-17,2"-[1,3,4]tijadiazolin-5,5”-diil)bis[acetamid] (8c)

Polazéi od 430 mg smeS&c eluiranjem sistemom PhMe : EtOAc : MeOH =50 30
izolovan je proizvodBc (371 mg, 62%)R: = 0,19 (CHCJ} : MeOH = 95 : 5, dvostruko
razvijanje). t.t. 199,2—201,1 °Ca]p +178 (¢ = 1,05 10% u MeOH). IR (ATR/crit):
3240, 3071, 2931 (C-H), 1670, 1644, 168%8°C=N), 1378, 1293, 1237, 1030, 724
(C-S). ESI-TOF-MS (m/z): za molekulsku formulu,gB3sNsO4S, izratunata m/z
vrednost jona [M+2H] je bila 300,1271, a dana 300,1273; za jon [M+H]zrasunato
je 599,2469, a mwno 599,2466; za jon [M+Najizratunato je 621,2288, dano
621,2286.

'H-NMR (500 MHz, CROD-d,): 0,85 (s, 3H, HC-18), 0,94 (m, 1H, k-7), 1,25 (s,
3H, HC-19), 1,39 (SkJ = 9,5 Hz, 1H, H-14), 1,53 (m, 1H,d+L5), 1,78 (m, 1H, B-
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12), 1,86-1,93 (m, 3H, ¢d41, HB-1, HB-15), 1,97 (m, 1H, B-7), 2,06—2,16 (m, 4H, [+

2, Ha-6, H-8, Hi-16, preklopljen sa dve GHyrupe), 2,09 (s, 3H°CHs), 2,12 (s, 3H,
C¥CHa), 2,19 (s, 3HN3CHg), 2,23 (s, 3HY¥'CHy), 2, 43 (m, 1H, -6), 2,58 (m, 1H,
Ha-12), 2,89 (tdJ = 12,5, 5 Hz, 1H, k-2), 4,32 (dtdJ = 4,0, 13,0 Hz, 1H, p+16),
5,46 (d,J = 6,0 Hz, 1H, H-11), 5,48 (s, 1H, H-4).

13C NMR (125 MHz, CROD-dJ): 173,4 (s,"3'C=0), 172,0 (s°°'C=0), 171,9 (s&
®C=0) 171,3 (s\"*C=0), 149,1 (s, C9, 147,1 (s, C-9), 146,2 (s, C}5146,0 (s, C-5),
122,0 (d, C-4), 118,9 (d, C-11), 93,5 (s, C-17)483%, C-3), 51,4 (s, C-13), 46,1 (d, C-
14), 40,6 (d, C-10), 39,6 (d, C-8), 35,5 (t, C-12,7 (t, C-1), 33,7 (t, C-7), 33,1 (t, C-
6), 32,6 (t, C-2), 31,4 (t, C-16), 26,9 (s, C-125,2 (t, C-15), 24,9 (K"*'CHs), 23,9 (k,
NSCH,), 23,0 (k,°°'CHs), 22,9 (k,“°CHs), 15,8 (k, C-18).

4.1.3.10. (R,17R)-N,N’-(11a-Acetoksi-3,3-diacetildispiro-[1,3,4]tijadiazolin-2,3’-
androst-4-en-17,2"-[1,3,4]tijadiazolin-5,5”-diil)bis[acetamid] (8e)

Polazéi od 450 mg smeS&d eluiranjem sistemom PhMe : EtOAc : MeOH = 50 ::50
0,5 izolovan je proizvo®e (411 mg, 62%)R; = 0,44 (CHC4 : MeOH = 90 : 10). t.t.
199,2-201,8 °C.d]p +215 (¢ = 1,0310° u CHCk: MeOH = 3 : 1). IR (ATR/ci):
2963 (C-H), 2931, 1703, 1669, 1606/%8C=N), 1371, 1240, 1012, 723 (C-S). ESI-
TOF-MS [(2): za molekulsku formulu £H4:NeO4S, izratunatam/z vrednost jona
[M+2H]?* bila je 330,1376, a @ana 330,1382; za jon [M+H]jzratunato je 659,2680,
a naleno 659,2675; za jon [M+Najzratunato je 681,2500, dano 681,2499.

'H-NMR (500 MHz, CDCYCDsOD-ds): 1,00 (s, 3H, HC-18), 1,02 (m, 1H, k7
preklopljen sa BIC-18), 1,16 (s, 3H, ¥C-19), 1,26 (tJ = 11,0 Hz, 1H, H-9), 1,34-1,47
(m, 2H, H-14, H-15), 1,55 (dkJ = 3, 11 Hz, 1H, H-8), 1,68-1,87 (m, 5HyH, HB-1,
HB-7, HB-12, H3-15), 1,97 (3d) = 13,5 Hz, 1H, 18-2), 2,02 (s, 3H“CHs), 2,11 (s,
3H, “°CH), 2,14 (s, 3H:°'CH;), 2,19 (s, 3H)"®CHy), 2,22 (s, 3H)\'CHj), 2,80 (td,
J=14, 3 Hz, 1H, Wd-2), 4,37 (dtdJ = 3,5, 13,0 Hz, 1H, B+16), 5,16 (3k,J = 10 Hz,
1H, HB-11), 5,58 (s, 1H, H-4).

13C NMR (125 MHz, CDCGJCD;0D-dJ): 171,6 (s¥'C=0), 170,5 (s\*C=0), 169,7
(s, C=0), 169,6 (s5°C=0) 169,2 (s\¥C=0), 146,7 (s, C'9, 144,3 (s, C-9, 144,2
(s, C-5), 121,9 (d, C-4), 91,5 (s, C-17), 79,30s3), 71,4 (d, C-11), 55,5 (d, C-9), 51,5
(s, C-13), 45,9 (d, C-14), 38,2 (t, C-12), 37,7Gs10), 35,9 (t, C-1), 35,5 (d, C-8), 32,1
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(t, C-6), 31,2 (t, C-7), 30,8 (t, C-2), 29,9 (t,16), 24,2 (k"*'CHs), 23,1 (t, C-15), 22,9
(k, M¥CHg), 22,3 (k,“Y'CHs), 22,2 (k,“°CHs), 21,5 (k,"*'CHs), 17,9 (k, C-19), 15,5
(k, C-18).

4.1.3.11. (R,20R/S)-N,N*-(3,3’-Diacetildispiro-[1,3,4]tijadiazolin-2,3’-pregn-4-en-
20,2”-[1,3,4]tijadiazolin-5,5"-diil)bis[acetamid] (8f) (R/S)

Polazéi od 460 mg smesaf eluiranjem sistemom Cigl, : MeOH = 80 : 20 nakon
koga je usledila kristalizacija iz GBI, izolovan je proizvodf (221 mg, 35%) kao
smesSa dva dijasterecizomerafR2®20S= 1,2 : 1).R;= 0,32 (CHCI, : MeOH = 20 : 1),
Ri= 0,16 (PhMe : EtOAcC = 6 : 4, dvostruko razvijanjef) 191,9-193,2 °Ca]p +14 €

= 0,97- 10° u DMSO). IR (ATR/crit): 3325 (C-H), 2933, 1703, 1664, 1644, 1615
("®'C=N), 1387, 1233. ESI-TOF-MSm(2): za molekulsku formulu £H1NgOsS,
izratunatanvz vrednost jona [M+2H] je bila 315,1506, a dana 315,1501; za jon
[M+H]" izratunato je 629,2938, a @ano 629,2919; za jon [M+Najizratunato je
651,2758, ndeno 651,2748; za jon [2M+H]izratunato 1257,5804, a @ano
1257,5780. Elementalna analiza zaH3,NeOsS, - CHyCl,: izracunato C 53,85;H 6,50;
N 11,77; S 8,97, a dano C 53,76; H 6,50; N 11,93; S 8,97.

(8f-20R). *H-NMR (500 MHz, DMSO#€): 0,66 (m, 1H, H-9), 0,80 (m, 1H,d7), 0,85
(s, 3H, HC-18), 0,94 (m, 1H, H-14), 0,99 (s, 3H;E&+19), 1,09-1,51 (m, 6H, 41, H-

8, HB-11, H3-12, Hu-15, HB3-15), 1,53-1,70 (m, 4H, p7, Ho-11, Ho-12, Hu-16),
1,71-1,83 (m, 2H, b1, HB-16), 1,87 (m, 1H, B-2), 1,91 (s, 3H, C-21), 1,99 (m,
1H, Ha-6, delimiéno prekloplien sa signalom ZZCHs), 2,01 (s, 3H*°CHs), 2,013 (s,
3H, “®'CHy), 2,07 (s, 3H)*'CHy), 2,09 (s, 3H)°CHj), 2, 14 (t,J = 13,5 Hz, 1H, H-
6), 2,69 (m, 1H, ©-2), 3,13 (tJ = 8,0 Hz, 1H, H-17), 5,40 (s, 1H, H-4) 11,42 (s, 1H,
C>NH), 11,44 (s, 1HS>NH).

3C NMR (125 MHz, DMSOdg): 169,1 (s,°°'C=0), 169,2 (s°°C=0), 168,2 (s,
N¥'Cc=0), 167,3 (s\°C=0), 144,6 (s, C-5), 143,4 (s, C)}5143,1 (s, C-9, 120,7 (d,
C-4), 83,8 (s, C-20), 78,8 (s, C-3), 54,9 (d, C;B4),1 (d, C-17), 53,6 (d, C-9), 42,0 (s,
C-13), 36,6 (t, C-12), 36,3 (s, C-10), 34,8 (t, 234,4 (d, C-8), 30,5 (t, C-2), 31,9 (t,
C-7), 31,3 (t, C-6), 30,9 (k, C-21), 24,6 (t, C-18%,6 (k,"*'CHs), 23,6 (k,"*CHy),
23,1 (t, C-11), 22,5 (K°'CHs), 22,5 (k,“°CHs), 20,2 (t, C-15), 17,3 (k, C-19), 13,0 (k,
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C-18).

(8f-209). *H-NMR (500 MHz, DMSO#€): 0,68 (m, 1H, H-9), 0,73 (s, 3H,38-18),
0,80 (m, 1H, H-7), 1,01 (s, 3H, BC-19), 1,05 (m, 1H, H-14 preklopljen sa signalom za
HsC-19), 1,09-1,51 (m, 7H, f41, H-8, H3-11, HB-12, Hu-15, H3-15, Hu-16),
1,53-1,70 (m, 2H, B-7, Ha-11), 1,71-1,83 (m, 2H, &41, HB-16), 1,87 (m, 1H, B-2),
1,94 (s, 3H, HC-21), 1,97 (m, 1H, H- k12), 2,01 (2s, 6HS°CHs, “°'CHs), 2,05 (s,
3H, M¥'CHg), 2,09 (s, 3HY3CHs), 2,69 (M, 2H, W-2, Ha-17), 5,41 (s, 1H, H-4) 11,35
(s, 1H,°°NH), 11,45 (s, IHSZNH).

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 169,2 (s,“°C=0), 169,2 (s°°C=0), 168,1 (s,
N3'C=0), 167,3 (s"¥C=0), 144,6 (s, C-5), 143,5 (s, C}5143,1 (s, C-9, 120,7 (d,
C-4), 82,0 (s, C-20), 78,8 (s, C-3), 55,3 (d, C;B4),6 (d, C-17), 53,6 (d, C-9), 42,9 (s,
C-13), 38,7 (t, C-12), 36,3 (s, C-10), 34,8 (t, 54,7 (d, C-8), 30,5 (t, C-2), 31,9 (t,
C-7), 31,3 (t, C-6), 30,9 (k, C-21), 25,4 (t, C-18%,5 (k,"*'CHs), 23,6 (k,"*CHy),
23,3 (t, C-11), 22,6 (K°'CHs), 22,5 (k,“°CHs), 20,4 (t, C-15), 17,3 (k, C-19), 13,3 (k,
C-18).

4.1.4. Generalna procedura za dobijanje tiazolidird-onskih derivata

Procedura za pripremanje novih steroidnih tiazoldtonskih derivata analogna je
prethodno opisan®j uz minimalne izmene. U rastvor steroidnog tiosemti&aona 2a—
fili 3af, 1 mmol) i anhidrovanog natrijum-acetata (123246 mg, 1,5 ili 3 mmol) u
apsolutnom etanolu (30 ili 50 mL), polako je dodtlthloracetat (122 ili 244 mg, 1 ili 2
mmol). Reakciona smesa je refluktovana do zavr3etikcije (24—-45 h, péano TLC-
om), a zatim je ostavljena na sobnoj temperaturselahladi posl€ega je sipana u
vodu. Precipitat je odvojen filtracijom, ispran dite®m vodom, hladnim etanolom, a zatim
osuSen. Sakupljeni kristali prekristalisani su ietamola, a filtrat je pt#&cavan FCC
tehnikom®® U tekstu koji sledi navedene su @izé karakteristike i spektralni podaci

nastalih proizvoda9a-fi 10a-f).
4.1.4.1. 2,4-Tiazolidindion-2-[(17-oksoestr-4-en-liden)hidrazon] (9a)

Posle filtracije proizvod je prekristalisan iz medéa pri ¢emu je nastalo 86 mg
(22,3%) ¢istog 9a-E. R = 0,58 (PhMe : EtOAc = 6 : 4). Riiécavanjem ostatka
FCC tehnikom (PhMe : EtOAc = 80 : 20) nastala j@eSada(E:Z=2:1, 129 mg,
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33,5%) koja nije dalje razdvajana. t.t. 215 °C e se). IR (ATR/cif): 3130
(NH), 3082, 2941, 2857 (CH), 1731 (C(17)=0), 17f&€%0), 1616 (C(3)=N),
1327, 1249 (C-S), 886. ESI-TOF-M8Vg): za molekulsku formulu £H27N30,S
izratunata vrednost za jon [M+Hje bila 386,1897, a dana 386, 1896.

(9a-E). 'H-NMR (500 MHz, DMSOdg): 0,75 (m, 1H, H-9), 0,84 (s, 3H,38-18), 0,99
(kd, J = 12,5, 3 Hz, 1H, k-7), 1,13-1,33 (m, 4H, &1, Ho-11, Hor-12, H-14),
1,40-1,56 (m, 2H, H-8, pt15), 1,64 (5dJ = 10,5 Hz, 1H, 8-12), 1,78-1,90 (m, 3H,
HB-7, HB-11, Hu-15), 1,97-2,11 (m, 4H, f41, HB-2, H-10, Hi-16), 2,22 (td,) = 13,5,
3,0 Hz, 1H, H-6), 2,40 (ddJ = 19, 8,5 Hz, 1H, B-16), 2,47 (dtJ = 14, 3,0 Hz, 1H,
HpB-6), 3,04 (dtJ = 16,5, 4 Hz, 1H, k-2), 3,79 (s, 2H, K5, 5,95 (s, 1H, H-4), 11,72
(s, 1H,¥NH).

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 219,6 (s, C-17), 173,8 (s, C}4162,3 (s, C-3), 161,2
(s, C-2), 153,6 (s, C-5), 121,9 (d, C-4), 49,4 (d, C-¥®,1 (d, C-9), 47,1 (s, C-13),
41,5 (d, C-10), 39,2 (d, C-8), 35,3 (t, C-16), 3¢,4C-6), 32,7 (t, C-5, 31,2 (t, C-12),
29,7 (t, C-7), 26,1 (t, C-1), 25,2 (t, C-11), 24,3C-2), 21,4 (t, C-15), 13,4 (k, C-18).

(9a-2). *H-NMR (500 MHz, DMSO#ds): 0,75 (m, 1H, H-9), 0,84 (s, 3H,58-18), 0,99
(kd, J = 12,5, 3 Hz, 1H, k-7), 1,13-1,33 (m, 4H, &1, Ho-11, Hr-12, H-14),
1,40-1,56 (m, 2H, H-8, pt15), 1,64 (3d, 1HJ = 10,5 Hz, 1H, 8-12), 1,78-1,90 (m,
3H, HB-7, HB-11, Hu-15), 1,97-2,11 (m, 3H, B41, H-10, Hi-16), 2,17-2,27 (m, 2H,
HB-2, Ho-6), 2,33-2,43 (m, 2H, &2, HB-16), 2,48 (m, 1H, B-6), 3,78 (s, 2H, K5,
6,60 (s, 1H, H-4), 11,72 (s, 1BINH).

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 219,6 (s, C-17), 174,0 (s, C}4161,3 (s, C-3), 159,5
(s, C-2), 155,4 (s, C-5), 111,8 (d, C-4), 49,4 (d, C-149,1 (d, C-9), 47,1 (s, C-13),
42,2 (d, C-10), 39,2 (d, C-8), 35,3 (t, C-16), 38,1C-6), 32,6 (t, C-5, 31,2 (t, C-12),
30,0 (t, C-2), 29,8 (t, C-7), 26,9 (t, C-1), 25,1G-11), 21,4 (t, C-15), 13,4 (k, C-18).

4.1.4.2. 2,4-Tiazolidindion-2-[(17-oksoandrost-4-eB-iliden)hidrazon] (9b)

Posle filtracije i préiS¢avanja sirovog proizvoda FCC tehnikom (PhMe : EtGAc
80 : 20) dobijena je sme&@b (E : Z =2 : 1, 267 mg, 67%). Kristalizacijom iz
metanola dobijen jéist (E)-izomer (107 mg, 27%R:= 0,61 (PhMe : EtOACc = 6 :
4).t.t. 230,0-236,4 °C. Ostatak je bio smelSaZ = 2 : 3)koja nije razdvojena. IR
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(ATR/cm-1): 3082 (NH), 2924 (CH), 1721 (C=0), 16023)=N), 1332, 1245 (C-S).
ESI-TOF-MS (W2): za molekulsku formulu £H29N3O0,S izra&unata vrednost za jon
[M+H] " je bila 400,2053, a dana 400,2055.

(9b-E). *H-NMR (500 MHz, DMSO€e): 0,83 (s, 3H, HC-18), 0,86 (m, 1H, H-9), 0,97
(kd, J = 12,5, 4,5 Hz, 1H, h7), 1,06 (s, 3H, kC-19), 1,16 (td,) = 13, 4 Hz, 1H, H-
12), 1,21-1,40 (m, 3H, &1, Ho-11, H-14), 1,51 (dtd) = 3, 3,5, 3 Hz, 1H, B15),
1,56 (m, 1H, 1B-11), 1,62-1,70 (m, 2H, H-8, }412), 1,81-1,92 (m, 3H, f1, H3-7,
Ho-15), 1,99 (ddJ = 9,5, 18 Hz, 1H, k-16), 2,11 (td,) = 16, 4,5 Hz, 1H, B-2), 2,30
(dtd,J = 5.0 Hz, 1H, H-6), 2,35-2,45 (m, 2H, pt6, HB-16), 3,03 (dt]) = 16,5, 3,5 Hz,
1H, Ho-2), 3,795 (s, 2H, K5), 5,88 (s, 1H, H-4), 11,75 (s, 1H, NH).

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 219,6 (s, C-17), 173,8 (s, C)}4161,8 (s, C-3), 161,3
(s, C-2), 157,8 (s, C-5), 121,2 (d, C-4), 53,3 (d, C-9),25(d, C-14), 46,9 (s, C-13),
37,9 (s, C-10), 35,3 (t, C-16), 34,8 (t, C-1), 36 C-8), 32,7 (t, C, 31,7 (t, C-6),
31,1 (t, C-12), 30,7 (t, C-7), 22,0 (t, C-2), 2{tAC-15), 20,2 (t, C-11), 17,4 (k, C-19),
13,4 (k, C-18).

(9b-2) iz smeSeE : Z = 2 : 3."H-NMR (200 MHz, DMSO#d): 0,83 (s, 3H, HC-18),
0,92 (m, 1H, H-9), 1,00 (m, 1H,d47), 1,11 (s, 3H, kC-19), 3,78 (s, 2H, H5), 6,52
(s, 1H, H-4), 11,73 (s, 1HNH).

3C NMR (125 MHz, DMSQde): 219,5 (s, C-17), 173,8 (s, ©4160,7 (s, C-3, 159,7
(s, C-3), 159,5 (s, C-5), 113,8 (d, C-4), 53,3qeD), 50,1 (d, C-14), 46,9 (s, C-13), 38,5
(s, C-10), 35,8 (t, C-1), 35,3 (t, C-16), 34,5@d8), 32,6 (t, C-5, 32,3 (t, C-6), 31,0 (t,
C-12), 30,9 (t, C-7), 27,0 (t, C-2), 21,4 (t, C-18),0 (t, C-11), 17,5 (k, C-19), 13,4 (K,
C-18).

4.1.4.3. 2,4-Tiazolidindion-2-[(17-oksoandrosta-4(921)-dien-3-iliden)hidra-
zon] (9¢)

Posle filtracije sirovi proizvod peescavan je FCC tehnikom (PhMe : EtOAc =
75 . 25) pri¢cemu je dobijeno 226 mg (57%)c. Kristalizaijom iz metanola

dobijen jecist (E)-izomer (88 mg, 22%) = 0,63 (PhMe : EtOACc =6 : 4). t.t. >
200 °C (raspada se). Ostatak je bio smES&Z(= 1 : 1) koja nije dalje razdvojena.
IR (ATR/cmY): 2965 (NH), 2953 (CH), 1741 (C(17)=0), 1724CE0), 1625
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(C=N), 1334, 1252 (C-S). ESI-TOF-M®32): za molekulsku formulu £H>7Nz0,S
izratunata vrednost za jon [M+H]e bila 398,1897, a dana 398,1900.

(9¢c-E). *H-NMR (500 MHz, DMSOdg): 0,79 (s, 3H, BC-18), 1,00 (kdJ = 13, 3,5 Hz,
1H, Ha-7), 1,23 (s, 3H, kC-19), 1,46 (m, H-14), 1,58 (dtd,= 3, 2,5, 3 Hz, 1H, B+
15), 1,71 (tdJ = 13,5, 4 Hz, 1H, B-1), 1,92-2,14 (m, 6H, &1, HB-7, Ha-12, H3-12,
Ho-15, He-16 ), 2,26 (dtd) = 5, 4, 5 Hz, 1H, B-2), 2,32-2,47 (m, 3H, &6, H-8, H3-
16), 2,54 (m, 1H, B-6), 3,08 (dtJ = 17, 3,5 Hz, 1H, k-2), 3,80 (s, 2H, K5, 5,48
(d,J=5,5Hz, 1H, #-11), 5,91 (s, 1H, H-4), 11,78 (s, 1TENH).

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 220,3 (s, C-17), 173,8 (s, C)}4161,8 (s, C-3), 161,6
(s, C-2), 156,3 (s, C-5), 146,3 (s, C-9), 121,4 (d, C3)6,4 (d, C-11), 47,5 (d, C-14),
45,2 (s, C-13), 40,5 (s, C-10), 36,4 (d, C-8), 35,&-16), 33,1 (t, C-12), 33,0 (t, C-1),
32,7 (t, C-B), 31,6 (t, C-6), 31,2 (t, C-7), 26,2 (k, C-19),272t, C-2), 21,2 (t, C-15),
13,6 (k, C-18).

(9¢c-Z) iz smeSé& : Z=1: 1.*H-NMR (500 MHz, CDC}): 0,87 (s, 3H, HC-18), 1,11
(m, 1H, Hx-7), 1,28 (s, 3H, C-19), 1,48 (m, H-14), 1,61 (dtd,= 3, 2,5, 3 Hz, 1H,
HB-15), 1,91-2,02 (m, 2H, 41, HB-1), 2,03-2,21 (m, 5H, p7, Ho-12, H3-12, Ha-
15, Hu-16), 2,29-2,45 (m, 2H, &46, H-8), 2,46-2,50 (m, pt6, HB-16), 2,57-2,63 (m,
2H, Ho-2, HB-2), 3,77 (s, 2H, ®5)), 5,51 (d,J = 5,5 Hz, 1H, -11), 6,52 (s, 1H, H-4),
11,78 (8s, 1HNH).

13C NMR (125 MHz, CDGJ): 221,5 (s, C-17), 173,8 (s, C)14161,7 (s, C-3), 159,8 (s,
C-2), 159,4 (s, C-5), 145,9 (s, C-9), 117,1 (d, C-11)1,4 (d, C-4), 48,1 (d, C-14), 45,9
(s, C-13), 41,6 (s, C-10), 36,9 (d, C-8), 36,X16), 34,2 (t, C-1), 33,4 (t, C-12), 33,2
(t, C-5), 32,8 (t, C-6), 31,4 (t, C-7), 27,8 (t, C-2), @6s, C-19), 22,7 (t, C-15), 13,9 (k,
C-18).

13C NMR (125 MHz, DMSQdg): 220,2 (s, C-17), 173,8 (s, C)}4159,5 (s, C-3), 161,5
(s, C-2), 158,0 (s, C-5), 146,1 (s, C-9), 116,6 (d, C-114,1 (d, C-4), 47,5 (d, C-14),
45,2 (s, C-13), 41,3 (s, C-10), 36,3 (d, C-8), 35,&-16), 34,0 (t, C-1), 33,1 (t, C-12),
33,3 (t, C-6), 32,7 (t, Cp 31,2 (t, C-7), 27,4 (t, C-2), 26,4 (k, C-19),27t, C-15),
13,6 (k, C-18).
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4.1.4.4. 2,4-Tiazolidindion-2-[((1&)-11-hidroksi-17-oksoandrost-4-en-3-iliden)-
hidrazon] (9d)

Posle filtracije sirov proizvod pé&cavan je FCC tehnikom (Gi€l, : MeOH =
100 : 3) pricemu je dobijena smeSa jedinjedd (E : Z= 3 : 1, 357 mg, 86%)
koja nije dalje razdvojends = 0,34 (CHCI, : MeOH = 20 : 1). t.t. > 200°C
(raspada se). IR(ATR/ch): 3480, 2928 (NH), 1725 (C=0), 1620, 1558 (C=N),
1330, 1242 (C-S). HESI-Orbitrap-MSmfz): za molekulsku formulu
CooH29N303S izraunata vrednost za jon[M+HJje bila 416,2008, a wW&na
416,1988.

(9d-E). *H-NMR (500 MHz, DMSO¢d): 0,83 (s, 3H, HC-18), 0,94-1,01 (m, 2H, dd

7, H-9), 1,16 (s, 3H, §C-19), 1,18 (m, 1H, K-12), 1,31 (m, 1H, H-14), 1,48 (dtd=

3, 2,5, 3 Hz, 1H, B-15), 1,56 (td]) = 14, 3,5 Hz, 1H, k-1), 1,63 (kdJ = 11,5, 2,5 Hz,
1H, H-8), 1,79-1,90 (m, 3H, {7, HB-12, Hu-15), 2,02 (dd,J = 19, 9,5 Hz, 1H, -
16), 2,16 (m, 1H, B-2), 2,27-2,33 (m, 2H, &6, HB-6), 2,40 (dd,) = 19, 10,5 Hz, 1H,
HpB-16), 2,58 (dtJ = 14, 4 Hz, 1H, 18-1), 2,88 (dtJ = 17, 4 Hz, 1H, K-2), 3,79 (s, 2H,
H,-5)), 3,81 (m, 1H, 13-11), 4,36 (dJ = 6,6 Hz, 1H, OH-11), 5,87 (s, 1H, H-4), 11,73
(s, 1H,*NH).

%C NMR (125 MHz, DMSOdg): 218,6 (s, C-17), 173,8 (s, C}4162,3 (s, C-3), 161,7
(s, C-2), 158,7 (s, C-5), 121,7 (d, C-4), 67,3 (d, C-189,7 (d, C-9), 49,6 (d, C-14),
47,4 (s, C-13), 42,4 (t, C-12), 39,5 (s, C-10)43@, C-1), 35,4 (t, C-16), 34,1 (d, C-8),
32,7 (t, C-6), 32,5 (t, C2% 30,3 (t, C-7), 22,4 (t, C-2), 21,3 (t, C-158,2 (k, C-19),
14,3 (k, C-18).

(9d-2). *H-NMR (500 MHz, DMSO#): 0,83 (s, 3H, HC-18), 0,94-1,01 (m, 2H, &7,
H-9), 1,20 (s, 3H, kC-19), 1,18 (m, 1H, K-12), 1,31 (m, 1H, H-8), 1,476 (dtd= 3,
2,5, 3 Hz, 1H, 18-15), 1,482 (m, 1H, H-14), 1,72 (m, 1HgH), 1,79-1,90 (m, 3H,
HB-7, HB-12, Hu-15), 2,02 (dd,) = 19, 9,5 Hz, 1H, k-16), 2,16 (m, 1H, B-6), 2,26
(m, 1H, H3-2), 2,37 (m, 1H, K-6), 2,39 (m, 1H, ld-2, preklopljen sa B+16), 2,40 (dd,
J=19, 10,5 Hz, 1H, B16), 2,53 (tJ = 4,5 Hz, 1H, B-1), 3,784 (s, 2H, KH5), 3,81
(m, 1H, H3-11), 4,36 (d,J = 6,6 Hz, 1H, OH-11), 6,50 (s, 1H, H-4), 11,731(d, *NH).
13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 218,6 (s, C-17), 173,8 (s, C)4161,7 (s, C-3, 160,3
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(s, C-5), 160,1 (s, C-3), 114,5 (d, C-4), 67,2@Qd11), 58,8 (d, C-9), 49,5 (d, C-14),
47,4 (s, C-13), 42,4 (t, C-12), 40,2 (s, C-10)53, C-1), 35,4 (t, C-16), 33,9 (d, C-8),
33,3 (t, C-6), 32,5 (t, C%p 30,7 (1, C-7), 27,2 (t, C-2), 21,3 (t, C-15),48k, C-19),
14,3 (k, C-18).

4.1.4.5. 2,4-Tiazolidindion-2-[((1#&)-11-acetoksi-17-oksoandrost-4-en-3-iliden)-
hidrazon] (9e)

Posle filtracije sirov ekstrakt je pfi@cavan FCC tehnikom (Ci€l, : MeOH = 100 :
1,5) pri¢emu je dobijena smesa jedinje®a(E: Z= 3 : 1,352 mg, 77%)R = 0,59
(CH.Cl: MeOH = 20 : 1). t.t. > 200 °C (raspada se). IRR¥cmi®): 2967, 2934 (NH),
1733 (C=0), 1628, 1576 (C=N), 1330, 1248. HESI-@alpi MS (m/2: za molekulsku
formulu G4H31N304S izrasunata vrednost za jon [M+Hje bila 458,21145, a dana
458,2098.

(9eE). *H-NMR (500 MHz, CDC}): 0,97 (s, 3H, HC-18), 1,14 (kdJ = 12,5, 5 Hz,
1H, Ha-7), 1,18 (s, 3H, bC-19), 1,26 (m, 1H, k-12), 1,36-1,45 (m, 2H, H-9, H-14),
1,57 (dtd,J = 3, 2,5, 3 Hz, 1H, B-15), 1,69 (tdJ = 13,5, 4,5 Hz, 1H, 1), 1,73-1,86
(m, 2H, HB-1, H-8), 1,97 (m, 1H, B+7), 2,01 (s, 3H*"H4C), 2,01 (m, 1H, d-15),
2,13 (dd,J = 19, 9,5 Hz, 1H, H-16), 2,20 (m, 1H, B-12), 2,30 (m, 1H, B-2),
2,34-2,40 (m, 2H, b6, HB-6), 2,49 (dd) = 19, 10,5 Hz, 1H, P+16), 2,96 (dt) = 17,
4 Hz, 1H, Hi-2), 3,767 (s, 2H, K5), 5,24 (m, 1H, B-11), 6,05 (s, 1H, H-4).

13C NMR (125 MHz, CDG)): 218,2 (s, C-17), 173,6 (s, 0)4169,9 (s}**C=0), 163,5
(s, C-3), 161,4 (s, C® 157,3 (s, C-5), 122,6 (d, C-4), 70,4 (d, C-189,7 (d, C-9),
49,6 (d, C-14), 47,4 (s, C-13), 39,5 (s, C-10)238,C-12), 35,9 (t, C-1), 35,6 (t, C-16),
34,7 (d, C-8), 33,2 (t, C%% 32,9 (t, C-6), 30,6 (t, C-7), 22,4 (t, C-2), 21k, *CHj),
21,6 (t, C-15), 18,4 (k, C-19), 14,2 (k, C-18).

(9e-Z). *H-NMR (500 MHz, CDCY): 0,97 (s, 3H, HC-18), 1,14 (kdJ = 12,5, 5 Hz,
1H, Ho-7), 1,22 (s, 3H, kC-19), 1,26 (m, 1H, k12), 1,39 (m, 1H, H-8), 1,49 (m, 1H,
H-9) 1,52-1,63 (m, 2H, H-14, f415), 1,73-1,86 (m, 2H, &1, H3-2), 2,01 (m, 1H,
Ha-15), 2,02 (s, 3H"*H3C), 2,13 (ddJ = 19, 9,5 Hz, 1H, b-16), 2,18 (m, 1H, B-7),
2,20 (m, 1H, 1-12), 2,29-2,32 (M, 2H, &6, HB-6), 2,43-2,47 (m, 2H, pt1, Ha-2),
2,49 (dd,J = 19, 10,5 Hz, 1H, BF16), 3,774 (s, 2H, H5), 5,24 (m, 1H, i§-11), 6,55
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(s, 1H, H-4).
13C NMR (125 MHz, CDGJ): 218,2 (s, C-17), 173,6 (s, ©)}4169,9 (s!*C=0), 161,5
(s, C-3), 161,4 (s, C® 159,2 (s, C-5), 115,2 (d, C-4), 70,2 (d, C-139,8 (d, C-9),
49,5 (d, C-14), 47,4 (s, C-13), 30,2 (s, C-10)238,C-12), 36,9 (t, C-1), 35,6 (t, C-16),
34,6 (d, C-8), 33,3 (t, C-6), 33,1 (t, ©;530,8 (t, C-7), 27,6 (t, C-2), 21,7 K“CHy),
21,6 (t, C-15), 18,6 (k, C-19), 14,2 (k, C-18).

4.1.4.6. 2,4-Tiazolidindion-2-[(20-oksopregn-4-en-iiden)hidrazon] (9f)

Posle filtracije i kristalizacije iz metanola dadia je smeSa jedinjend (E: Z=9 : 1,
264 mg, 62%).R = 0,65 (PhMe : EtOAc = 6 : 4). t.t. > 170 °C (radpase). IR
(ATR/cm™): 2932 (NH), 2876 (CH), 1718 (C(20)=0), 17d@E0), 1618, 1576 (C=N),
1330, 1242 (C-S). ESI-TOF-M®\2): za molekulsku formulu £H33N30,S izra&unata
vrednost za jon [M+H]je bila 428,2366, a dana 428,2365.

(9f-E). 'H-NMR (500 MHz, DMSOdg): 0,56 (s, 3H, HC-18), 0,85 (td,J = 12, 3
Hz,1H, H-9), 0,93 (kdJ = 12, 3,5 Hz, 1H, K-7), 1,04 (s, 3H, &C-19), 1,10-1,21 (m,
2H, H-14, H-15), 1,28-1,42 (m, 3H, &1, Ha-11, Ho-12), 1,46 (kdJ = 11, 2,5 Hz,
1H, H-8), 1,51-1,59 (m, 2H, (411, H3-16), 1,62 (m, 1H, k+-15), 1,74 (d,) = 12,5 Hz,
1H, HB-7), 1,88 (m, 1H, 1B-1), 1,96-2,04 (m, 2H, p+12, Hu-16), 2,05 (s, 3H, kC-
21), 2,10 (dtd) = 4,5, 5, 4,5 Hz, 1H, pt2), 2,21-2,34 (m, 2H, &6, HB-6), 2,56 (t,J

= 9 Hz, 1H, H-17), 3,04 (dfl = 17, 3,5 Hz, 1H, k-2), 3,80 (s, 2H, K5, 5,86 (s, 1H,
H-4), 11,75 (s, 1HSNH).

3C NMR (125 MHz, DMSQOdg): 208,5 (s, C-20), 173,8 (s, C)4161,9 (s, C-3), 161,4
(s, C-2), 158,0 (s, C-5), 121,1 (d, C-4), 62,5 (d, C-155,4 (d, C-14), 53,1 (d, C-9),
43,3 (s, C-13), 37,9 (t, C-12), 37,8 (s, C-10),13@, C-8), 34,8 (t, C-1), 32,6 (t, C)5
31,9 (t, C-7), 31,8 (t, C-6), 31,1 (k, C-21), 289C-15), 22,2 (t, C-16), 22,0 (t, C-2),
20,9 (t, C-11), 17,3 (k, C-19), 13,0 (k, C-18).

(9f-2). *H-NMR (500 MHz, DMSO#): 0,56 (s, 3H, HC-18), 0,85 (m, 1H, H-9), 0,91
(m, 1H, Hr-7), 1,07 (s, 3H, BC-19), 1,10-1,21 (m, 2H, H-14,p-15), 1,28-1,42 (m,
3H, Ho-1, Ho-11, Ho-12), 1,51-1,59 (m, 3H, H-8, 411, HB-16), 1,62 (m, 1H, k-
15), 1,77 (m, 1H, B-7), 1,89 (m, 1H, B-1), 1,96-2,04 (m, 2H, p+12, Hu-16), 2,07 (s,
3H, HC-21), 2,12 (m, 1H, B+6), 2,30 (M, 1H, 18-2), 2,36 (M, 1H, ki-6), 2,43 (td,] =
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14,4, 4 Hz, 1H, W-2), 2,56 (tJ = 9 Hz, 1H, H-17), 3,79 (s, 2H,2+), 6,50 (s, 1H, H-
4), 11,75 (s, 1HYNH).

3C NMR (125 MHz, DMSOdg): 208,5 (s, C-20), 173,8 (s, C)4161,4 (s, C-3, 159,7
(s, C-5), 159,5 (s, C-3), 113,8 (d, C-4), 62,5@4d17), 55,4 (d, C-14), 53,4 (d, C-9),
43,3 (s, C-13), 37,9 (t, C-12), 38,6 (s, C-10)938, C-1), 35,0 (d, C-8), 32,5 (t, C}5
32,6 (t, C-6), 32,2 (t, C-7), 31,1 (k, C-21), 2Tt1C-2), 23,9 (t, C-15), 22,2 (t, C-16),
20,8 (t, C-11), 17,5 (k, C-19), 13,0 (k, C-18).

4.1.4.7. Estr-4-en-3,17-dion-3,17-bis[2-(4,5-dihidr4-okso-2-tiazolil)hidrazon]
(10a)

Nakon filtracije sirov proizvod je pté&cavan FCC tehnikom (PhMe : EtOAc =1 : 1)
pri ¢emu je dobijena smeSa jedinjedf@a(E: Z=2: 1, 264 mg, 53%)R:= 0,28 (PhMe

: EtOAC = 6 : 4). t.t. > 245 °C (raspada se). IRTR¥cmi‘): 2921 (NH), 2859 (CH),
1716 (C=0), 1620 (C=N), 1325, 1239 (C-S). ESI-TOB-Mn/2: za molekulsku
formulu G4HsN0,S; izratunata vrednost za jon [M+2H]je bila 250,1009, a dana
250,1012, dok je za jon [M+H]izratunata vrednost iznosila 499,1944, aierea
499,1194.

(10&E). *H-NMR (500 MHz, DMSOek): 0,77 (m, 1H, H-9), 0,89 (s, 3H,;8-18), 0,99
(kd,J =125, 3,5 Hz, 1H, k-7), 1,12-1,19 (m, 2H, &1, H-14), 1,27-1,43 (m, 4H, H-
8, Ho-11, He-12, H3-15), 1,72-1,81 (m, 2H, 47, Ho-15), 1,82-1,89 (m, 2H, pH11,
HB-12), 1,96-2,13 (m, 3H, 41, HB-2, H-10), 2,23 (m, 1H, &6), 2,35 (m, 1H, K-
16), 2,43 (m, 1H, B-6), 2,47 (m, 1H, 1B-16), 3,04 (dtJ = 16,5, 3,5 Hz, 1H, H-2),
3,74 (s, 2H, B#5"), 3,79 (s, 2H, K5, 5,95 (s, 1H, H-4), 11,72 (s, 28i’*'NH).

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 178,6 (s, C-17), 174,0 (s, C)4173,8 (s, C-3, 162,4
(s, C-3), 161,8 (s, C2, 161,3 (s, C-3, 153,6 (s, C-5), 121,9 (d, C-4), 51,7 (d, C-14),
49,3 (d, C-9), 44,2 (s, C-13), 41,6 (d, C-10), 89@, C-8), 34,5 (t, C-6), 33,8 (t, C-12),
32,7 (t, C(8), 32,6 (t, C-B), 30,4 (t, C-7), 27,9 (t, C-16), 26,1 (t, C-1),@%t, C-11),
24,4 (t, C-2), 22,8 (t, C-15), 16,9 (k, C-18).

(10a2). 'H-NMR (500 MHz, DMSO¢e): 0,77 (m, 1H, H-9), 0,89 (s, 3Hs8-18), 0,99
(kd, J = 12,5, 3,5 Hz, 1H, b7), 1,25 (m,1H, K-1), 1,27-1,43 (m, 5H, H-8, &i11,
Ho-12, H-14, H-15), 1,72-1,81 (m, 2H, }#7, Ho-15), 1,82-1,89 (m, 2H, pi11, Hp-
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12), 2,06-2,13 (m, 2H, 1, H-10), 2,23 (m, 1H, &6), 2,27 (m, 1H, 1A-2),
2,30-2,41 (m, 3H, B2, HB-6, Ha-16), 2,47 (m, 1H, B-16), 3,74 (s, 2H, KH5"), 3,78

(s, 2H, B-5)), 6,57 (s, 1H, H-4), 11,75 (s, 2B/*"NH).

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 178,6 (s, C-17), 174,0 (s, C)4173,9 (s, C-4, 160,2

(s, C-3), 161,8 (s, C*, 160,6 (s, C-3, 155,5 (s, C-5), 121,7 (d, C-4), 51,6 (d, C-14),
49,5 (d, C-9), 44,2 (s, C-13), 42,4 (d, C-10), 39@, C-8), 35,2 (t, C-6), 33,8 (t, C-12),
32,7 (t, C(8), 32,6 (t, C-B), 30,6 (t, C-7), 27,9 (t, C-16), 26,9 (t, C-15,2 (t, C-11),
29,9 (t, C-2), 22,8 (t, C-15), 16,9 (k, C-18).

4.1.4.8. Androst-4-en-3,17-dion-3,17-bis[2-(4,5-ddro-4-okso-2-tiazolil)hidrazon]
(10b)

Filtracijom reakcione smeSe posle koje je usleditsstalizacija taloga iz sistema
CHCIy/MeOH dobijen jecist (E)-izomer jedinjenjalOb (282 mg, 55%). Ostatak je bio
slozena smeSa koja nije dalje razdvajaia. 0,25 (PhMe : EtOAc =6 : 4). t.t. > 200 °C
(raspada se). IR (ATR/chxr 3124, 2930 (NH), 2859 (CH), 1715 (C=0), 1655186
(C=N), 1338, 1243 (C-S). ESI-TOF-M#(2: za molekulsku formulu £H3,Ns0.S;
izratunata vrednost za jon [M+2H]je bila 257,1087, a dana 257,1094; za jon
[M+H] " izratunata 513,2101, a éana 513,2106.

(10b-E). 'H-NMR (500 MHz, DMSO#): 0,88 (s, 3H, HC-18), 0,89 (m, 1H, H-9,
preklopljen sa KC-18), 0,97 (kdJ = 12,5, 3,5 Hz, 1H, &7), 1,07 (s, 3H, kC-19),
1,13 (m, 1H, H-14), 1,26-1,47 (m, 4HoH, Ho-11, Ho-12, H3-15), 1,55-1,67 (m, 2H,
H-8, HB-11), 1,72-1,92 (m, 4H, p41, HB-7, HB-12, Ho-15), 2,11 (dtd,) = 5, 2, 5 Hz,
1H, HB-2), 2,27 (m, 1H, -6), 2,35 (m, 2H, iB-6, HB-16), 2,47 (m, 1H, kK-16), 3,04
(dt,J =17, 3,5 Hz, 1H, k-2), 3,74 (s, 2H, K5"), 3,79 (s, 2H, K5, 5,87 (s, 1H, H-
4), 11,72 (s, 2H¥'NH).

3C NMR (125 MHz, DMSOdg): 178,5 (s, C-17), 173,8 (s, Ci4C-4"), 162,0 (s, C-3),
161,4 (s, C-2i C-2"), 157,9 (s, C-5), 121,1 (d, C-4), 53,5 (d, C-9,45(d, C-14), 43,9
(s, C-13), 37,9 (d, C-10), 34,8 (t, C-1), 34,7@d8), 33,8 (t, C-12), 32,6 (t, C-bC-5"),
31,7 (t, C-6), 31,3 (t, C-7), 27,8 (t, C-16), 229C-15), 22,0 (t, C-2), 20,4 (t, C-11),
17,4 (k, C-19), 16,8 (k, C-18).
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4.1.4.9. Androsta-4,9(11)-dien-3,17-dion-3,17-bis[2,5-dihidro-4-okso-2-
tiazolil)-hidrazon] (10c)

Sirov proizvod je posle filtracije pt&cen FCC tehnikom (PhMe : EtOAc = 6 : 4) pri
¢emu je dobijena smesSa jedinjen}@c (E : Z = 2 : 1, 260 mg, 51%) koja nije
razdvojenaR; = 0,25 (PhMe : EtOAC = 6 : 4). t.t. > 200 °C (radaae). IR (ATR/cr):
2959 (NH), 2925 (CH), 1726 (C=0), 1660, 1626 (C=Nj24, 1240 (C-S). ESI-TOF-
MS (m/2): za molekulsku formulu £H3oNgO-S, izrasunata vrednost za jon [M+2H]
je bila 256,1009, a dana 256,1017; za jon [M+HJizratunata 511,1944, a dena
511,1944.

(10cE). *H-NMR (500 MHz, DMSO¢k): 0,85 (s, 3H, BC-18), 1,00 (kdJ = 13, 3,5
Hz, 1H, Hx-7), 1,22 (s, 3H, kC-19), 1,33 (m, 1H, H-14), 1,43 (d$stk 3 Hz, 1H, H-
15), 1,72 (tdJ = 14, 5 Hz, 1H, I8-1), 1,92 (m, 1H, ld-15), 1,95-2,05 (m, 2H, &1,
HB-7), 2,05-2,18 (m, 2H, &12, H3-12), 2,26 (m, 1H, B-2), 2,29 (m, 1H, H-8), 2,35
(m, 1H, H1-6), 2,39 (m, 1H, ©-16), 2,52-2,60 (m, 2H, p6, HB-16), 3,08 (dt) = 17,
3,5 Hz, 1H, H-2), 3,76 (s, 2H, k#5"), 3,80 (s, 2H, K5, 5,52 (d,J = 4,5 Hz, 1H, H-
11), 5,90 (s, 1H, H-4), 11,73 (s, 2H£'NH).

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 178,5 (s, C-17), 173,9 (s, C)4173,8 (s, C-3, 161,8
(s, C-3), 161,6 (s, CR 161,5 (C-2), 156,4 (s, C-5), 146,1 (s, C-9), 121,3 (d, C-4),
117,1 (d, C-11), 49,6 (d, C-14), 42,4 (s, C-13),54@, C-10), 36,3 (d, C-8), 36,1 (t,
C-12), 32,9 (t, C-1), 32,7 (s, C}532,6 (t, C-B), 31,7 (t, C-6), 31,7 (t, C-7), 28,4 (t,
C-16), 26,2 (k, C-19), 23,8 (t, C-15), 22,4 (t, 527,1 (k, C-18).

(10c2). *H-NMR (500 MHz, DMSOdg): 0,85 (s, 3H, HC-18), 1,00 (kdJ = 13, 3,5
Hz, 1H, H-7), 1,26 (s, 3H, BC-19), 1,43 (m, 1H, H-14, preklopljen s$-H5), 1,43
(d8sd,J = 3 Hz, 1H, H-15), 1,83 (td,J = 13,5, 4 Hz, 1H, B-1), 1,92 (m, 1H, ld-15),
1,95-2,05 (m, 2H, k-1, HB-7), 2,05-2,18 (m, 2H, &12, H3-12), 2,23 (M, 1H, ki-6),
2,29 (m, 1H, H-8), 2,39 (m, 1H,d416), 2,42 (m, 1H, B-2), 2,52-2,60 (m, 3H, &2,
HB-6, HB-16), 3,76 (s, 2H, KW5"), 3,79 (s, 2H, K5, 5,52 (d,J = 4,5 Hz, 1H, HB-11),
6,52 (s, 1H, H-4), 11,73 (s, 2B NH).

3C NMR (125 MHz, DMSOdg): 178,5 (s, C-17), 173,9 (2s, C#4C-4"), 161,5 (2s,
C-2 i C-2"), 159,5 (s, C-3), 158,2 (s, C-5), 146,0 (s, C19)7,2 (d, C-11), 114,1 (d,
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C-4), 49,6 (d, C-14), 42,4 (s, C-13), 41,2(d, C;BH,3 (d, C-8), 36,1 (t, C-12), 34,0 (t,
C-1), 32,7 (s, C-5, 32,6 (1, C-B), 32,4 (t, C-6), 31,7 (t, C-7), 28,4 (t, C-16), 2T,
C-2), 26,4 (k, C-19), 23,8 (1, C-15), 17,1 (k, C-18

4.1.4.10. (1&)-11-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion-3,17-bis-[2-(&-dihidro-4-okso-
2-tiazolil)hidrazon] (10d)

Posle filtracije sirov proizvod p&&cen je FCC tehnikom (Cil, : MeOH = 100 : 5)
pri ¢emu je dobijena smeSa jedinjedjad (E : Z = 4 : 1,320 mg, 61%Yiji izomeri
nisu razdvojeniR; = 0,30 (CHCI, : MeOH = 20 : 1). t.t> 200 °C (raspada se). IR
(ATR/cm™): 3480, 2927 (NH), 1711, 1615 (C=0), 1560 (C=N331, 1240 (C-S).
HESI-Orbitrap MS(nmVz): za molekulsku formulC,sH3,NsOsS, izracunata vrednost
za [M+H]" jon je bila 529,2056, a dana 529,2038.

(100-E). *H-NMR (500 MHz, DMSO#dg): 0,88 (s, 3H, HC-18), 0,94-1,04 (m, 2H,

7, H-9), 1,17 (s, 3H, §C-19), 1,20 (m, 1H, H-14, preklopljen saC®419), 1,27-1,39
(m, 2H, H-12, HB-15), 1,52-1,63 (m, 2H, &1, H-8), 1,68-1,85 (m, 2H, 47, Ha-
15), 2,08 (ddJ = 5, 12 Hz, 1H, B-12), 2,16 (dtdJ = 4,5, 4, 4,5 Hz 1H, Bt2),
2,22-2,30 (m, 2H, k-6, HB-6), 2,39 (ddJ =19, 9 Hz, 1H, K-16), 2,50 (dd,J = 18,5,

9 Hz, 1H, H8-16), 2,58 (dt]J = 14, 4 Hz, 1H, i8-1), 2,88 (dtJ = 17, 3,5 Hz, 1H, k-2),
3,76 (s, 2H, B#5"), 3,79 (s, 2H, K5, 3,85 (m, 1H, B-11), 4,32 (dJ = 6,5 Hz, 1H,
OH-11), 5,86 (s, 1H, H-4), 11,72 (8s, 2 NH).

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 177,9 (s, C-17), 173,9 (s, O4174,0 (s, C-9), 162,4
(s, C-3), 161,8 (s, C*2, 161,4 (s, C-2, 158,9 (s, C-5), 121,7 (d, C-4), 67,4 (d, C-11),
58,4 (d, C-9), 51,9 (d, C-14), 45,1 (t, C-12), 464C-13), 39,5 (s, C-10), 36,4 (t, C-1),
34,2 (d, C-8), 32,8 (t, C-6), 32,7 (t, C}532,6 (t, C-H, 31,0 (t, C-7), 28,0 (t, C-16),
22,9 (t, C-15), 22,4 (t, C-2), 18,3 (k, C-19), 1{k8C-18).

(10d-2). *H-NMR (500 MHz, DMSO#k): 0,88 (s, 3H, KC-18), 0,94-1,04 (m, 2H, dd

7, H-9), 1,21 (s, 3H, §C-19), 1,27-1,39 (m, 3H, &d12, H-14, H-15), 1,55 (m, 1H,
H-8), 1,68-1,85 (m, 3H, &+1, HB-7, Ha-15), 2,08 (dd,) = 5, 12 Hz, 1H, 1-12), 2,10
(m, HB-6), 2,21 (m, 1H, B-2), 2,39 (dd,J = 19, 9 Hz, 1H, K-16), 2,50 (dd,) = 18,5,
9 Hz, 1H, H-16), 2,49 (m, 1H, B-1), 3,76 (s, 2H, K5"), 3,79 (s, 2H, K5, 3,85 (m,
1H, HB-11), 4,32 (d,J = 6,5 Hz, 1H, OH-11), 6,49 (s, 1H, H-4), 11,72 @&4,**'NH).
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13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 177,9 (s, C-17), 173,9 (s, ©4174,0 (s, C-4), 161,8
(s, C-2), 161,4 (s, C-2, 160,4 (s, C-3), 160,2 (s, C-5), 114,4 (d, Ce®),4 (d, C-11),
59,0 (d, C-9), 51,9 (d, C-14), 45,1 (t, C-12), 444C-13), 39,8 (s, C-10), 37,6 (t, C-1),
34,1 (d, C-8), 33,4 (t, C-6), 32,7 (t, ©)532,6 (t, C-5, 31,4 (t, C-7), 28,0 (t, C-16),
27,3 (t, C-2), 22,9 (t, C-15), 18,5 (k, C-19), 1{k8C-18).

4.1.4.11. (1&)-11-(Acetoksi)androst-4-en-3,17-dion-3,17-bis-[24(5-dihidro-4-
okso-2-tiazolil)hidrazon] (10e)

Sirov proizvod je posle filtracije pt&cen FCC tehnikom (C¥Cl, : MeOH = 100 : 2)
pri cemu je dobijena dijasterecizomerna smesa jedinjedggE : Z= 3 : 1, 410 mg,
72%) koja nije razdvojend; = 0,48 (CHCI, : MeOH = 20 : 1). t.t. > 200 °C (raspada
se). IR (ATR/crit): 2967, 2934 (NH), 1719 (C=0), 1656, 1616, 1562N{; 1332,
1244 (C-S). HESI-Orbitrap M31(2: za molekulsku formulu £H3sNs0,4S; izratunata
vrednost za jon [M+H]je bila 571,2161, a dana 571,2141.

(10eE). *H-NMR (500 MHz, DMSO#d): 0,91 (s, 3H, HC-18), 1,06 (kd,J = 13,5, 4,5
Hz, 1H, H-7), 1,12 (s, 3H, &C-19), 1,26-1,43 (m, 4H, H-9, dH12, H-14, H-15),
1,56 (td,J = 13,5, 4 Hz, 1H, b-1), 1,62-1,88 (m, 4H, pt1, HB-7, H-8, Hx-15), 2,01
(s, 3H,"CHy), 2,07-2,21 (m, 2H, B2, HB-12), 2,26-2,34 (m, 1H, &46), 2,36-2,45
(m, 2H, H3-6, Ho-16), 2,50 (m, 1H, B-16, preklopljen sa DMSO), 2,93 (dt= 17, 3,5
Hz, 1H, Hx-2), 3,75 (s, 2H, W5"), 3,80 (s, 2H, K5), 5,15 (m, 1H, 8-11), 5,91 (s,
1H, H-4), 11,70 (s, 2H"*'NH).

13C NMR (125 MHz, DMSOde): 174,05 (s, C-4), 173,95 (s, C4, 173,3 (s, C-17),
169,9 (s,**C=0), 162,2 (s, C-3), 162,2 (s, €)}2161,6 (s, C-3, 157,1 (s, C-5), 122,2
(d, C-4), 70,5 (d, C-11), 55,4 (d, C-9), 51,1 (d14), 44,1 (s, C-13), 39,5 (s, C-10),
40,6 (t, C-12), 35,8 (t, C-1), 34,3 (d, C-8), 3%,8C-5), 32,6 (t, C-8), 32,4 (t, C-6),
31,0 (t, C-7), 28,0 (t, C-16), 22,9 (t, C-15), 2Zt3C-2), 21,6 (k,"“CHs), 18,3 (K,
C-19), 17,5 (k, C-18).

(10eZ). *H-NMR (500 MHz, DMSOdg): 0,91 (s, 3H, BC-18), 1,06 (kdJ = 13,5, 4,5
Hz, 1H, H-7), 1,17 (s, 3H, kC-19), 1,26-1,43 (m, 4H, H-8, dH12, H-14, H-15),

1,62-1,88 (m, 4H, b1, H3-7, H-9, Hi-15), 2,02 (s, 3HMCHy), 2,07-2,21 (m, 3H,
Ho-6, HB-6, HB-12), 2,26-2,34 (m, 1H, f42), 2,36-2,45 (m, 2H, pt1, Ho-16), 2,50
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(m, 1H, H3-16, preklopljen sa DMSO), 2,93 (dt= 17, 3,5 Hz, 1H, K-2), 3,75 (s, 2H,
H,-5"), 3,79 (s, 2H, K5), 5,15 (m, 1H, 1-11), 6,53 (s, 1H, H-4), 11,70 (3s, 2H,
3'/3"NH).

13C NMR (125 MHz, DMSOde): 174,05 (s, C-4), 173,95 (s, C4, 173,3 (s, C-17),
169,9 (s, *“C=0), 162,2 (s, C3, 161,6 (s, C-3, 159,6 (s, C-3), 158,6 (s, C-5), 115,0
(d, C-4), 70,3 (d, C-11), 55,6 (d, C-9), 51,0 (d14), 44,1 (s, C-13), 39,7 (s, C-10),
41,5 (t, C-12), 36,9 (t, C-1), 34,2 (d, C-8), 3%,1C-6), 32,8 (t, C-5, 32,6 (t, C-B),
31,3 (t, C-7), 28,0 (t, C-16), 27,2 (t, C-2), 2219 C-15), 21,1 (k,'*“CHs), 18,3 (k,
C-19), 17,5 (k, C-18).

4.1.4.12. Pregn-4-en-3,20-dion-3,20-bis-[2-(4,5-dilno-4-okso-2-tiazolil)hidrazon]
(10f)

Posle filtracije sirov proizvod je p¥scen FCC tehnikom (PhMe : EtOAcC = 6 : 4) i
dobijena je smeSa0f (E : Z =3 : 1, 366 mg, 68%) koja nije razdvojea.= 0,23
(PhMe : EtOAC = 6 : 4). t.t. = 275,0-278,3 °C. IRTR/cmi?): 2966 (NH), 2932 (CH),
1714 (C=0), 1632, 1616 (C=N), 1331, 1240 (C-S),711BSI-TOF-MS /2: za
molekulsku formulu GHsgNeO,S, izrasunata vrednost za [M+2H] jon je bila
271,1243, a nena 271,1246; za jon [M+H]zratunata 541,2414, a dana 541,2414.

(10f-E). *H-NMR (500 MHz, DMSOd): 0,61 (s, 3H, HC-18), 0,85 (tdJ = 11, 3
Hz,1H, H-9), 0,93 (kdJ = 13, 3,5 Hz, 1H, k-7), 1,04 (s, 3H, §C-19), 1,10-1,24 (m,
2H, H-14, Hi-15), 1,25-1,35 (m, 3H, ¢41, Ha-11, He-12), 1,45-1,56 (m, 2H, H-8,
HB-11), 1,57-1,63 (m, 2H, 415, H3-16), 1,76 (m, 1H, B-7), 1,83-1,95 (m, 2H, pt

1, HB-12), 1,91 (s, 3H, kC-21), 2,09 (m, 1H, Br2), 2,21-2,28 (M, 2H, &6, Ho-16),
2,29-2,35 (m, 2H, Br6, H-17), 3,01 (dtJ = 17, 3,5 Hz, 1H, b-2), 3,76 (s, 2H, K5"),
3,793 (s, 2H, K5, 5,86 (s, 1H, H-4), 11,71 (s, 2E¥NH).

¥C NMR (125 MHz, DMSOQdg): 173,8 (2s, C-4i C-4"), 165,3 (s, C-20), 162,0 (s, C-
3), 161,4 (s, C-9, 161,3 (s, C-3, 158,1 (s, C-5), 121,1 (d, C-4), 58,1 (d, C-155.,4
(d, C-14), 53,4 (d, C-9), 43,3 (s, C-13), 38,20112), 37,8 (s, C-10), 35,4 (d, C-8), 34,9
(t, C-1), 32,7 (t, C-9, 32,6 (t, C-8), 31,9 (t, C-7), 31,8 (t, C-6), 23,8 (t, C-15), 28,
C-16), 22,0 (t, C-2), 20,9 (t, C-11), 19,0 (k, C:217,4 (k, C-19), 13,0 (k, C-18).

(10f-2). *H-NMR (500 MHz, DMSO#gg): 0,61 (s, 3H, HC-18), 0,85 (tdJ = 11, 3 Hz,
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1H, H-9), 0,93 (kdJ = 13, 3,5 Hz, 1H, k-7), 1,08 (s, 3H, kC-19), 1,10-1,24 (m, 2H,
H-14, Ho-15), 1,25-1,35 (m, 2H, ¢411, Ho-12), 1,40 (m, 1H, k1), 1,45-1,56 (m,
2H, H-8, H3-11), 1,57-1,63 (m, 2H, 415, H3-16), 1,76 (m, 1H, B-7), 1,83-1,95 (m,
2H, Hp-1, HB-12), 1,91 (s, 3H, bC-21), 2,16 (m, 1H, K-6), 2,24 (m, 1H, Id-16),
2,28-2,35 (m, 2H, B2, H-17), 2,37 (m, 1H, pt6), 2,41 (kdJ = 14,5, 3,5 Hz, 1H, b

2), 3,76 (s, 2H, k#5"), 3,79 (s, 2H, B5'), 6,50 (s, 1H, H-4), 11,70 (s, 2 NH).

3C NMR (125 MHz, DMSOds): 173,9 (s, C-3, 173,8 (s, C-4), 165,3 (s, C-20), 161,4
(s, C-2), 161,3 (s, C-2, 159,9 (s, C-5), 159,8 (s, C-3), 113,8 (d, C58,0 (d, C-17),
55,3 (d, C-14), 53,6 (d, C-9), 43,3 (s, C-13), 38,5C-10), 38,2 (t, C-12), 35,9 (t, C-1),
35,3 (d, C-8), 32,7 (t, C1% 32,6 (t, C-B), 32,6 (t, C-6), 32,2 (t, C-7), 27,2 (t, C-2),23,8
(t, C-15), 23,1 (t, C-16), 20,8 (t, C-11), 19,0(k21), 17,6 (k, C-19), 13,0 (k, C-18).

4.1.5. Generalna procedura za dobijanje mono- i bisemikarbazona)

Steroidni semikarbazoni su dobijeni postupkom apisau literaturi® rastvor steroida
(1a—e (3 mmol) u suvom etanolu (150 mL) je dodat semiikaid (4 mmol). Reakciona
smesa je refluktovana 1-2 h uz meSanje, a tok ijeajec pra&en TLC-om u sistemu
(CHXCI; : MeOH = 20 : 1). Po zavrSetku reakcije rasté¢gmuklonjen pod snizenim
pritiskom. Ostatak je kristalisan ili pfi@cavan FCC tehnikom uz upotrebu eluenata koji
su navedeni u svakom od pojedindn eksperimenata. U ¥mi slucajeva proizvod je

dobijen kao sme3a dva dijastereocizomEraz (4a—di 5a—d), koji nisu razdvojenf?
4.1.5.1. 19-Norandrost-4-en-3,17-dion-3-semikarbaad4a)

Polazéi od 815 mg 19-norandrost-4-en-3,17-diofa)( eluiranjem sistemom Gi&l; :
MeOH = 100 : 2,5 izolovan je proizveth (E : Z= 55 : 45, 466 mg, 47,1%R = 0,28
(CH.Cl,: MeOH = 20 : 1). t.t. > 200 °C (raspada se). IRR¥cm®): 3422, 3146 (NH),
1732 (C(17)=0), 1678 (CZ), 1566, 1427 (C(3)=N), 1087. ESI-TOF-M&/Q): za
molekulsku formulu @H»7N30, izratunata vrednost [M+H]jona je bila 330,2176, a
natena 330,2171; za jofM+Na]" izratunata 352,1996, a dena 352,2003; za jon
[M+K] *izracunata 368,1735, a dana 368,1750.

(4aE). *H-NMR (500 MHz, DMSO¢e): 0,71 (t,J = 10,5 Hz, 1H, H-9), 0,84 (s, 3H,
HsC-18), 0,97 (5tJ = 9,5 Hz, 1H, H-7), 1,14-1,30 (m, 4H, &1, HB-11, Ho-12,
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H-14), 1,40-1,54 (m, 2H, H-8,[H15), 1,63 (3dJ = 11 Hz, 1H, #-12), 1,75-1,88 (m,
3H, HB-7, Ho-11, Ho-15), 1,90 (m, 1H, B-2), 1,94-2,29 (m, 4H, p1, Ho-6, H-10,
Ha-16), 2,34-2,43 (m, 2H, 46, HB-16), 2,68 (dtJ = 16,5, 4 Hz, 1H, K-2), 5,83 (s,
1H, H-4), 6,16 (s, 2H, NA), 9,11 (s, 1H, NA).

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 219,7 (s, C-17), 157,3 (s, C2D 148,5 (s, C-5),
147,2 (s, C-3), 121,9 (d, C-4), 49,5 (d, C-14),04@, C-9), 47,1 (s, C-13), 40,7 (d,
C-10), 39,2 (d, C-8), 35,3 (t, C-16), 34,1 (t, G-B).,2 (t, C-12), 29,8 (t, C-7), 25,8 (t,
C-1), 25,3 (t, C-11), 22,6 (t, C-2), 21,2 (t, C-153,4 (k, C-18).

(4a-Z). *H-NMR (500 MHz, DMSQde): 0,71 (t,J = 10,5 Hz, 1H, H-9), 0,84 (s, 3H,
HsC-18), 0,97 (5tJ = 9,5 Hz, 1H, H-7), 1,14-1,30 (m, 4H, &1, HB-11, Ho-12,
H-14), 1,40-1,54 (m, 2H, H-8,pH15), 1,63 (3dJ = 11 Hz, 1H, H-12), 1,75-1,88 (m,
3H, HB-7, Hu-11, Hu-15), 1,94-2,29 (m, 6H, 41, Ho-2, HB-2, Ha-6, H-10, Hi-16),
2,34-2,43 (m, 2H, B6, HB-16), 6,52 (s, 1H, H-4), 6,21 (3s, 2H, M 9,33 (s, 1H,
NH?A).

3C NMR (125 MHz, DMSOdg): 219,6 (s, C-17), 157,3 (s, C2p 153,7 (s, C-5),
144,5 (s, C-3), 112,9 (d, C-4), 49,4 (d, C-14),34@, C-9), 47,1 (s, C-13), 42,1 (d,
C-10), 39,3 (d, C-8), 35,3 (t, C-16), 34,9 (t, G-B},1 (t, C-12), 30,0 (t, C-2), 30,0 {(t,
C-7), 27,3 (t, C-1), 25,1 (t, C-11), 21,2 (t, C-153,4 (k, C-18).

Daljim eluiranjem sistemom Gi&l,: MeOH = 100 : 12 izolovan je proizvdgh

4.1.5.2. 19-Norandrost-4-en-3,17-dion-bis(semikarkzan) (5a)

5a(E:Z=1:1, 280 mg, 24,2%R; = 0,15 (CHCI,/MeOH = 20:1). t.t. > 200 °C
(raspada se). IR (ATR/chx: 3461 i 3199 (NH), 2925, 1688 (C2) 1572, 1467, 1420
(C(3/17)=N), 1088. ESI-TOF-M31(/2: za molekulsku formulu £H3oNgO; izratunata
vrednost za [M+H] jon je bila 387,2503, a dana 387,2498; za jofiM+2H]*"
izraunata 194,1288, a dena 194,1289.

(5a-E). 'H-NMR (500 MHz, DMSO#€): 0,75 (m, 1H, H-9), 0,85 (s, 3H,38-18), 0,97
(td, J = 12,5, 3 Hz, 1H, ©-7), 1,09, (m, 1H, H-14), 1,20-1,29 (m, 3He4, HB-11,
Ho-12), 1,31-1,43 (m, 2H, H-8,fH15), 1,73-1,88 (m, 5H, p41, HB-7, Ho-11, HB-12,
Ho-15), 1,92 (m, 1H, B-2), 1,96 (m, 1H, H-10), 2,11-2,19 (m, 2Hg4d, Ho-16),
2,33-2,42 (M, 2H, B+6, HB-16), 2,69 (dt,]) = 16,5, 4 Hz, 1H, ©-2), 5,83 (s, 1H, H-4),
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6,09 (3s, 2H, NkP), 6,14 (3s, 2H, NHt), 8,71 (s, 1H, NR), 9,06 (s, 1H, NA).

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 163,0 (s, C-17), 157,4 (s, C2 157,3 (s, C=0),
148,7 (s, C-5), 147,3 (s, C-3), 121,8 (d, C-4) 95, C-14), 49,3 (d, C-9), 43,9 (s,
C-13), 40,9 (d, C-10), 39,3 (d, C-8), 34,2 (t, C-B3,9 (t, C-12), 30,6 (t, C-7), 26,2 (t,
C-16), 25,9 (t, C-1), 25,7 (t, C-11), 22,9 (t, C:1%2,6 (t, C-2), 17,0 (k, C-18).

(5a-Z). *H-NMR (500 MHz, DMSQde): 0,75 (m, 1H, H-9), 0,85 (s, 3H,58-18), 0,97
(td, J = 12,5, 3 Hz, 1H, K-7), 1,09, (m, 1H, H-14), 1,20-1,29 (m, 3HgH, H-11,
Ho-12), 1,31-1,43 (m, 2H, H-8,[H15), 1,73-1,88 (m, 5H, 41, HB-7, Ho-11, H3-12,
Ho-15), 2,02 (m, 1H, H-10), 2,11-2,19 (m, 2Hg-A, Ho-16), 2,21 (m, 1H, B-2),
2,33-2,42 (m, 2H, P+6, HB-16), 2,29 (dtJ = 14,5, 4 Hz, 1H, k-2), 6,09 (8s, 2H,
NH.P), 6,20 (8s, 2H, NKt), 6,51 (s, 1H, H-4), 8,71 (s, 1H, NH 9,29 (s, 1H, NA).

3C NMR (125 MHz, DMSOdg): 162,9 (s, C-17), 157,4 (s, CEp 157,2 (s, C=0),
153,9 (s, C-5), 144,6 (s, C-3), 112,8 (d, C-4)85H, C-14), 49,5 (d, C-9), 43,9 (s,
C-13), 42,3 (d, C-10), 40,4 (d, C-8), 35,0 (t, G-83,8 (t, C-12), 30,4 (t, C-7), 30,1 (t,
C-2), 27,3 (t, C-1), 26,2 (t, C-16), 25,5 (t, C-142,9 (t, C-15), 17,0 (k, C-18).

4.1.5.3. Androst-4-en-3,17-dion-3-semikarbazon (4b)

Polazéi od 860 mg androst-4-en-3,17-diorib) eluranjem sistemom GBI, : MeOH

= 100 : 2,5) izolovano je jedinjenjetb (E: Z =8 : 2, 520 mg, 50,5%R = 0,30
(CH.Cl: MeOH = 20 : 1). t.t. > 205 °C (raspada se). IRR¥cmi®): 3448, 3199 (NH),
2937, 1739 (C(17)=0), 1682 (C2D 1577, 1428 (C(3)=N), 1088. ESI-TOF-M&/Q):

za molekulsku formulu &H2Nz0, izraunata vrednost za jon [M+H]je bila
344,2332, a ntena 344,2328.

(4b-E). *H-NMR (500 MHz, DMSO#€): 0,81 (s, 3H, HC-18), 0,82 (m, 1H, H-9,
preklopljen sa hKIC-18), 0,93 (kdJ = 13, 3,5 Hz, 1H, K-7), 1,01 (s, 3H, BC-19), 1,15
(td,J= 12,5, 3,5 Hz, 1H, K12), 1,21-1,30 (m, 2H, dd1, H-14), 1,35 (m, 1H, pt2),
1,49 (dtd,J = 3, 3,5, 3 Hz, 1H, B-15), 1,57 (m, 1H, B-11), 1,61-1,68 (m, 2H, [H1,
HB-12), 1,79-1,89 (m, 3H, 47, H-8, Hx-15), 1,92—2,03 (m, 2H, ¢d11, Ho-16), 2,18
(dt,J =12, 3,5 Hz, 1H, k-6), 2,31 (tdJ = 14, 4,5 Hz, 1H, B-6), 2,38 (ddJ = 19, 8,5
Hz, 1H, H3-16), 2,65 (dtJ = 17, 3 Hz, 1H, W-2), 5,73 (s, 1H, H-4), 6,19 (Ss, 2H,
NH"), 9,06 (s, 1H, NA).
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13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 219,6 (s, C-17), 157,2 (s, C2D 152,8 (s, C-5),
146,8 (s, C-3), 121,2 (d, C-4), 53,2 (d, C-9), 5@2C-14), 46,9 (s, C-13), 37,2 (s,
C-10), 35,3 (d, C-16), 34,7 (d, C-8), 34,5 (t, G4),4 (t, C-6), 31,2 (t, C-12), 30,7 (t,
C-7), 21,4 (t, C-15), 20,4 (t, C-11), 20,3 (t, G-2J,5 (k, C-19), 13,4 (k, C-18).

(4b-Z). '"H-NMR (500 MHz, DMSOsg): 0,81 (s, 3H, HC-18), 0,82 (m, 1H, H-9,
preklopljen sa BC-18), 0,93 (kd, = 13, 3,5 Hz, 1H, k-7), 1,07 (s, 3H, BC-19), 1,15
(td,J = 12,5, 3,5 Hz, 1H, W12), 1,25 (m, 1H, H-14), 1,31 (m, 1HaH), 1,49 (dtd,
J=3, 3,5, 3 Hz, 1H, B-15), 1,57 (m, 1H, B-11), 1,61-1,68 (m, 2H, H1, HB-12),
1,79-1,89 (m, 3H, B+7, H-8, Hx-15), 1,92—-2,03 (m, 2H, ¢d1l, Hu-16), 2,18 (dt,
J=12, 3,5 Hz, 1H, K-6), 2,19 (m, 1H, B-2), 2,33 (m, 1H, B-6), 2,38 (dd,J = 19, 8,5
Hz, 1H, H3-16), 2,29 (m, 1H, k-2), 6,43 (s, 1H, H-4), 6,12 (3s, 2H, MY 9,30 (s,
1H, NHY).

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 219,6 (s, C-17), 157,8 (s, C-5), 157,2 (s, €30
143,9 (s, C-3), 112,0 (d, C-4), 53,5 (d, C-9), 5@/1 C-14), 46,9 (s, C-13), 38,3 (s,
C-10), 36,1 (t, C-1), 35,3 (d, C-16), 34,6 (d, C-&&,1 (t, C-6), 31,2 (t, C-12), 31,1 (t,
C-7), 27,3 (t, C-2), 21,4 (t, C-15), 20,1 (t, C-117,8 (k, C-19), 13,4 (k, C-18).

Daljim eluiranjem sistemom Gi€l,: MeOH = 100 : 12 izolovano je jedinjerib.

4.1.5.4. Androst-4-en-3,17-dion-bis(semikarbazon})

5b (E: Z=55: 45, 162 mg, 13,5% = 0,15 (CHCl,: MeOH = 20 : 1). t.t. > 200 °C
(raspada se). IR (ATR/chx 3458, 3320 (NAP), 2937, 1666 (C=0P), 1573, 1475,

1426 (C(3/17)=N), 1122, 1088. ESI-TOF-MSm/@: za molekulsku formulu

C21H3NgO; izratunata vrednost za jon [M+H]e bila 401,2660, a dana 401,2654; za
jon [M+2H]%" izratunata 201,1366, a dena 201,1368.

(5b-E). *H-NMR (500 MHz, CDCYCDs0D-d4): 0,94 (s, 3H, HC-18), 0,95 (m, 1H, H-
9, preklopljen sa kC-18), 0,95 (tdJ = 12,5, 4 Hz, 1H, k-7), 1,13 (s, 3H, kC-19),

1,18, (m, 1H, H-14, prekloplien saz&19 iz Z-izomera), 1,37 (m, 1H, d&12),

1,43-1,58 (m, 3H, b1, HB-11, H3-15), 1,61-1,75 (m, 2H, H-8,d411), 1,85-2,05 (m,
4H, HB-1, HB-7, HB-12, Hu-15), 2,15 (m, 1H, B-2), 2,22 (dd,J = 18,5, 9 Hz, 1H,
Ha-16), 2,29 (8t) = 2 Hz, 1H, H--6) 2,36 (5tJ = 3 Hz, 1H, H-6), 2,42 (ddJ = 18,5,

8,5 Hz, 1H, H-16), 2,60 (dt) = 16,5, 4 Hz, 1H, K-2), 5,83 (s, 1H, H-4).
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13C NMR (125 MHz, CDGJCD;OD-ds): 165,0 (s, C-17), 158,5 (s, C& 158,3 (s,
C=0P), 154,9 (s, C-5), 149,1 (s, C-3), 120,3 (d, C58,5 (d, C-9), 52,7 (d, C-14), 43,8
(s, C-13), 37,3 (s, C-10), 34,8 (d, C-8), 34,311), 33,5 (t, C-12), 31,6 (t, C-6), 31,1
(t, C-7), 25,2 (t, C-16), 22,9 (t, C-15), 20,4Q¢11), 19,8 (t, C-2), 17,0 (k, C-19), 16,2
(k, C-18).

(5b-2). *H-NMR (500 MHz, CDCYCD3;0D-ds): 0,94 (s, 3H, KC-18), 0,95 (m, 1H,
H-9, preklopljen sa kC-18), 0,95 (td,) = 12,5, 4 Hz, 1H, k-7), 1,18 (s, 3H, kC-19),
1,18, (m, 1H, H-14, preklopljen sa€19), 1,37 (m, 1H, &®12), 1,43-1,58 (m, 3H,
Ho-1, HB-11, H3-15), 1,61-1,75 (m, 2H, H-8,d411), 1,85-2,05 (m, 4H, (41, HB-7,
HB-12, He-15), 2,22 (ddy) = 18,5, 9 Hz, 1H, k-16), 2,32 (m, 1H, k-6), 2,36 (m, 1H,
Hp-2, prekloplien sa B+6 iz E-izomera), 2,42 (dd] = 18,5, 8,5 Hz, 1H, pt16), 2,43
(m, 1H, H-2), 2,48 (m, 1H, 8-6), 6,15 (s, 1H, H-4).

13C NMR (125 MHz, CDGJCD;OD-ds): 164,8 (s, C-17), 162,2 (s, C&D 160,6 (s,
C-5), 158,3 (s, C=8), 147,5 (s, C-3), 110,2 (d, C-4), 53,9 (d, C-9,65(d, C-14), 43,9
(s, C-13), 38,6 (s, C-10), 36,0 (t, C-1), 34,7@d8), 33,4 (t, C-12), 32,5 (t, C-6), 31,6
(t, C-7), 27,2 (t, C-2), 25,2 (t, C-16), 22,9 (t16), 20,2 (t, C-11), 17,5 (k, C-19), 16,3
(k, C-18).

4.1.5.5. E)-Androsta-4,9(11)-dien-3,17-dion-3-semikarbazon ¢}

Polazéi od 850 mg androsta-4,9(11)-dien-3,17-diohg €luiranjem sistemom Gigl,

: MeOH =100 : 5 izolovano je jedinjerde kaocist E-izomer (780 mg, 76%} = 0,30
(CH.Cl, : MeOH = 20 : 1). t.t. > 205 °C (raspada se). IRTRécm’): 3427, 3211
(NH?), 2927, 1734 (C(17)=0), 1686 (C2D 1592, 1473 (C(3)=N), 1089. ESI-TOF-
MS (m/2: za molekulsku formulu £H»7/N3O, izratunata za jon [M+H] je bila
342,2176, a nena 342,2173; za jdM+Na]" izratunata 364,1996, a dena 364,2000.

(4¢c-E). *H-NMR (500 MHz, DMSO#): 0,78 (s, 3H, KC-18), 0,96 (kdJ = 13, 3,5 Hz,
1H, Ha-7), 1,18 (s, 3H, &C-19), 1,50 (m, H-14), 1,56 (dtd, = 3, 3,5, 3 Hz, 1H,
Hp-15), 1,68 (tdJ = 13,5, 4,5 Hz, 1H, b12), 1,90 (m, 1H, k1), 1,98-2,05 (m, 4H,
HB-1, HB-7, HB-12, Ho-15), 2,06-2,17 (m, 2H, }42, Ho-16), 2,26 (dtJ = 11,5, 3 Hz,
1H, Ho-6), 2,34 (5tJ = 11 Hz, 1H, H-8), 2,40 (dd} = 18,5, 8,5 Hz, 1H, B+16), 2,50
(m, 1H, H3-6), 2,73 (dtJ = 17, 3,5 Hz, 1H, H-2), 5,48 (d,J = 6 Hz, 1H, H-11), 5,74
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(s, 1H, H-4), 6,24 (s, 2H, NP, 9,18 (s, 1H, NA).

13C NMR (125 MHz, DMSOdg): 220,3 (s, C-17), 157,2 (s, C2D 151,1 (s, C-5),
146,6 (s, C-3), 146,3 (s, C-9), 121,3 (d, C-4),,31@, C-11), 47,3 (d, C-14), 45,2 (s,
C-13), 39,8 (s, C-10), 36,6 (d, C-8), 35,8 (d, §:B3,1 (t, C-1), 32,7 (t, C-12), 31,4 (t,
C-6), 31,1(t, C-7), 26,3 (k, C-19), 22,3 (t, C-1%0,8 (t, C-2), 13,6 (k, C-18).

Daljim eluiranjem sistemom CJi&l,: MeOH = 100 : 20 izolovano je jedinjerbe.

4.1.5.6. Androsta-4,9(11)-dien-3,17-dion-bis(semikaazon) (5c)

5¢(E:Z=85:15,120 mg, 10%R; = 0,15 (CHCI,: MeOH = 20 : 1). t.t. > 200 °C
(raspada se). IR (ATR/chy 3463, 3202 (NAP), 1685 (C=0"), 1581, 1473, 1428
(C(3/17)=N), 1089. ESI-TOF-M31(/2: za molekulsku formulu £H3oNgO; izraunata
vrednost za [M+H] jon je bila 399,2503, a dena 399,2496; za jofiM+2H]*"
izratunata 200,1288, a dena 200,1290; za jon [M+Najzratunata 421,2322, a dena
421,2321.

(5¢cE). *H-NMR (500 MHz, DMSO#): 0,79 (s, 3H, KC-18), 0,96 (kd) = 13, 3,5 Hz,
1H, Ho-7), 1,17 (s, 3H, kC-19), 1,26 (m, H-14), 1,43 (dtd= 3, 3, 3 Hz, 1H, B-15),
1,68 (td,J = 13,5, 5 Hz, 1H, k-1), 1,88-2,02 (m, 3H, p1, HB-7, Ha-15), 2,06-2,13
(m, 3H, HB-2, Ha-12, H3-12), 2,18 (ddy) = 19, 9,5 Hz, 1H, k-16), 2,21 (m, 1H, H-8),
2,24 (dt,J = 18, 3 Hz, 1H, Kd-6), 2,44 (ddJ = 18,5, 9 Hz, 1H, B-16), 2,48 (m, 1H,
HB-6), 2,74 (dtJ = 17, 3,5 Hz, 1H, K-2), 5,48 (d,J = 5 Hz, 1H, H-11), 5,75 (s, 1H,
H-4), 6,14 (3s, 2H, N§Y), 6,24 (s, 2H, NKf*), 8,81 (s, 1H, NH), 9,15 (s, 1H, NH).

3C NMR (125 MHz, DMSOdg): 162,6 (s, C-17), 157,4 (s, C2p 157,3 (s, C=0),
151,4 (s, C-5), 146,6 (s, C-3), 146,1 (s, C-9),,34d, C-4), 117,0 (d, C-11), 49,7 (d,
C-14), 42,2 (s, C-13), 39,7 (s, C-10, preklopljendMSO), 36,4 (t, C-8), 36,2 (d,
C-12), 32,6 (t, C-1), 31,7 (t, C-6), 31,5(t, C-2Z§,6 (t, C-16), 26,2 (k, C-19), 24,0 (t,
C-15), 20,8 (t, C-2), 17,1 (k, C-18).

(5¢-2). 'H-NMR (500 MHz, DMSO¢): 0,79 (s, 3H, HC-18), 0,96 (kdJ = 13, 3,5 Hz,
1H, Ho-7), 1,23 (s, 3H, kC-19), 1,26 (m, H-14), 1,43 (dtd,= 3, 3, 3 Hz, 1H, I#-15),
1,79 (td,J = 13,5, 3,5 Hz, 1H, h1), 1,88-2,02 (m, 3H, pt1, HB-7, Ha-15), 2,06-2,10
(m, 1H, H-12, H3-12), 2,18 (dd,J = 19, 9,5 Hz, 1H, b-16), 2,21 (m, 1H, H-8), 2,24
(dt, J = 18, 3 Hz, 1H, 1d-6), 2,32 (t,J = 3,5 Hz, 1H, 18-2), 2,38 (M, 1H, k-2), 2,44
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(dd,J = 18,5, 9 Hz, 1H, B-16), 2,48 (m, 1H, B-6), 5,48 (d,J = 5 Hz, 1H, H-11), 6,14
(s, 2H, NHP), 6,18 (s, 2H, NK'), 6,45 (s, 1H, H-4), 8,81 (s, 1H, N 9,35 (s, 1H,
NH?).

3C NMR (125 MHz, DMSOdg): 162,6 (s, C-17), 157,4 (s, C2p 157,3 (s, C=0),
156,4 (s, C-5), 146,1 (s, C-9), 144,2 (s, C-3),,%d, C-11), 112,3 (d, C-4), 49,7 (d,
C-14), 42,2 (s, C-13), 41,0 (s, C-10, preklopljendMSO), 36,4 (t, C-8), 36,2 (d,
C-12), 34,4 (t, C-1), 32,1 (t, C-6), 31,5 (t, C-2),6 (t, C-2), 26,6 (t, C-16), 26,6 (K,
C-19), 24,0 (t, C-15), 17,1 (k, C-18).

4.1.5.7. 1&-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion-3-semikarbazon (4d)

Polazéi od 910 mg 1a-hidroksiandrost-4-en-3,17-diondd) eluiranjem sistemom
CH.Cl;: MeOH =100 : 5 izolovan je proizvett (E: Z=8: 2, 163 mg, 15,1%R: =
0,53 (CHCl,: MeOH = 20 : 2). t.t. > 218 °C (raspada se). IRRkcm®): 3456 (¢
OH), 3209 (NH), 2929, 1731 (C(17)=0), 1689 (C2p 1572, 1458, (C(3)=N), 1087,
730. HESI-Orbitrap MSnj/2: za molekulsku formulu £H29N3Os izratunata vrednost
za jon [M+HT je bila 360,2282, a dana 360,2264.

(4d-E). 'H-NMR (200 MHz, CDC}): 0,93 (s, 3H, BC-18), 1,00-1,15 (m, 2H, d47, H-
9), 1,21 (s, 3H, BC-19), 1,26-1,49 (m, 2H), 1,52—1,75 (m, 3H), 1886 (m, 9H),
2,40-2,59 (m, 2H) 2,66 (df,= 14, 3,2 Hz, 1H, k-2), 4,01 (tdJ = 10,8, 4,6 Hz, 1H,
HB-11), 5,83 (s, 1H, H-4), 6,20 (m, 2H, &H, 8,31 (s, 1H, NA).

3¢ NMR (50 MHz, CDCJ): 219,0 (s, C-17), 157,9 (s, C2 155,0 (s, C-5), 148,8 (s,
C-3), 121,7 (d, C-4), 68,7 (d, C-11), 59,1 (d, C81),1 (d, C-14), 48,0 (s, C-13), 48,0 (t,
C-12), 39,0 (s, C-10), 35,8 (t, C-16), 34,7 (d, C®,5 (t, C-1), 32,8 (t, C-6), 30,3 (t,
C-7), 21,6 (t, C-15), 20,6 (t, C-2), 18,5 (k, C-184,6 (k, C-18).

(4d-Z). *H-NMR (200 MHz, CDC}): 0,93 (s, 3H, HC-18), 1,00-1,15 (m, 2H, &7,
H-9), 1,26 (s, 3H, BC-19), 1,26-1,49 (m, 2H), 1,52—-1,75 (m, 3H), 1,8362m, 9H),
2,40-2,59 (m, 3H), 4,01 (td,= 10,8, 4,6 Hz, 1H, B+11), 6,08 (m, 2H, Nkf), 6,15 (s,
1H, H-4), 8,09 (s, 1H, Nf).

3¢ NMR (50 MHz, CDCJ): 219,0 (s, C-17), 157,9 (s, C2 155,0 (s, C-5), 148,8 (s,
C-3), 111,8 (d, C-4), 68,7 (d, C-11), 59,1 (d, C81),1 (d, C-14), 48,0 (s, C-13), 48,0 (t,
C-12), 39,0 (s, C-10), 35,8 (t, C-16), 34,7 (d, C®B4,5 (t, C-1), 32,8 (t, C-6), 30,3 (t,
C-7), 27,7 (t, C-2), 21,6 (t, C-15), 18,5 (k, C-194,6 (k, C-18).
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Daljim eluiranjem istim eluentom izolovano je jepinje 6d.
4.1.5.8. E)-1la-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion-17-semikarbazon (6d

Dobijen jedist E-izomer jedinjenjeébd (147 mg, 13,6%)R = 0,44 (CHCI,: MeOH =
20 : 2). t.t. > 215 °C (raspada se). IR (ATR™M3456 {* OH), 3196 (NH), 2940,
1695 (C=0), 1638 (C(3)=0), 1576, 1415, (C(17)=N), 1083. HEBbitrap MS (/2):
za molekulsku formulu GH29N3Os izratunata vrednost za [M+H]jon bila je
360,2282, a ntena 360,2264.

'H-NMR (500 MHz, DMSO¢): 0,83 (s, 3H, HC-18), 1,01 (kd) = 13, 3 Hz, 1H, K-
7), 1,06 (tJ = 11,5 Hz, 1H, H-9), 1,13 (m, 1H, H-14), 1,25 (8i, 33C-19), 1,26 (m,
1H, Ha-12, preklopljen sa ¥€C-19), 1,35 (dtd, = 3, 2,5, 3 Hz, 1H, B+15), 1,60 (kd,
J=11, 3 Hz, 1H, H-8), 1,75 (m, 1H,0HL5), 1,82 (5dJ = 12,5 Hz, 1H, 1-7), 1,93 (td,
J =14, 45 Hz, 1H, B-2), 2,09 (ddJ = 12, 4 Hz, 1H, 18-12), 2,14 (tJ = 4 Hz, 1H,
Ha-1), 2,17-2,26 (m, 2H, &6, Ho-16), 2,28-2,44 (m, 3H, 46, HB-16, H3-1), 2,58
(dt,J =145, 4 Hz, 1H, K-2), 3,85 (m, 1H, B-11), 4,35 (dJ = 7,5 Hz, 1H, OH-11),
5,61 (s, 1H, H-4), 6,08 (3s, 2H, MY, 8,73 (s, 1H, NH).

3¢ NMR (125 MHz, DMSOdg): 198,6 (s, C-3), 171,5 (s, C-5), 162,1 (s, C-1BY,3
(s, C=3), 123,6 (d, C-4), 67,2 (d, C-11), 58,6 (d, C-9,%(d, C-14), 45,1 (t, C-12),
44,2 (s, C-13), 39,5 (s, C-10), 36,9 (t, C-2), 3@,9C-1), 33,8 (d, C-8), 32,8 (t, C-6),
30,9 (t, C-7), 26,3 (t, C-16), 22,9 (t, C-15), 1&0DC-19), 17,9 (k, C-18).

Nastavkom eluiranja sistemom g, : MeOH = 100 : 30 izolovan je proizvduxtl.
4.1.5.9. E)-1la-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion bis(semikarbazon)%d)

Dobijen jedist E-izomer jedinjenjébd (215 mg, 17,2%)R = 0,21 (CHCI,: MeOH =
20 : 2). t.t. > 223 °C (raspada se). IR (ATRHmB3457 {*OH), 3284 (NH'P), 2927,
1681 (C=CG'P), 1571, 1420 (C(3/17)=N), 1082. HESI-Orbitrap M®/4: za
molekulsku formulu ¢H3,NgOg izraunata vrednost za jon [M+H]e bila 417,2609, a
nadena 417,2626.

'H-NMR (200 MHz, CDCYCDs;0OD-d): 0,76 (s, 3H, BC-18), 0,85-0,99 (m, 2H,
Ha-7, H-9), 1,05 (s, 3H, ¥C-19), 1,16-1,29 (m, 2H), 1,35-1,55 (m, 2H), 1,6861m,
3H), 1,93-2,29 (m, 6H), 2,32-2,56 (m, 3H), 3,83 @Hl, H3-11), 5,65 (s, 1H, H-4),
8,10 (s, 1H, NH), 8,39 (s, 1H, NA).
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13C NMR (50 MHz, CDCYCD;OD-d,): 163,9 (s, C-17), 158,6 (s, C2pD 158,5 (s,
C=0"), 155,7 (s, C-5), 149,6 (s, C-3), 121,1 (d, C68),1 (d, C-11), 58,6 (d, C-9), 51,8
(d, C-14), 44,6 (t, C-12), 44,3 (s, C-13), 38,7Gs10), 35,6 (d, C-8), 34,4 (t, C-1), 32,7
(t, C-6), 30,9 (t, C-7), 25,6 (t, C-16), 23,0 (516), 20,3 (t, C-2), 18,1 (k, C-19), 17,4
(k, C-18).

4.1.5.10. E)-Progesteron-3-semikarbazon (4f)

Polazéi od 940 mg progesteronaf] eluiranjem sistemom Ci&l, : MeOH = 100 : 4
izolovan je proizvodif (E:Z=9:1, 480 mg, 43,1%R = 0,30 (CHCl,: MeOH =20

: 1). tt. > 200 °C (raspada se). IR (ATR/&m 3473, 3310 (NA), 2930, 1696
(C(20)=0), 1676 (C=0), 1577, 1428 (C(3)=N), 1358, 757. ESI-TOF-M®/%: za

molekulsku formulu GH3aN30; izraunata vrednost za jon [M+H]e bila 372,2646, a
naiena 372,2644; za jdM+Na]" izratunata 394,2465, a dena 394,2473.

(4f-E). *H-NMR (500 MHz, DMSO#k): 0,56 (s, 3H, HC-18), 0,83 (td,) = 12, 3,5 Hz,
1H, H-9), 0,90 (kdJ = 13,5, 3,5 Hz, 1H, K7), 1,01 (s, 3H, kC-19), 1,11-1,20 (m,
2H, H-14, H-16), 1,25-1,51 (m, 4H, i1, H-8, H3-11, Hu-12), 1,53-1,59 (m, 2H,
Ho-11, HB-15), 1,63 (m, 1H, B-16), 1,72 (3dJ = 12,5 Hz, 1H, 1B-7), 1,88 (m, 1H,
HB-1), 1,94-2,05 (m, 3H, B2, HB-12, Hu-15), 2,06 (s, 3H, EC-21), 2,16 (dt,
J = 13,5, 3 Hz, 1H, k6), 2,29 (tdJ = 12,5, 3 Hz, 1H, B6), 2,57 (t,J = 9 Hz, 1H,
H-17), 2,68 (dt,) = 17, 3 Hz, 1H, K-2), 5,73 (s, 1H, H-4), 6,21 (m, 2H, N}, 9,08 (s,
1H, NHY).

3C NMR (50 MHz, DMSO#): 208,6 (s, C-20), 157,2 (s, C2D 153,0 (s, C-5), 146,8
(s, C-3), 121,1 (d, C-4), 62,6 (d, C-17), 55,5 d14), 53,0 (d, C-9), 43,3 (s, C-13),
38,0 (t, C-12), 37,1 (s, C-10), 35,2 (d, C-8), 3@,5C-1), 31,9 (t, C-7), 31,6 (t, C-6),
31,2 (k, C-21), 24,0 (t, C-16), 22,2 (t, C-15),@{t, C-11), 20,4 (t, C-2), 17,5 (k, C-19),
13,1 (k, C-18).

(4-Z). *H-NMR (500 MHz, DMSO#€g): 0,56 (s, 3H, HC-18), 0,83 (tdJ = 12, 3,5 Hz,
1H, H-9), 0,90 (kdJ = 13,5, 3,5 Hz, 1H, W7), 1,06 (s, 3H, kC-19), 1,11-1,20 (m,
2H, H-14, Hi-16), 1,25-1,51 (m, 4H, &1, H-8, HB-11, Hu-12), 1,53-1,59 (m, 2H,
Ho-11, H3-15), 1,63 (m, 1H, B-16), 1,72 (3d)) = 12,5 Hz, 1H, 18-7), 1,88 (m, 1H,
HB-1), 1,94-2,05 (m, 2H, Bt12, Hu-15), 2,06 (s, 3H, kC-21), 2,16 (dtJ = 13,5,
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3 Hz, 1H, Ri-6), 2,23 (m, 1H, 18-2), 2,29 (tdJ = 12,5, 3 Hz, 1H, B-6), 2,57 (tJ=9
Hz, 1H, H-17), 2,35 (m, 1H, ¢42), 6,14 (m, 2H, N&f)), 6,43 (s, 1H, H-4), 9,32 (s, 1H,
NH?).

13C NMR (50 MHz, DMSO#): 208,6 (s, C-20), 158,1 (s, C-5), 157,2 (s, €5Q44,2
(s, C-3), 111,9 (d, C-4), 62,6 (d, C-17), 56,1 @d14), 53,2 (d, C-9), 43,3 (s, C-13),
38,2 (s, C-10), 38,0 (t, C-12), 36,2 (t, C-1), 3&J1C-8), 32,3 (t, C-7), 32,2 (t, C-6),
31,2 (k, C-21), 27,4 (t, C-2), 24,0 (t, C-16), 2&,2C-15), 20,8 (t, C-11), 17,8 (k, C-19),
13,1 (k, C-18).

Nastavkom eluiranja sistemom @&, : MeOH = 100 : 15 izolovano je jedinjerpé

4.1.5.11. E)-Pregn-4-en-3,20-diorbis(semikarbazon) (5f)

Dobijen jedist E-izomer jedinjenjebf (128 mg, 10,2%)R: = 0,18 (CHCI,: MeOH =
100 : 2). t.t. > 220 °C (raspada se). IR (ATRANB453, 3189 (NAP), 2937, 1687
(C=0*P), 1570, 1437 (C(3/20)=N), 1116, 766. ESI-TOF-M8/4: za molekulsku
formulu G3HsgNgO> izratunata vrednost za jon [M+HJje bila 429,2972, a dana
429,2968; za jofM+Na]" izratunata 451,2792, a dena 451,2795.

'H-NMR (500 MHz, DMSOs): 0,55 (s, 3H, HC-18), 0,81 (m, 1H, H-9), 0,89 (kd,
J =13, 3,5 Hz, 1H, b-7), 1,00 (s, 3H, kC-19), 1,08-1,21 (m, 2H, H-14,0HL5),
1,23-1,36 (m, 3H, b1, HB-11, H3-12), 1,44 (kdJ = 10,5, 2 Hz, 1H, H-8), 1,50-1,58
(m, 2H, Hi-11, He-16), 1,61 (m, 1H, B-15), 1,73 (m, 1H, B-7), 1,76 (s, 3H, kC-21),
1,80 (m, 1H, W-12), 1,87 (3dJ = 13 Hz, 1H, ¥-1), 1,97 (dtdJ = 5, 5, 4,5 Hz, 1H,
HB-2), 2,15 (dtJ = 13,5, 2,5 Hz, 1H, t6), 2,19-2,25 (m, 2H, B#16, He-17), 2,29
(td,J = 13,5, 4 Hz, 1H, B-6), 2,67 (dtJ = 17, 3 Hz, 1H, W-2), 5,72 (s, 1H, H-4), 6,14
(8s, 2H, NHY), 6,20 (s, 2H, NbP), 8,78 (s, 1H, NH), 9,06 (s, 1H, NA).

3C NMR (125 MHz, DMSOde): 157,4 (s, C=6), 157,1 (s, C=0), 153,0 (s, C-5),
148,8 (s, C-20), 146,8 (s, C-3), 120,9 (d, C-4)258, C-17), 55,2 (d, C-14), 53,3 (d,
C-9), 43,3 (s, C-13), 38,2 (t, C-12), 37,0 (s, §;B%,4 (d, C-8), 34,5 (t, C-1), 31,9 (t,
C-6), 31,6 (t, C-7), 23,8 (t, C-15), 22,7 (t, C-18),0 (t, C-11), 20,4 (t, C-2), 17,6 (k,
C-21), 17,5 (k, C-19), 13,1 (k, C-18).
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4.1.6. Generalna procedura za sintezu etil-hidrazkarboksilata

U rastvor steroidnih semikarbazonga{f, 1 mmol) i anhidrovanog natrijum-acetata
(123 mg, 1,5 mmol) u apsolutnom etanolu (30 mL)ako je dodavan etil-hloracetat
(244 mg, 2 mmol). Reakcione smeSe su refluktovanstalno meSanje do zavrSetka
reakcije (48-96 h, ptano TLC-om), a nakon hianja na sobnu temperaturu su sipane
u hladnu destilovanu vodu. Tako dobijeni rastvari ekstrahovani hloroformom (tri
puta), a zatim su ekstrakti suseni p@mmatrijum-sulfata. Uparavanjem rastusasu
dobijene ¢vrste supstance koje su pigavane FCC tehnikom uz upotrebu sistema
PhMe/EtOAc kao eluenta (prinos i odnos eluenatajeden u svakom od pojedinéh
eksperimenatd). Fizicke osobine i spektraline karakteristike dobijenitoizproda

(11a-1) su navedene u tekstu koji sledi.
4.1.6.1. Etil-2-(17-0okso-19-norandrost-4-en-3-ilid@hidrazinkarboksilat (11a)

Polazéi od 330 mg [E)-19-norandrost-4-en-3,17-diona-3-semikarbazonga), (
eluiranjem sistemom PhMe : EtOAc = 70 : 30 dobijgngedinjenjella(E: Z=6: 4,
114 mg, 31,7%)R; = 0,67 (CHCI, : MeOH = 20 : 1). t.t. > 160 °C (raspada se). IR
(ATR/cmiY): 3232 i 2928 (NH), 1737 (C(17)=0), 1686 (C=), 1424 (C(3)=N), 1300,
1057. Elementalna analiza za molekulsku formuyHgeN,Os: izracunato: C 70,36; H
8,44; N 7,81; ndeno: C 69,87; H 8,10; N 7,44.

(11aE). 'H-NMR (500 MHz, CDCY): 0,80 (m, 1H, H-9), 0,92 (s, 3H,38-18), 1,07
(td, J = 12,5, 3,5 Hz, 1H, k7), 1,22-1,36 (m, 7H, &41, Ho-11, H3-12, H-14, CHY),
1,45 (m, 1H, H-8), 1,56 (td, = 9, 3,5 Hz, 1H, 13-15), 1,83 (m, 1H, k-12), 1,86—2,00
(m, 5H, HB-2, HB-7, H-10, Hr-11, Hu-15), 2,10 (dd,J = 19, 9 Hz, 1H, H-16),
2,14-2,22 (m, 2H, B+1, Ho-6), 2,38—2,50 (m, 2H, p16, HB-16), 2,56 (dtJ = 15,5, 3,5
Hz, 1H, Hh-2), 4,28 (3d) = 5 Hz, 2H, CH"), 6,09 (s, 1H, H-4), 7,86 (s, 1H, KX
'H-NMR (500 MHz, DMSO¢e): 0,71 (td,J = 13, 2,5 Hz, 1H, H-9), 0,84 (s, 3H,
HsC-18), 0,96 (tdJ = 11,5, 2,5 Hz, 1H, W7), 1,14 (3s, 1H, k1), 1,17 (m, 1H,
Hp-12), 1,18-1,23 (m, 4H, 411, CH?), 1,28 (m, 1H, H-14), 1,44 (3d= 11,5 Hz,1H,
H-8), 1,50 (dtd,J = 2,5 Hz, 1H, -15), 1,63 (dJ = 11 Hz, 1H, H-12), 1,75-1,88 (m,
3H, HB-7, Ha-11, He-15), 1,92 (dt, J = 17,5, 3,5 Hz, 1HBHL), 1,95-2,09 (m, 3H,
Hp-1, H-10, Hi-16), 2,18 (M, 1H, k-6), 2,34-2,44 (m, 2H, p#6, HB-16), 2,71 (dt,
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J =17, 4 Hz, 1H, W-2), 4,09 (k,J = 7Hz, 2H, CH"), 5,86 (s, 1H, H-4), 9,78 (s, 1H,
NH?A).

3¢ NMR (125 MHz, CDGJ): 220,9 (s, C-17), 154,2 (s, C&p151,5 (s, C-3), 150,3 (s,
C-5), 122,2 (d, C-4), 61,9 (t, G, 50,3 (d, C-14), 49,5 (d, C-9), 47,8 (s, C-13),4
(d, C-10), 40,0 (d, C-8), 35,8 (t, C-16), 34,7Gt6), 31,4 (t, C-12), 30,1 (t, C-7), 26,0
(t, C-1), 25,9 (t, C-11), 22,2 (t, C-2), 21,7 (£16), 14,6 (k, CH"), 13,8 (k, C-18).

3C NMR (125 MHz, DMSOdg): 220,4 (s, C-17), 154,1(s, C&}p 151,8 (s, C-3), 149,9
(s, C-5), 121,7 (d, C-4), 60,2 (t, GY, 49,5 (d, C-14), 49,0 (d, C-9), 47,1 (s, C-13),
40,8 (d, C-10), 39,2 (d, C-8), 35,3 (t, C-16), 3@,1C-6), 31,2 (t, C-12), 29,7 (t, C-7),
27,1 (t, C-1), 25,9 (t, C-11), 23,0 (t, C-2), 21,3C-15), 14,6 (k, CHf'), 13,4 (k, C-18).

(11aZ). *H-NMR (500 MHz, CDC}): 0,80 (m, 1H, H-9), 0,92 (s, 3H,38-18), 1,07
(td, J = 12,5, 3,5 Hz, 1H, K7), 1,22-1,36 (m, 8H, &1, H-8, Hr-11, H3-12, H-14,
CH3%), 1,57 (dtd,J = 3,5 Hz, 1H, #-15), 1,83 (m, 1H, k-12), 1,86-2,00 (m, 3H,
HB-7, Ha-11, Hu-15), 2,03 (m, 1H, H-10), 2,10 (ddi= 19, 9 Hz, 1H, K-16), 2,16 (m,
1H, Hp-1), 2,27 (tdJ = 14, 4 Hz, 2H, -2, Ho-6), 2,38-2,50 (m, 2H, Bt6, HB-16),
2,56 (dt,J = 15,5, 3,5 Hz, 1H, k-2), 4,28 (3d,J = 5 Hz, 2H, CH"), 6,12 (s, 1H, H-4),
8,05 (s, 1H, NA).

'H-NMR (500 MHz, DMSO#dg): 0,71 (td,J = 13, 2,5 Hz, 1H, H-9), 0,84 (s, 3HE+
18), 0,96 (tdJ = 11,5, 2,5 Hz, 1H, KW7), 1,17 (m, 1H, B-12), 1,18-1,23 (m, 6H,
Ho-1, H-8, H3-11, CH?), 1,49 (m, 1H, H-14), 1,50 (dtd,= 2,5 Hz, 1H, H-15), 1,63
(d, J= 11 Hz, 1H, H-12), 1,75-1,88 (m, 3H, 47, Ho-11, Ha-15), 1,95-2,09 (m, 3H,
HB-1, H-10, Hi-16), 2,18 (m, 2H, B-2, Hu-6), 2,29 (dt,J = 14,5, 4 Hz, 1H, k-2),
2,34-2,44 (m, 2H, P+6, HB-16), 4,09 (kJ = 7 Hz, 2H, CH), 6,51 (s, 1H, H-4), 9,98 (s,
1H, NHY).

3¢ NMR (125 MHz, CDGJ): 220,6 (s, C-17), 156,7 (s, C-3), 154,2 (s, €5Q50,5 (s,
C-5), 111,1 (d, C-4), 61,9 (t, G, 50,2 (d, C-14), 50,0 (d, C-9), 47,8 (s, C-13,%
(d, C-10), 40,2 (d, C-8), 35,9 (t, C-6), 35,8 (t16), 31,3 (t, C-12), 30,5 (t, C-2), 30,5
(t, C-7), 27,4 (t, C-1), 25,6 (t, C-11), 21,7 (t16), 14,6 (k, CH), 13,8 (k, C-18).

3C NMR (125 MHz, DMSOdg): 220,3 (s, C-17), 154,1 (s, C2p 154,4 (s, C-3),
148,9 (s, C-5), 112,9 (d, C-4), 60,1 (t, £M 49,4 (d, C-14), 49,3 (d, C-9), 47,1 (s,
C-13), 42,1 (d, C-10), 39,2 (d, C-8), 35,3 (t, Q;1,9 (t, C-6), 31,1 (t, C-12), 30,0 (t,
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C-2), 29,9 (t, C-7), 27,1 (t, C-1), 25,1 (t, C-121,3 (t, C-15), 14,6 (k, CH), 13,4 (K,
C-18).

4.1.6.2. Etil-2-(17-oksoandrost-4-en-3-iliden)hidrankarboksilat (11b)

Polazei od 340 mg androst-4-en-3,17-dion-3-semikarbazfte E : Z = 8 : 2)
eluiranjem poméu sistema PhMe : EtOAc = 60 : 40 dobijeno je jeshigllb E: Z =

8 : 2 (185,5 mg, 49,8%R: = 0,39 (PhMe : EtOAc = 6 : 4, dvostruko razvijanje). >
205 °C (raspada se). IR (ATR/@n 3232 (NH'), 2928, 2864, 1737 (C(17)=0), 1687
(C=0"), 1424, 1300 (C(3)=N), 1057. Elementalna anak#anata za GHs,N,03 x 0,5
CH.Cl, x 0,2 GHg: C 66,45; H 8,06; N 6,40; dana: C 66,11; H 8,04; N 6,23.

(11b-E). 'H-NMR (500 MHz, CDC)): 0,90 (s, 3H, HC-18), 0,91 (m, 1H, H-9,
preklopljen sa KC-18), 1,03 (kdJ = 13, 3,5 Hz, 1H, k-7), 1,08 (s, 3H, kC-19),
1,24-1,29 (m, 2H, 12, H-14), 1,31 (tJ = 7,5 Hz, 3H, CH"), 1,40-1,48 (m, 2H,
Ho-1, Ho-11), 1,54 (dtdJ = 2, 2, 2 Hz, 1H, i8-15), 1,65-1,70 (m, 2H, H-8,[H11),
1,84 (d,J=12,5 Hz, 1H, 18-12), 1,89 (m, 1H, B-7), 1,94-2,02 (m, 2H, p1, Ho-15),
2,04-2,12 (m, 2H, P2, Ha-16), 2,20-2,33 (m, 2H, &i6, HB-6), 2,46 (dd,J = 19,5, 9
Hz, 1H, H3-16), 2,54 (5dJ = 16 Hz, 1H, H-2), 4,28 (3d,) = 5 Hz, 2H, CH"), 6,00 (s,
1H, H-4), 7,83 (3s, 1H, Nb.

13C NMR (125 MHz, CDGJ): 220,8 (s, C-17), 154,9 (s, C-5), 154,3 (s, €xQ50,9 (s,
C-3), 121,3 (d, C-4), 61,9 (t, G, 53,6 (d, C-9), 51,0 (d, C-14), 47,5 (s, C-13),73
(s, C-10), 35,8 (d, C-16), 35,4 (t, C-8), 34,7041), 32,0 (t, C-6), 31,4 (t, C-12), 30,9 (t,
C-7), 21,8 (t, C-15), 20,7 (t, C-11), 20,1 (t, G-27,8 (k, C-19), 14,6 (k, CH), 13,7 (k,
C-18).

(11b-2). *H-NMR (500 MHz, CDC): 0,90 (s, 3H, HC-18), 0,91 (m, 1H, H-9,
preklopljen sa KC-18), 1,03 (kdJ = 13, 3,5 Hz, 1H, kK-7), 1,14 (s, 3H, kC-19),

1,24-1,29 (m, 2H, 12, H-14), 1,31 (tJ = 7,5 Hz, 3H, CH"), 1,40-1,48 (m, 2H,
Ho-1, Ha-11), 1,54 (dtd) = 2, 2, 2 Hz, 1H, 18-15), 1,65-1,70 (m, 2H, H-8, H11),

1,84 (dJ = 12,5 Hz, 1H, 1-12), 1,88-1,93 (m, 2H, 41, HB-7), 1,98 (m, 1H, ld-15),

2,09 (m, 1H, H-16), 2,20-2,33 (m, 2H, &6, HB-6), 2,40 (m, 1H, iH-2), 2,46 (dd,
J=19,5, 9 Hz, 1H, B-16), 2,49 (m, 1H, K-2), 4,28 (8d,J = 5 Hz, 2H, CH"), 6,05 (s,
1H, H-4), 7,83 (3s, 1H, Nb.
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13C NMR (125 MHz, CDGJ): 220,7 (s, C-17), 161,1 (s, C-5), 154,4 (s, €xQ54,3 (s,
C-3), 110,2 (d, C-4), 61,9 (t, G, 54,1 (d, C-9), 50,9 (d, C-14), 47,6 (s, C-19,23
(s, C-10), 36,5 (t, C-1), 35,8 (d, C-16), 35,3318), 33,1 (t, C-6), 31,4 (t, C-12), 31,2 (t,
C-7), 27,8 (t, C-2), 21,8 (t, C-15), 20,4 (t, C-118,2 (k, C-19), 14,6 (k, CH), 13,7 (k,
C-18).

4.1.6.3. E)-Etil-2-(17-oksoandrosta-4,9(11)-dien-3-iliden)hicazinkarboksilat (11c)

Polazeéi od 340 mg [E)-androsta-4,9(11)-dien-3,17-diona-3-semikarbazode-Ej
eluiranjem sistemom PhMe : EtOAc = 65 : 35 dobij¢mgedinjenjellcE (198 mg,
53,5%).R = 0,40 (PhMe : EtOAc = 6 : 4, dvostruko razvijanjK)istalizacijom iz
sistema CHGYICH3;OH nisu dobijeni kristali pogodni za rendgenskuliaoat.t. > 77 °C
(raspada se). IR (ATR/chx: 3258 (NH'), 2964 i 2928 (CH), 1735 (C(17)=0), 1517,
1449 (C(3)=N), 1231, 1057. Elementalna analizamata za gHsoN,O3; x 0,3 CHC}

x 0,3 GHs: C 67,18; H 7,54; N 6,35; dano: C 67,35; H 7,66; N 6,50.

'H-NMR (500 MHz, CDC}): 0,87 (s, 3H, HC-18), 1,11 (kdJ = 12,5, 3,5 Hz, 1H,
Ho-7), 1,24 (s, 3H, kC-19), 1,32 (tJ = 6,5 Hz, 3H, CH"), 1,50 (m, H-14), 1,61 (m,
1H, HB-15), 1,89 (tdJ = 13, 5 Hz, 1H, W-12), 2,03-2,09 (m, 3H, ¢d1, HB-7, HB-12),
2,11 (m, 1H, 1-1), 2,13 (m, 1H, K-15), 2,15 (m, 1H, K-16), 2,24 (m, 1H, B-2),
2,34 (m, 1H, H-8), 2,27 () = 3 Hz, 1H, H-6), 2,48 (m, 1H, 1B-16), 2,51 (m, 1H,
HpB-6), 2,58 (dtJ = 16,5, 3,5 Hz, 1H, -2), 4,29 (3dJ = 6 Hz, 2H, CH"), 5,52 (d,
J=5Hz, 1H, H-11), 6,02 (s, 1H, H-4), 7,72 (s, NH").

3¢ NMR (125 MHz, CDGJ): 221,4 (s, C-17), 153,5 (s, C-5), 150,8 (s, €5Q50,7 (s,
C-3), 146,0 (s, C-9), 121,5 (d, C-4), 117,2 (d,10;161,9 (t, CH), 48,2 (d, C-14), 46,0
(s, C-13), 40,3 (s, C-10), 37,3 (t, C-8), 36,4QH16), 33,6 (t, C-1), 32,8 (t, C-12), 32,1
(t, C-6), 31,4 (t, C-7), 26,8 (k, C-19), 22,8 (£16), 20,5 (t, C-2), 14,7 (k, GFY), 14,0
(k, C-18).

4.1.6.4. E)-Etil-2-(11a-hidroksi-17-oksoandrost-4-en-3-iliden)-hidrazinkamboksilat
(11d)

Polazeéi od 360 mg ld-hidroksiandrost-4-en-3,17-diona-3-semikarbazaetd) (E : Z
= 8 : 2) eluiranjem sistemom PhMe : EtOAc = 50 :dabijen je proizvodld (E: Z =
8:2,161,8 mg, 41,7%R; = 0,49 (PhMe : EtOAc = 6 : 4). t.t. > 120 °C (radpase).
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IR (ATR/cmi?): 3450 {“OH), 3219 (NH), 2935 (CH), 1733 (C(17)=0), 1527 i 1458,
(C(3)=N), 1236, 1026, 736. Elementalna analizamata za gHs,N,O, % 0,9 CHCY:
C 55,46; H 6,69; N 5,65; dano: C 55,36; H 6,21; N 5,21.

(11d-E). *H-NMR (500 MHz, CDC}): 0,93 (s, 3H, HC-18), 1,03-1,13 (m, 2H, &7,
H-9), 1,21 (s, 3H, kC-19), 1,28-1,35 (m, 4H, GA, HB-12), 1,39 (m, 1H, H-14), 1,54
(t, J= 12 Hz, H-15), 1,64 (3d) = 11Hz, H-8), 1,72 (td) = 13,5, 4,5 Hz, B-1), 1,88
(8d, J = 14 Hz, H¥-7), 1,96 (m, 1H, W-15), 2,13 (m, 3H, B-2, Ha-12, Hu-16),
2,26-2,35 (m, 2H, k-6, HB-6), 2,39-2,51 (m, 2H, &42, HB-16), 2,67 (5dJ = 13,5 Hz,
Ho-1), 4,02 (3s, 1H, pt11), 4,27 (3s, 2H, CH), 6,00 (s, 1H, H-4), 7,83 (s, 1H, NH

13C NMR (50 MHz, CDC}): 219,1 (s, C-17), 155,2 (s, C-5), 154,3 (s, Cx061,2 (s,
C-3), 122,1 (d, C-4), 68,9 (d, C-11), 61,9 (t, £H59,1 (d, C-9), 50,2 (d, C-14), 48,1
(s, C-13), 42,9 (t, C-12), 39,1 (s, C-10), 36,00(1), 35,8 (t, C-16), 34,8 (d, C-8), 32,9
(t, C-6), 30,5 (t, C-7), 21,8 (t, C-15), 20,5 (£2; 18,6 (k, C-19), 14,7 (k, GH), 14,7
(k, C-18).

(11d-2). *H-NMR (500 MHz, CDC}): 0,93 (s, 3H, KC-18), 1,03-1,13 (m, 2H, ti7,
H-9), 1,27 (s, 3H, kC-19), 1,28-1,35 (m, 4H, GA, HB-12), 1,51 (m, 1H, H-14), 1,54
(t, J =12 Hz, H-15), 1,64 (8dJ = 11Hz, H-8), 1,82 (m, 1H, [H1), 1,93 (m, 1H,
HB-7), 1,96 (m, 1H, K-15), 2,13 (m, 3H, B2, Ha-12, Ho-16), 2,35-2,39 (m, 2H,
Ho-6, HB-6), 2,39-2,47 (m, 2H, t42, HB-16), 2,49 (m, K-1), 4,02 (3s, 1H, p+11),
4,27 (8s, 2H, CH), 6,05 (s, 1H, H-4), 8,03 (s, 1H, KM

3¢ NMR (50 MHz, CDCJ): 218,9 (s, C-17), 161,0 (s, C-5), 154,3 (s, €Q50,3 (s,
C-3), 111,1 (d, C-4), 68,7 (d, C-11), 61,9 (t, £H59,5 (d, C-9), 50,1 (d, C-14), 48,1
(s, C-13), 42,8 (t, C-12), 40,7 (s, C-10), 38,1011), 35,8 (t, C-16), 34,6 (d, C-8), 33,9
(t, C-6), 31,0 (t, C-7), 27,8 (t, C-2), 21,8 (t,16), 19,0 (k, C-19), 14,7 (k, GfY, 14,7
(k, C-18).

4.1.6.5. E)-Etil-2-(20-oksopregn-4-en-3-iliden)hidrazinkarboksilat (11f)

Polazéi od 370 mg E)-progesteron-3-semikarbazongf)(eluiranjem poméu sistema
PhMe : EtOAc = 70 : 30 izolovan je proizvadf-E (194,8mg, 48,7%R: = 0,48 (PhMe
: EtOAC = 6 : 4, dvostruko razvijanje). Kristaliz@en iz diizopropil-etra nismo uspeli
da dobijemo kristale pogodne za rendgensku andliz®3,7 °C. IR (ATR/cril): 3275
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(NH?), 2937 (CH), 1701 (C(20)=0), 1518, 1449 (C(3)=H1267, 1047. Elementalna
analiza za molekulsku formulu o§3gN,Os: izratunato C 71,96; H 9,06; N 6,99;
naieno: C 72,33; H 9,26, N 6,44.

'H-NMR (500 MHz, DMSO¢k): 0,56 (s, 3H, KC-18), 0,82 (tdJ = 11,5, 2,5 Hz, 1H,
H-9), 0,90 (8kJ = 12 Hz, 1H, H-7), 1,00 (s, 3H, EC-19), 1,09-1,17 (m, 2H, H-14,
Ho-16), 1,21 (t,J = 7 Hz, 3H, CH"), 1,25-1,48 (m, 4H, &1, H-8, H3-11, Hu-12),
1,50-1,60 (m, 2H, k11, H3-15), 1,62 (m, 1H, B-16), 1,72 (3dJ = 11,5 Hz, 1H,
HpB-7), 1,86 (3dJ = 13 Hz, 1H, H-1), 1,94-2,03 (m, 3H, p#2, HB-12, Hu-15), 2,06 (s,
3H, HC-21), 2,20 (tJ) = 4 Hz, 1H, H-6), 2,29 (m, 1H, 18-6), 2,56 (t,J = 9 Hz, 1H,
H-17), 2,70 (dJ = 17 Hz, 1H, H-2), 4,10 (k,J = 7 Hz, 2H, CH"), 5,75 (s, 1H, H-4),
9,78 (s, 1H, NH).

13C NMR (50 MHz, DMSOdg): 208,6 (s, C-20), 154,2 (s, C-5 i C20151,3 (s, C-3),
120,9 (d, C-4), 62,6 (d, C-17), 60,2 (t, €M 55,4 (d, C-14), 53,0 (d, C-9), 43,3 (s,
C-13), 38,0 (t, C-12), 37,0 (s, C-10), 35,2 (d, C®,5 (t, C-1), 31,8 (t, C-7), 31,6 (t,
C-6), 31,1 (k, C-21), 24,0 (t, C-16), 22,2 (t, C:130,9 (t, C-11), 20,7 (t, C-2), 17,4 (k,
C-19), 14,6 (k, CHf"), 13,0 (k, C-18).

4.1.7. Sinteza etil-2-(17-okso-19-norandrost-4-eniltdden)hidrazinkarboksilata
(11a) bez dodatka etil-hloracetata kao reagensa

Rastvor 19-norandrost-4-en-3,17-diona 3-semikam@z@a) (330 mg, 1 mmol) u
apsolutnom etanolu (30 mL, 0,5 mol) koji je ujedg@o i ulogu nukleofila refluktovan
je 48 h na 80 °C. Tok reakcije je pem TLC-om. Uparavanjem rastvasaje dobijena
svetlozuta¢vrsta supstanca iz koje je pigavanjem FCC tehnikom dobijen proizvod
lla(E : Z =3 : 1, 170 mg, 47,3%). Posle nekoliko uzastopmibmatografija
eluiranjem poméu sistema PhMe : EtOAc = 65 : 35 uspeSno je izalova
dijastereoizomerngist glavni izomeha-E (98,6 mg, 27,4%). Ostatak je 0. Z= 2 :

8 smesSaroizvodalla(49,7 mg, 13,8 %).

(11aE): *H-NMR (500 MHz, CDCJ): 0,78 (3d,J = 11 Hz, 1H, H-9), 0,90 (s, 3H,s8-
18), 1,04 (kd,J = 13, 3.5 Hz, 1H, b-7), 1,23-1,35 (m, 7H, &1, HB-11, H3-12, H-14,
CH3"), 1,42 (k,J = 10,5 Hz, 1H, H-8), 1,54 (d$sdl= 3 Hz, 1H, H-15), 1,78-1,90 (m,
3H, HB-7, Ha-11, He-12), 1,92-2,00 (m, 2H, H-10,HL5), 2,02 (tJ = 5 Hz, 1H, H-
2), 2,08 (dd,) = 18,5, 9 Hz, 1H, k-16), 2,11-2,22 (m, 2H, {1, Ha-6), 2,38-2,47 (m,
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2H, HB-6, HB-16), 2,53 (dtJ = 16,5, 4 Hz, 1H, K-2), 4,26 (3dJ = 5,5 Hz, 2H, CH"),
6,08 (s, 1H, H-4), 7,69 (s, 1H, NN

3¢ NMR (125 MHz, CDGJ): 220,9 (s, C-17), 154,0 (s, C&p151,4 (s, C-3), 150,5 (s,
C-5), 122,2 (d, C-4), 61,9 (t, G, 50,4 (d, C-14), 49,6 (d, C-9), 47,8 (s, C-13),64
(d, C-10), 40,1 (d, C-8), 35,8 (t, C-16), 34,8Gt6), 31,5 (t, C-12), 30,1 (t, C-7), 26,1
(t, C-1), 26,0 (t, C-11), 22,2 (t, C-2), 21,8 (£16), 14,7 (k, CH"), 13,9 (k, C-18).

(11aZ) iz smeSe : Z = 2 : 8."H-NMR (500 MHz, CDC}): 0,81 (3dJ = 10,5 Hz, 1H,
H-9), 0,92 (s, 3H, kC-18), 1,08 (kdJ = 12,5, 3,5 Hz, 1H, K-7), 1,24 (m, 2H, 18-11,
HB-12), 1,28 (m, 1H, H-14), 1,29-1,36 (m, 4Hy-H, CH"), 1,48 (kd,J = 11, 2,5 Hz,
1H, H-8), 1,57 (dtdJ = 3,5 Hz, 1H, -15), 1,83 (ddJ = 8,5, 3 Hz, 1H, K-12), 1,87—
2,00 (m, 3H, -7, Ho-11, Ho-15), 2,04 (m, 1H, H-10,), 2,10 (dd= 19,5, 9 Hz, 1H,
Ho-16), 2,18 (m, 1H, B-1), 2,27 (tdJ = 12, 3,5 Hz, 2H, B-2, Ha-6), 2,42—2,51 (m,
2H, HB-6, HB-16), 2,54 (dtJ = 14, 3,5 Hz, 1H, k-2), 4,28 (8d,J = 5 Hz, 2H, CHY),
6,14 (s, 1H, H-4), 8,05 (3s, 1H, NH

3¢ NMR (125 MHz, CDGJ): 220,6 (s, C-17), 156,7 (s, C-3), 154,6 (s, €5Q50,5 (s,
C-5), 111,1 (d, C-4), 61,9 (t, G, 50,2 (d, C-14), 50,0 (d, C-9), 47,8 (s, C-1B,%
(d, C-10), 40,1 (d, C-8), 35,9 (t, C-6), 35,8 (t16), 31,3 (t, C-12), 30,5 (t, C-2), 30,5
(t, C-7), 27,4 (t, C-1), 25,5 (t, C-11), 21,7 (£16), 14,7 (k, CH"), 13,8 (k, C-18).

4.1.8. Rendgenska strukturna analiza
4.1.8.1. Odralivanje kristalne strukture 1,3,4-tijadiazolina 7a

Kristali pogodni za strukturnu analizu dobijeni sporom prekristalizacijom iz DMSO.
Difrakcija X-zraka na monokristalu jedinjenja je raiena na sobnoj temperaturi na
Agilent Technologies Gemini S difraktometru sa ammadod molibdena (Mo & A =
0,71069 A). Sakupljanje podataka, iznalazenje jédacelije, integraljenje intenziteta i
skaliranje refleksija udeno je poméu CrysAlisPro softver®® Primenjena je
empirijska korekcija apsorpcije upotrebom sferniarmhonika, u okviru SCALE3
ABSPACK algoritma u sklopu CrysAlisPro. Kristalséruktura je reSena metodom
dualnog prostora koristeSHELXT®' program, a utajavana je upotrebom SHELXL-
20147 sa SHELXLE®kao graftkim interfejsom.
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Svi nevodonini atomi su anizotropno utajavani. Atomi vodonika vezani za atome
ugljenika su postavljeni u geometrijski idealizogapozicije, sa C-H rastojanjima
fiksiranim na 0,93 i 0,96 A, a parametri njihovagiropnog izmestanja podeseni su na
1,2 Ueq i 1,5 Ueq za $psp’ atome ugljenika, redom. Orijentacija vodonikovtbraa

iz metil-grupa uténjena je tako da se najbolje uklapa wemu elektronsku gustinu.
Vodonikov atom vezan za atom azota lociran je urieowvoj mapi diferentne
elektronske gustine i utajavan je izotropno. Apsolutna struktura asignirgngako da

odgovara poznatoj apsolutnoj konfiguraciji sterdidmolekula.

Detaljnim pregledom 3D Fourier-ove mape difererglektronske gustine ustanovljeno
je da kristalna struktura sadrzi Supljine koje sapymjene neurknim molekulima
rastvar&a. Upotrebom programa PLATGNodretena je ukupna zapremina Supljina u
koje moZze da se smesti rastvaréspostavilo se da ona iznosi 22,4% od jegiai
zapreminecelije. Kako neuréenost nije mogla racionalno da se modeluje, doprino
neurgilenog regiona u dobijenim strukturnim faktorima uken je SQUEEZE
procedurort’ ugratenom u PLATON. Broj elektrona u regionu Supljinegenjen je na
120 po jedininoj ¢eliji Sto je odgovaralo smesStanju priblizno tri rklila DMSO po
jediniénoj ¢eliji. Analiticki podaci o hemijskom sastavu ukazuju na prisustetri
molekula DMSO po jedidnoj celiji.

Konani rezultati odrdivanja kristalne strukture navedeni su u tekstui lebgdi.
Molekulska formula: GsH3i1N3OsS; M, = 429,57; kristalni sistem: tetragonalni;
prostorna grupd#4; parametri jedidine ¢elije: a = 21,9810(3) Ac = 10,9904(3) AV =
5310,2(2) R; Z = 8; u = 0,146 mm"; merene su 15 692 refleksije, 6 161 nezavisna
refleksija Rn: = 0,047); kompletnost podataka 99,7% db =2 52,64°, a 90,3% do
20max= 58,24°; 4 874 refleksije sla> 25(l); broj uta&njavanih parametara: 27&; =
0,055 za podatke da> 25(1); wR, = 0,149 za sve podatke; faktor slagaBja 1,066;
Flackx = 0,05(12) odréen konvencionalnim TWIN/BASF uwtajavanjeni’; Flackx =
0,03(3) odrden upotrebom Parson-ove metode postrjevanja’ (1 931 koeficijent);
Hooft y = 0,04(3) odréen pomdu 2 769 Bijvoet-ovih parova (9 outliePéupotrebom
optimizovanog Student-ovogggrafika verovatnée (v = 99, korekcioni koeficijent =
0,999)%

Kristalografski podaci o jedinjenjida deponovani su u Kemlskoj banci strukturnih
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podataka Cambridge Crystallographic Data Cenjrkao dodatni materijal broj CCDC
1038059.

4.1.8.2. Odralivanje kristalne strukture mono-tiazolidin-4-ona 9b-E

Podaci o difrakciji X-zraka na kristal®b-E sakupljeni su pomm Gemini S
difraktometra (Oxford Diffraction) sa anodom od ibdena (MoKa, A = 0,71073 A)
na sobnoj temperaturi. Prikupljanje sirovih podatatedukcija i korekcije analite
apsorpcije urdene su pomiu CRYSALISPROsoftvera®® Kristalna struktura re$ena je
upotrebom SHELXJ® a ut@njavan poméu programa SHELXL-2014 sa
SHELXLE®® kao grafékim interfejsom.

Svi atomi osim vodonikovih anizotropno su driavani. Vodonikovi atomi postavljeni

su na geometrijski idealizovane pozicije s fiksimmuzinama veza. Njihovi parametri
izotropnog izmesStanja usklvani su sa Ueq su sa Ueg atoma na kojima se nalaze
Apsolutna konfiguracija asignirana je u skladu sanatom apsolutnom konfiguracijom
steroidnih molekula. Okupacioni faktor za kiseomzikrode uténjen je na 0,475(2), dok

je u poslednjem koraku utajavanja bio fiksiran na 0,5. Atomi vodonika iz reklila

vode nisu mogli da budu locirani na osnovu maperdiftne elektronske gustine.

Konatni rezultati odrdivanja kristalne strukture su sumirani ovde. Molska formula:
Co2H30N30, 5S; Mr = 408,55 kristalni sistem: ortoromban; prostorna grupa: F22;;
parametri elementarri@lije: a = 7,5223(3) Ab = 9,7210(4) Ac = 28,8938(16) AV =
2112,84(18) A Z = 4;p = 0,179 mrit; 19 050 izmerenih refleksija, 4 949 nezavisnih
refleksija (R = 0,038); kompletnost podataka 99,9% do=252,64°, a 91,1% doRax

= 58,04°; 3 699 refleksija da> 2s5(1); broj uta&njenih parametara: 264&; = 0,054 za
podatke sd > 25(1), wR, = 0,174 za sve podatke; faktor slagaBja 0,827; Flackx =

0,02(5) je odréen Parson-ovom metodofh.

Kristalografski podaci o jedinjenj@b-E deponovani su u Kembkioj banci strukturnih
podataka Cambridge Crystallographic Data Cenjr&ao dodatni materijal broj CCDC
1541508.
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4.2. Biologija
4.2.1. Citotoksina aktivnost derivata steroidnih hidrazona
4.2.1.1. Pripremanje potrebnih rastvora

Osnovni rastvori ispitivanih derivata steroidnihdig@izona (10 mM, DMSO) su
razblazivani tzv. kompletnim hranljivim medijumomo je hranljivi medijum RPMI
1640 koji sadrzi L-glutamin (2 mM), streptomicinOug/mL), penicilin (100 IU/mL),
10% serum gowuieg fetusa (engfetal bovine serunFBS) koji je inaktivisan na 56°C i
4-(2-hidroksietil)piperazinl-etansulfonsku kiselinu (HEPES) (25 mMj)ji je pH
podeSen na vrednost 7,2 upotrebom bikarbonatnogyoras U eksperimentima je
koriscen i Dulbeko modifikovani minimalni esencijalni mgdn (engl. Dulbecco's
Modified Eagle MediumDMEM) koji sadrzi 10% serum godleg fetusa, 3,97 mM
stabilni L-glutamin, visok nivo glukoze (4,5 g/Lpatrijumpiruvat, penicilin i
streptomicin.

3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il) -2,5difeniltetrazolijumbromid  (MTT) rastvoren je u
fosfatnom puferu (PBS) do koncentracije 5 mg/mLri&eni RPMI 1640 medijum za
¢elijske kulture, FBS, HEPES, MTT i antibiotici sulilproizvodi kompanije Sigma
Aldrich. DMEM medijum je bio proizvod kompanije Qaorn Scientific.

Koncentracije osnovnih i radnih rastvora ispitivanisteroidnih jedinjenja u
dimetilsulfoksidu (DMSO) su pazljivo odabirane kaki bio eliminisan bilo kakav
mogui udeo toksinih efekata DMSO.

4.2.1.2. Humaneielijske kulture

Ispitivanja su vrSena na sléi® humanim malignim¢elijskim linjjama: Hela
(adenokarcinom cerviksa), MDA-MB-361 (adenokarcinaijke), MDA-MB-453
(karcinom dojke), LS174 (adenokarcinom kolona), @5¢&karcinom plda), K562
(hronicna mijeloidna leukemija), Jurkat (akutna T-limfoet leukemija), kao i na
normalnim humanim MRC-Zelijama (fibroblasti plga) i na humanim EAhy.926
¢elijama (transformisane humane endoteli®dije pugane vene). Sve adherentne
¢elijske linijje (HeLa, MDA-MB-361, MDA-MB-453, LS174 A549, MRC-5 i

EA.hy926) suodrzavane u kulturi u vidu monosloja u kompletnorantjivom medijumu
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dok su ¢elijske linije leukemije, K562 i Jurkat, odrzavame kulturi u suspenziji.
Celijske kulture su gajene u inkubatoru na temperatt 37 °C, u atmosferi vazduha
oboga&enog 5% CQ i zastenog vodenom parom. Sve testirafadijske linije su
dobijene od kompanij@dmerican Type Culture CollectiofManassas, VA, Sjedinjene

Americke Drzave).
4.2.1.3. Tretman humanihéelijskih linija

Citotoksitna aktivnost sintetisanih derivata steroidnih hzdraa je ispitivana na sedam
malignih ¢elijskih linija (HeLa, MDA-MB-361, MDA-MB-453, LS14, A549, K562 i
Jurkat) kao i na normalnim humanim MRGC:&lijama. HeLa (2.00@elija/100 pL po
bunati¢u), MDA-MB-361 (10.000C¢elija/100 pL po bun&i¢u), MDA-MB-453 (3.000
¢elija/100 pL po bun&r¢u), LS174 (7.00Gelija/100 pL po bunaréu), A549 (5.000
¢elija/100 pL po bundr¢u) i MRC-5 (5.000¢elija/100 puL po bundricu) celije su
zasejane u buné&cte mikrotitarskih pléa sa 96 bundréa, a nakon 20 h posto su se
celije zalepile za povrSinu po 50 pL ispitivanih ijgdnja i to u pet razitih
koncentracija (opseg je bio 6,25-1QM ili 12,50-200 uM) je dodato ¢elijama.
Kontrolnim ¢elijama je dodato po 50 pL hranljivog medijuma. R56.000¢elija/100
uL po bunaficu) i Jurkat (15.000¢elija/100 pL po bun&réu) celije koje su
neadherentne, zasejane su 2 h pre dodatka jedinjeénjdodatku rastvora ispitivanih
jedinjenjacelije su inkubirane naredna 72 h.

Svi eksperimenti su ponovljeni minimum tri putakde svaki eksperiment bio utan u

triplikatu. Kao pozitivha kontrola je kokigén standardni hemioterapeutik cisplatin.
4.2.1.4. Odrdivanje prezivljavanja ¢elija (MTT test)

Prezivljavanje ¢elija je odrgeno pomoéu MTT tetsa po metodi koju je razvio
Mosmant’ a modifikovali su je Ohno i Ab&

Po isteku 72 h inkubiranjéelija sa ispitivanim derivatima steroidnih hidraaotiodato
im je po 10uL MTT reagensa (5 mg/mL u PBY. Usledila jecetvoraasovna
inkubacija na 37 °C, a potom je uzorcima dodatd@duL 10% SDSa (engl.sodium
dodecyl sulfate SDS) te su pke inkubirane tokom rio. Narednog dana su merene
apsorbancije uzoraka na talasnoj duzini od 570 rem Multiskan EX Thermo
Labsystems spektrofotometru. Prezivljavan@ija (S[%]) je odrdivano na osnovu
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formule:

S [%] = [AwzorkayAontrole] X 100

gde A(uzorka) predstavlja apsorbanciju uzorkalija na koje je delovalo ispitivano
jedinjenje, aA(kontrole)apsorbanciju uzorkaelija koje su rasle gistom hranljivom

medijumu. Od svake izmerene vrednosti apsorbapogerorguna je oduzeta vrednost
apsorbancije dobijena za slepu probu.splGrrednost M) je definisana kao
koncentracija ispitivanog jedinjenja koja inhibitelijsko prezivljavanje za 50% i

odreiena je sa krivaelijskog prezivljavanja.

4.2.2. Ispitivanje citotokstnosti prema humanim mononuklearnim éelijama

periferne krvi
4.2.2.1. Izolovanje mononuklearnihéelija periferne Kkrvi

Humane mononuklearréelije periferne krvi (englperipheral blood mononuclear cells
PBMC) su izolovane iz pune heparinizovane perifekkr®i zdravih davalaca
centrifugiranjem u gradijentu gustine pofnomedijuma za separaciju (HistopaGue
1077, Sigma-Aldrich). Sastavni delovi medijuma epaaciju PBMC su polisaharoza i
natrijum-diatrizoat koji formiraju gradijent gusérod 1,077+0,001 g/mL. Periferna krv
sa heparinom se centrifugira 10 min na 2000 obrntajminuti. Zatim se plazma i
interfaza koja sadrzi leukocite (endjuffy coa} aspiriraju i prebace na medijum za
separaciju te se uzorak centrifugira 30 min na 20Bfiaja u minuti. Po zavrSetku
centrifugiranja u epruveti mogu da secedri faze. Gornja faza predstavlja plazmu, na
dnu epruvete se nalaze eritrociti i granulocitikdgu PBMC (limfociti i monociti)
smestene u srediSnjoj fazi. 1zolovane PBMC zatimtrseputa ispiraju hranljivim
medijumom RPMI 1640, a na samom kraju tatelija se resuspenduje u kompletnom

hranljivom medijumu.
4.2.2.2. Tretman PBMC

Humane PBMC (150.00Qelija/100 pL po bunati¢u) zasejane su u burare
mikrotitarskih pl@a sa 96 bunéréa u hranljivom medijumu ili u hranljivom medijumu

koji sadrzi mitogenfitohemaglutinin (PHAjija je kon&na koncentracija Jug/mL.
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Posle 2 h inkubiranja u svaki od butida, osim u kontrolne, dodato je po bl
rastvora ispitivanih jedinjenja (pet raztih finalnih koncentracija i to: 12,5, 25, 50, 100
i 200 pg/mL). U kontrolne uzorkeielija je dodato po 50 puL medijuma. Nakon
dodavanja rastvora ispitivanih steroidnih jedingeRBMC su inkubirane naredna 72 h.
Prezivljavanje PBMC je odd&vano MTT testom. Tretman humanih PBMC cisplatinom
je sluzio u analizama kao pozitivni kontrolni ekspeent®

Suspenzije PBMC odgovarajel gustine kao i rastvori testiranih jedinjenja pgipani
su u kompletnom hranljivom medijumu RPMI 1640. Pi¢Anabavljen od proizvdaca
INEP (Beograd, Srbija). Svaki od pojedinéh eksperimenata je izveden u triplikatu.
Uradena su minimum dva nezavisna eksperimenta.

Eksperimente na PBMC izolovanim iz krvi zdravih dan je odobrio Etki komitet
Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije. Swilavi donori krvi su dali pisanu saglasnost

za izvaienje eksperimenata.
4.2.3. Analiza raspodele HeLa i K562elija po fazamacelijskog ciklusa

Uticaj osam odabranih derivata steroidnih hidraz@aaz2b, 2c, 2f, 8a, 8¢ 9a, 10a) na
promenu distribucije HelLa i K562elija u odrgenim fazamacelijskog ciklusa je
ispitan primenom protme citometrije"®°

HeLa (200.000) i K56Zelije (250.000) su zasejane u 3 mL RPMI 1640 kotnpig
hranljivog medijuma u bun&ike plaie sa 6 bungréa. Za HelLacelije, nakon 20 h je
uklonjen medijum, te je u kontrolne uzorke do¢iat kompletni hranljivi medijum, a u
preostale uzorkecelija ispitivana jedinjenja rastvorena u svezem Rl@mom
hranljivom medijumu tako da su njihove krajnje kentacije odgovarale kg i
dvostrukim IGo vrednostima odienim tokom neprekidnog delovanja u trajanju od 72
h. K562¢elije su tretirane 2 h nakon zasejavanja. Promeniejih dolazi kao posledica
delovanja derivata steroidnih hidrazona na HelLa56X ¢elije su analizirane po
zavrSetku 24 odnosno 48 h inkubacije.

Po isteku inkubacionog perioda uzorci Heledija su sakupljeni tripsinizacijom, dok su
suspenzije K562elije pokupljene iz bunara pipetor@elijski uzorci su zatim isprani
PBS-om, nakortega je u uzorkéelija u epruvetama za pr@ia citometar dodato po
200 puL hladnog rastvora PBS-a. Fiksiranje uzorad@ija je izvrSeno pazljivim
dodavanjem 2 mL hladnog 70% etanola pri vortekspvausledilo jecuvanje uzoraka
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na temperaturi 0d-20 °C tokom jedne sedmice posle koga su isprani-&@BSadi
uklanjanja ostataka etanola. Sléd&orak u pripremi je bio bojenje uzoraka koje
podrazumeva potiasovno inkubiranje u 500L rastvora PBS-a sa ribonukleazom A
(finalna koncentracija 20Ag/mL). Nakon inkubacije u uzorkeelija je dodato po 100
pL propidijum-jodida pri koncentraciji od 4fg/mL i uzorci su potom inkubirani 10
min na sobnoj temperaturi pre analize. Kako fluoeesna boja, propidijum-jodid, moze
da se interkalira i u DNK i u RNK, pri analizi fazalijskog ciklusa je vazno da se
uzorci tretiraju ribonukleazom A u cilju degradaciRNK. Ribonukleaza A i
propidijum-jodid su nabavljeni od kompanije Sigmirch.

Na taj n&in pripremljeni uzorcic¢elija analizirani su na FACSCalibur protmm
citometru (BD Biosciences, Sjedinjene Antkg Drzave) podeSenom tako da detektuje
10.000 dogdaja. Intenzitet fluorescencije propidijum-jodida seitovanog argon-
jonskim laserom (488 nm) detektovan je na FL2 kanAbbijeni podaci su analizirani
pomau CELLQuest softvera (BD Biosciences). Procengibilcelija u svakoj od faza
¢elijskog ciklusa je odivan na osnovu dobijenih DNK histograma (broj diaja u
odnosu na FL2-A (engl. FLared)).

Rezultati ispitivanja raspodelelija po fazamaelijskog ciklusa su predstavljeni kao
srednja vrednost + standardna devijacija tri nesavi eksperimenta. Statiia
zn&ajnost razlike izméu kontrole i tretiranih uzorakéelija je odréena pomoéu
ANOVA sa Dunnett-ovim testomp vrednosti ispod 0,05 su smatrane st&ksti

znaajnim.
4.2.4. Detekcija tipacelijske smrti HeLa ¢elija
4.2.4.1. MorfoloSka analiza fluorescentnom mikroskgoijom

U cilju rasvetljivanja tipatelijske smrti indukovane tiosemikarbazoni@ea 2b, 2c, 2f,
tijadiazolinima8a i 8ei tiazolidin-4-onima9a i 10a°* uralena je morfoloska analiza
HeLa ¢elija obojenih smeSom boja za nukleinske kiselikeda-oranz i etidijum
bromid fluorescentnom mikroskopijom prema procedisanoj u literaturf>* HelLa
¢elije (100.000) su zasejane u 3 mL kompletnog fixerd medijuma na pokrovna
mikroskopska stakla u bunarima @ilee sa 6 bunara. Po isteku dvadesatovnog
inkubiranjacelijama je uklonjen medijum, a zatim su tretirater@dnim jedinjenjima

rastvorenim u kompletnom hranljivom medijumu. Kaftiom uzorkuéelija je dodat
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sveze pripremljertist kompletni hranljivi medijum. Krajnje koncentip steroidnih
jedinjenja su odgovarale dvostrukimsjdkoncentracijama oddenim za svako od njih
tokom kontinuiranog dejstva u trajanju od 72 h.dddb je jednodnevno inkubiranje i
bojenje smeSom boja akridin-oranz/etidijum-bromikdajnja koncentracija 3 odnosno
10 ug boje po mL PBS-a, redom). MorfoloSka analiza itphjske smrti je urdena
pomcaiu Carl Zeiss PALM MicroBeam mikroskopa sa Axio Otvee.Z1 i AxioCam
MRm kamerom (filteri: Alexa 488 i Alexa 568, wamje 20x).

Akridin-oranz je katjonska fluorescentna boja kepaituje zelenu fluorescenciju pri
interakciji sa dvolaganim molekulom DNK, dok crvenu fluorescenciju eretukoliko
se veze za jednolaani molekul DNK ili RNK. Bilo da suelije zive ili u procesu
apoptoze ili nekroze one propustaju ovu boju. Nestupjoj, etidijum-bromid moze da
ude samo u mrtvecelije koje su izgubile integrite€elijske membrane. To je
fluorescentna boja koja se interkalira u dvokm molekul DNK pricemu fluorescira
narandzasto.

Ukoliko akridin-oranz de u¢eliju koja se nalazi u ranoj fazi apoptoze njendrgese
boji zeleno. | akridin-oranz i etidijum-bromid sposobni dadu u ¢elije u kasnoj fazi
apoptoze prétemu jedro biva narandzasto-crveno obojeno. Akduyeéagdacelije nisu
uSle u apoptozu one imaju uniformna jedra zelerje ba nesto intenzivnije obojenim
jedarcima.Celije koje su zaptele proces apoptoze odlikuje kondenzacija hromatina
promena oblika jedra, zatim dolazi do fragmentaggdra i pojave ispufenja na
¢elijskoj membrani, nastavak skupljanigelije, formiranje dodatnih ispdpnja i
mehurova i naposletku nastanak apoptotskih telajimk se nalazéelijske organele i
fragmenti jedra. MorfoloSka obelezjaelije u kojoj je zap®eo proces nekroze su
vakuolizacija citoplazme, bubrenje mitohondrija ndeplazmatinog retikuluma,
piknoza jedra, pojava ostenja nacelijskoj membrani i osloltanje c¢elijskog sadrzaja.
Karakteristika nekrotskilelija obojenih smeSom boja akridin-oranz/etidijunothid je
dobro @uvano jedro narandzaste boje. Do dezintegracijeajedlazi tek u poznim

stadijumima nekroze.
4.2.4.2 Detekcija éelija u apoptozi primenom protoéne citometrije

Odretivanje broja zivih HeL&elija kao i onih u ranim i poznim stadijumima ajpmy
ili nekroze je izvedeno metodom prot@ citometrije nakon bojenjéelija pom@&u
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aneksina \konjugovanog sa fluoroforom FITC (enfllorescein isothiocyanate, FIC
(BD Pharmingen San Dijego, Kalifornija, SAD) i pidijum-jodida (Sigma Aldrich§*
HeLacelije (200.000) su zasejane u bunareiplea 6 bunara i inkubirane tokoméno
Celijama je uklonjen medijum, a potom im je dodato3mL medijuma sa ispitivanim
jedinjenjima ¢ije su koncentracije odgovarale dvostrukimsd@rednostima. Nakon
inkubacije u trajanju od 24 kelije su sakupljene tripsinizacijom i isprane u PBS
Potom su resuspendovane u 1QQ pufera za vezivanje aneksina (10 mM
HEPES/NaOH, pH 7,4, 140 mM NaCl, 2,5 mM Cg®ome je dodato 2,bL aneksin
V-FITC i 2,5uL propidijum-jodida. Nakon petnaestominutnog inkabja u mraku na
sobnoj temperaturi u uzorke je dodato po 4QQpufera za vezivanje aneksina. Nakon
toga je odréivan intenzitet fluorescencije (zelena FHl crvena FL2H) na proté@nom
citometru (FACSCalibur, BD Biosciences, Franklinkea, NJ, SAD). Za svaki uzorak
analizirano je 10.00@elija, a procenat zivihcelija (A/P), celija u ranoj apoptozi
(A*/P"), kao i mrtvih (A/P") ¢elija je analiziran CellQuest Pro softverom. Dobije

rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost>. 8va nezavisna eksperimenta.
4.2.5. Odrdlivanje ciljnih kaspaza

HelLa celije pretretirane specéinim inhibitorima kaspaza (Z-DEVD-FMK, inhibitor
kaspaze-3, Z-IETD-FMK, inhibitor kaspaze-8 i Z-LEHIMK, inhibitor kaspaze-9 (R
& D Systems, Minneapolis, Sjedinjene Ande Drzave)) podvrgnute su
dvadesetetvoratasovnom dejstvu osam odabranih derivata steroitidbazona 2a,
2b, 2c, 2f, 8a, 8¢ 9a, 108 poslecega je protdnom citometrijom odrdivan procenat
HelLacelija u subG1 faztelijskog ciklusa>

Za svako od osam ispitivanih steroidnih jedinjenfaieno je sled&. HelLacdelije su
zasejane u kompletnom hranljivom medijumu. Po ist&0 h inkubiranjacelija
uklonjen im je medijum. U kontrolni uzorak Hekalija je dodat hranljivi medijum. U
jedan uzorak HelLé&elija su dodata 2 mL hranljivog medijuma dok suiwzorka HelLa
¢elija dodata po 2 mL hranljivog medijuma koji sadsdgovarajéi inhibitor kaspaze
pri koncentraciji od 40 pMCelije su inkubirane 2 h. Po isteku inkubacionogiqu u
uzorke Helacelija je dodat po 1 mL rastvora ispitivanog jedimge u hranljivom
medijumu tako da krajnja koncentracija svakog odinenja u 3 mL odgovara
dvostrukoj 1Go koncentraciji odréenoj posle kontinuiranog delovanja steroidnih
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jedinjenja u trajanju od 72 h. Nakon inkubacijeajanju od 24 h uzorci HelL&elija su
sakupljeni tripsinizacijom, isprani u PBSi fiksirani u 70% hladnom etanolu. Po isteku
nedelju danauvanja na temperaturi oeR0 °C, ¢elijski uzorci su bojeni propidijum
jodidom. Detaljna procedura je opisana u prethodmmyglaviju 4.2.3. 1 odgovara
analizi fazacelijskog ciklusa. Procenat Hel&elija u subG1 faztelijskog ciklusa je
odreiivan poma@u FACSCalibur proténog citometra, a dobijeni podaci su analizirani

pomaiu CELLQuest softvera.
4.2.6.In vitro test angiogeneze ili The endothelial cell tube formation” test

Efekat odabranih osam steroidnih jedinjerla, @b, 2c, 2f, 8a, 8e 9a, 108 na proces
angiogeneza vitro je ispitan primenomeéndothelial cell tube formatidriesta na humanim
endotelniméelijama pupane vene EA.hy926.

U eksperimentima je kowgn matriksni matrigel (CorniffigMatrigel®, kataloski broj
356234), preparat solubilizovane bazalne membrasievan iz EHS (engEngelbreth-
Holm-Swarm miSjeg sarkoma, tumora sa visokim sadrzajem pratekstracelularnog
matriksa. Matrigel sadrzi niz proteina ekstracetutg matriksa kao Sto su laminin,
kolagen tipa IV, heparan sulfat proteoglikan, etitdkidogen, kao i razlite faktore
rasta (TGH3, EGF, FGF, IGF i tPA).

Matrigel je ¢uvan na-20 °C, otapan je za upotrebu na +4 °C na ledu tokoén
Istovremeno su hé&eni | nastavci za pipete i [la sa 24 bunéica.

Tabela 4.1.I1C,o vrednosti ispitivanih steroidnih hidrazona prirmearg u eksperimentu.

Jedinjenje I1C50 (LM)
2a 3,5

2b 10

2c 10

2f 10

8a 4,5

8e 60

9a 30

10a 35

U bunati¢e je naneseno po 200L ohladenog matrigela posl€éega je usledilo
dvotasovno inkubiranje pt@a na 37 °C u atmosferi vlaznog vazduha obbegag
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ugljen-dioksidom (5%). Na taj ten na dnu bundica je formiran slojc¢vrstog
matrigela. Potom je dodata suspenzija EA.hy®ija u DMEM komplethom
hranljivom medijumu (40.000elija/400 uL). Na posletku, u uzorke je dodato po 200
uL rastvora ispitivanih jedinjenja, dok je u kontibluzorak ¢elija dodato 200uL
kompletnog hranljivog medijuma. EA.hy92®lije su tretirane niskim suptoksim
IC,0 koncentracijama ispitivanih jedinjenja dobijeninTMtestom posle 24 h delovanja
(Tabela 4.)).

EA.hy926 celije su inkubirane 20 h. Po zavrSetku perioda lxaaije celije su

fotografisane.

4.2.7. Analiza ekspresije gena metodom kvantitatvog RT-PCR u realnom

vremenu u HelLacelijama

HelLa ¢elije su zasejane u 15 mL kompletnog hranljivog ueta u boce z&eljske
kulture povrsine 75 cm(4x1( ¢elija). Medijum je uklonjen posle 24 h padelijama
dodato po 15 mL medijuma sa ispitivanim jedinjenjefielije su tretirane niskim
suptoksénim IC, koncentracijama tiazolidin-4-or@a i 10a (5 uM). Kontrolne ¢elije

su rasle wistom hranljivom medijumu. Po zavrSetku inkubacijeajanju od 24 lielije

su sakupljene tripsinizacijom i isprane PBS-om.oRosu uzorcielija cuvani na —80
°C do sledéh analiza. U svrhu oddevanja nivoa ekspresije gena primenom
kvantitativnog RT-PCR u realnom vremenu (RT-gPCOReal Time Quantitative
Polimerization of RNA Chajniz HelLa ¢elija je izolovana ukupna RNK upotrebom
Trizol® reagensa (TRI Reag&8igma) prema uputstvu proizé@a. Provera kvaliteta
izolovane RNK je vrSena odtiwanjem parametra RIN elektroforezom uzoraka (engl.
RNA Integrity NumberRIN) primenom RNA 6000 Nano Kit-a (Agilent, Pakdto,
SAD) na aparatu 2100 Bioanalyzer (Agilent, PalooABAD). Koncentracije ukupne
¢elijske RNK su odréene spektrofotometrijski na aparatu BioSpec NaSbjnjadzu).
Jednolatana komplementarna DNK (cDNK) je sintetisana ocapoé totalneelijske
RNK (2 pg) reversnom transkripcijom primenom kitareversnu transkripcijuHigh-

capacity cDNA Reverse Transcription, iihermo Fisher Scientific).
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4.2.7.1. Kvantitativni RT-PCR u realnom vremenu (RFqPCR)

Odretivanje nivoa ekspresije iRNK odabranih gena je moSenetodom kvantitativnog
RT-PCR u realnom vremenu i primenofatMarf” testa (Thermo Fisher Scientific).
“TagMan™” testovi za odrdivanje ekspresije gendMMP2-Hs01548727 _m1MMP9-
Hs00234579 m1 VEGFAHsS00900055 m1l) se sastoje iz 20x smeSe neobdhezeni
PCR prajmera iTagMarf MGB proba koje se vezuju za mali Zljemifor groove
binding MGB proba) obelezenih fluorescentnom indikatorskbojom FAM™ na 5’
kraju i 3’ nefluorescentnim hvatam (engl.quenchey. Kao endogena kontrola je
koris¢en nivo ekspresije gliceraldehid-3-fosfat-dehidmagge GAPDH) za koju su
podaci dobijeni upotrebom kontrolnogTdgMan” testa (Applied Biosystems-
Hs02758991 gl). Reakcije PCR-a su izvedene upotrefistema za detekcijaBI
Prism 7500 Sequence Detection Systghpplied Biosystemsj®*

4.2.8.Antioksidativni test: hvatanje slobodnih radikala (DPPH metoda)

Sposobnost novosintetisanih tiazolidin-4-ona datdjua 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil-
radikale (DPPH) je oddena po Blois-ovoj metodf? Analizirana jedinjenja su
rastvorena «&istom DMSO, dok je komercijalno dostupan DPFSlika 4.1) rastvoren

u metanolu tako da njegova koncentracija iznosi86y5 10° M. U bunatice
mikrotitarske plde sa 96 bunai¢a je naneseno po 144 rastvora DPPH i po 1QL
rastvora svakog od ispitivanih jedinjenja u deseti¢itih koncentracija. Za kontrolu je
koris¢eno 10uL c¢istog DMSO. Po isteku patasovnog inkubiranja mikropta na
sobnoj temperaturi u mraku merena je apsorbanzipaalka na 517 nm. Sva merenja su
izvrSena u triplikatu, a sposobnost hvatanja slobodadikala raunata je na osnovu
sledeéeg izraza:

Sposobnost hvatanja slobodnih radikala (%)AgktrolerAuzorka)Agontrole] X 100

gde SUAontrole) | Auzorkay@psorbancije DPPH u kontrolnom rastvoru i uzorkdpm.

Za svako od ispitivanih jedinjenja, §&€vrednost je izréunata iz grafika zavisnosti
sposobnosti hvatanja slobodnih radikala od koneei, a ista je definisana kao
ukupna koncentracija antioksidanta potrebna da gmpaetnu koncentraciju DPPH-
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radikala za 50%. 16 vrednosti izrdunate su na osnovu procenta uterah DPPH-
radikala. Kao referentno jedinjenje (pozitivha kontrola) jeri&tena askorbinska

kiselina (AK) u koncentracionom opsegu 50-500 mg/mL

Slika 4.1.Struktura DPPH radikala
4.2.9. Brine shrimp” test toksiénosti
4.2.9.1. Uzgajanje rédic¢a

U 0,5 L veStake morske vode je dodato 3 mg suvog kvasca suspandg u 5 mL
destilovane vode i ka3ca liofilizovanih jajaSaca t&¢a Artemia salina Kroz
suspenziju je ponta pumpe 48 h produvavan vazduh na temperaturi 18€201z
stalno osvetljivanje. Tako dobijene sveze izlezedenke su kori&ne za eksperimente.

4.2.9.2. Tretman r&i¢a steroidnim jedinjenjima

Ispitivani steroidni derivati rastvoreni u sistemastvargéga MeOH/CHC} su naneseni
na diskove od filter-papira pteika 8 mm u razéitim koli¢cinama (1,0-0,05 mg) sa
kojih je potom fenom uparen rastvar&apirni diskovi su postavljeni na dno staklenih
vijala u koje je dodat po 1 mL veske morske vode i 15-20 jedinkiciga. Po isteku
24 h osvetljivanja na sobnoj temperaturi izbrojae prezivele i uginule jedinke.
Rezultat je izrazen kao procenat uginulitiéa. Sva odrdéivanja raiena su u triplikatu.
LCso vrednost je definisana kao koncentracija ispitoguedinjenja koja prouzrokuje
smrt 50% jedinki, a dobija se iz grafika zavisnoptbcenta uginulih faca od

koncentracije.
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4.2.10. Antimikrobna aktivnost
4.2.10.1. Antibakterijska aktivnost

Antibakterijska aktivnost je procenjena na osnowejstya ispitivanih steroidnih
jedinjenja nacetiri soja Gram-pozitivnih bakterijaStaphylococcus aureuATCC
6538), Kocuria rhizophila (ATCC 9341), Clostridium sporogene$ATCC 19404) i
Bacillus subtilis(ATCC 6633)) icetiri soja Gram-negativnih bakterij&gcherichia
coli (ATCC 25922) Proteus hauseffATCC 13315),Pseudomonas aerugino§aTCC
9027) i Salmonella entericasubsp. enterica serovar Enteritidis (ATCC 13076))
metodom difuzije u bunaitu u agard* U svaku Petrijevu $olju (péaika 90 mm) je
sipano 22 mL hranljivog medijuma, agara (HiMediauribai, India) i 100 pL
suspenzije bakterija (1Gelija po 3olji). Zatim je bunai¢ dijametra 8 mm paZljivo
probusen sterilnim bu&am i u svaki ozng&n bunar je dodato po 100 pL ispitivanog
jedinjenja (1 mg/100 pL DMSO). Kao pozitivha korn&rge kori€en amikacin (30
1g/100 puL HO), dok su voda i DMSO sluzili kao negativha kofdrdsta procedura je
ponovljena za sve mikroorganizme. Posle inokulamig@anizama i dodavanja jedinjenja
i kontrola, Petrijeve Solje su inkubirane 24 h ma°&€. Zone inhibicije su merene u

milimetrima.
4.2.10.2. Antifungalna aktivnost

Testirane gljivice su bileCandida albicandATCC 10231),Saccharomyces cerevisiae
(ATCC 9763) iAspergillus brasiliensifATCC 16404). Sabouraud-ov dekstrozni agar
(Institut za virologiju, vakcine i serume ,TorlakBeograd, Srbija) pripremljen je
prema uputstvu proizdaca. U svaku sterilnu Petrijevu Solju (pnéka 90 mm) je
sipano po 22 mL suspenzije agara, a zatim je dabz®ouL gljiva (16 spora po olji).
Bunacki¢i precnika 8 mm su probuSeni sterilnim staklenim @e$a nakoncega je u
svaki dodato 100 pL testirane supstance (1 mg/10DMSO). Kao pozitivha kontrola
je kori&en nistatin (30 ug/100 pL DMSO) dok je 100 pL DMSIOzilo kao negativna
kontrola. Petrijeve Solje su inkubirane 48 h na 2 Antifungalna aktivnost je

odraiena merenjem péaika zone inhibicije i izrazena je u milimetrima.
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5. Zaklju¢ak

Polazéi od progesterona i-8ksca,p-nezastenih androstenskih steroida u okviru ove
disertacije sintetisano je i potpuno okarakterisgeoleset novih derivata steroidnih
hidrazona, od kojih jedanaest tiosemikarbazonaanaest tijadiazolina, dvanaest
tiazolidin-4-ona, jedanaest semikarbazona i pdv&aatnih estara dobijenih iz 3-maeno

semikarbazona.

Prvi put je urdena detaljna analiza stereohemije steroidnih hafrazi polozajima €

I C-17 androstenskih, odnosno-3Ci C-20 progesteronskin derivata. Struktura i
stereohemija potdene su rezultatima rendgenske strukturne analizgaggazolin7a i
tiazolidin-4-on9b-E. Tijadiazolin 7a je prvo okarakterisano steroidno jedinjenje koje
sadrzi Sestflani ugljentni prsten kondenzovan sa spiro-tijadiazolinskimtgrem.
Tiazolidin-4-on 9b-E je prvi steroidni derivat sa poznatom konfiguracijalvostruke
veze u polozaju G hidrazonetiazolidin-4-onskog fragmenta.

Prema testiranim maligniréelijskim linijama sintetisani derivati steroidnihdnazona

ispoljili su selektivnu citotokgnu aktivnost zavisnu od koncentracije.

Sedamnaest od 34 sintetisana tio-jedinjenja idpadji veoma jak citotokdi efekat
prema K562Zelijama sa 1G = 6,6—14,9uM, cetrnaest prema Helé&elijama sa 1Gy =
7,6-18,9uM, pet jedinjenja prema MDA-MB-453elijama sa IG = 6,8-18,0uM.
Prema MDA-MB-361¢elijama devet jedinjenja je ispoljilo aktivnost fuoili vrlo sli¢nu
aktivnosti cisplatina (165= 8,7—20,6uM) dok je prema A548elijama karcinoma pla
cak sedam jedinjenja pokazalo aktivnost bolju odlatsna, ali je njihovo dejstvo

prema normalningelijama MRC-5 bilo jos jee.

Nasuprot tome, ova jedinjenja pokazala su vrlo stdkisicni efekat na nestimulisane i
fitohemaglutininom stimulisane PBMC. Pri tome jeekoijent selektivnosti z&562 i
HeLacelije za osam jedinjenja od kojih gatiri mono-tiosemikarbazorda, 2b, 2ci 2f,

dva tijadiazolini8ai 8ei dva tiazolidinoniQai 10abio daleko véi od 2,5.

MorfoloSkom analizom HeL&elija tretiranih ovim jedinjenjima utdeno je njihovo

pro-apoptotsko dejstvo Sto je pateno rezultatima protme citometrije.
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Odretivanjem ciljnih kaspaza ustanovljeno je da do apoptdolazi posredstvom
kaspaze-3, -8 i -9 i to kako spoljasnjim tako i wasnjim putem aktivacije apoptoze.

Svi ispitivani derivati pokazali su i sposobnostidhibiraju angiogenezu od EA.hy926

¢elijain vitro.

Tiazolidin-4-oni9a i 10a nisu prouzrokovali zri@jne promene u nivoima ekspresije
genaMMP2, MMP9i VEGFAU tretiranim HelL&aelijama.

Niske antimikrobne aktivnosti derivata steroidnifdrbzona ukazuju na selektivhu

bioloSku aktivnostiji je akcenat na antikancerskoj aktivnosti.

Zamena tioks@rupe derivata steroidnih hidrazona karbonilnompgm dovodi do
zna&ajnog smanjenja citotoksie aktivnosti. Strukturni fragmenti koji pozitivngic¢u
na antikancersku aktivnost novih derivata syB-nezasien tiosemikarbazonska
strukturna jedinica u polozaju-8& spiro heterocikéini supstituent u polozaju -C7
bis(tijadiazolina) i heterocikdni 4-tiazolidinonski prsten uveden u polozaj3C a
narcito u polozaj G17 ili C-20.

Zahvaljujii njihovom jakom antiproliferativnom i proapoptotsk efektu prema
malignim ¢elijskim linijjama, kao i visokoj selektivnosti utotoksénom dejstvu prema
malignim u odnosu na normalielije, rezultati sprovedeniim vitro istrazivanja mogu
da ukazu na zrajan antikancerski potencijal steroidnih tiosemfegona2a, 2b, 2c i

2f, tijadiazolina8a i 8e i tiazolidin-4-ona9a i 10a Sto ova jedinjenja ubraja u

potencijalne kandidate za vivoispitivanja.
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H3zjasa o ayTopcTBY

WNwme n npesume ayropa Mapwujana Kuskosuh
bpoj unnexca JIX13/2011
H3jaBmbyjem

Jia je JIOKTOpCcKa AucepTalija moJ| HaclIOBOM

«Cunresa, KaDaKTGDHSaL[Hia 1 OMOJIOITKA aKTHBHOCT AepUBaTa CTEPOMIHMX

Xuapasoday

e pPE3yJTaT COINCTBEHOT UCTPAXUBAYKOT paaa,

e Ja micepTaqua Y OCJIMHK HHU Y JCJIOBUMA HHje ouna MMpEAIIOIKEHA 3a CTULAmLE
Apyre JuiiiomMe Ipema CTy,I[I/IjCKHM ImporpaMmuMa Jpyrux BHCOKOLIKOJICKHX

YCTaHOBA,
e Jla Cy pe3yaTaTd KOPEKTHO HABEJAECHU U

e Jla HECAM KpIIHO/Jia ayTOpCKa MpaBa M KOPUCTHO/JIa MHTENEKTYaJHY CBOjUHY

JIPYTHUX JIUIIA.

ITornuc ayropa

Vb any, . 1/ f A
P, MAH b be?,




MsjaBa 0 HCTOBETHOCTH MITAMIIAHE H eJIEKTPOHCKE Bep3uje JOKTOPCKOr paja

Vime u ipe3ume ayTopa Mapujana XXukosuh

bpoj unnexca J1X13/2011

Cryamjcku mporpam JIOKTOP XEMHU]CKUX HayKa

Hacrnos pana ..CrHTe3a, KapakTepu3alja i OMoJIONIKa aKTHBHOCT

JepuBarta CTEPOUAHUX Xuapaszona

MenTopu Jp Jdyman Crajguh, peroBan npodecop XeMujckor

daxynrera Yaupepsurera y beorpaay, u ap Haranuja Kpctuh, HaydHu caBeTHUK

Ilentpa 3a xemujy UXTM-a Yuusepsurera v beorpaay

MsjaBibyjem za je mraMiiaHa Bep3ija MOI JOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA €JIEKTPOHCKO]

BEpP3MjU KOjy caM mpejao/lia paad MOXpamema y JIuraranHomM penosuTopujymy

Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3soJbaBam Jia ce objaBe MOjH JIMUHHU TI0/IAlld Be3aHH 3a J00njambe akageMCcKOr Ha3HBa

JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UM€ U IIPE3UME, roJlHHa U MECTO pobelﬁa Hu 1aTymMm 0ﬂ6paHe

pana.

OBH JHMYHM TIOJALU Mory ce O6j8.BI/ITI/I Ha MpPEXHHAM CTpaHhuOaMa OUTUTAIHE

OubIMoTEKE, y €JNEKTPOHCKOM Kartajlory W y MyOnmkaijama YHHBEp3HTETa Y

beorpany.

Hotmme ayTopa

Y beorpany,
< Z/f/)‘f/(,(/éAijjtf [/L/




M3jaBa o xopunmhemy

Osnamhyjem Yuusepsurercky oubimorexy ,,Cerosap Mapkosuh® na y Jlurarannu
perozuTopujyM Yhusepsutera y Beorpagy yHece Mojy JOKTOPCKY JHCEPTaLjy MO
HaCJIOBOM:

,,CI’IHT@Sa, I(aDaI(T€DH3aHIlia 1 OHOJIONIKA aKTHBHOCT JIEpUBATA CTEPOUIHHUX XI/I,[[DaSOHa“

Koja je Moje ayTOpPCKO JAENO.

Jlucepranujy ca CBUM NMPUIIO3MMa TIPefao/iia caM y eIeKTPOHCKOM (hpopMaTy HOrofXHOM
3a TpajHO apXUBHPALE.

Mojy JIOKTOpCKY —JMCEPTalyjy HOXpameHy Yy JIUTUTAIHOM — PEmo3UTOPUjyMy
Vuusepsutera y beorpaly U JOCTYIIHY Y OTBOPEHOM MPUCTYILY MOTY Jia KOPHUCTC CBH
KOjH TIOMITYjy oapende caupikane y oxabpaHoM THITy Jmieniie Kpearnshe 3ajepHune
(Creative Commons) 3a KOjy caM ce 0JUTy4Ho/Ja.

1. Ayropctso (CC BY)

2. Ayropero — Hekomeprujanto (CC BY-NC)

3. AyTtopcTBo — HekoMepijaaHo — 6e3 mpepazna (CC BY-NC-ND)

4. AyTopeTBO — HEKOMepIHjaano — aeauTn nog ucrum yeaosnma (CC BY-NC-SA)

5. Ayroperso — 0e3 mpepaga (CC BY-ND)

6. AyropcrBo — geira o uerum yceinosuma (CC BY-SA)
(MomuMOo J1a 320KPYIKHTE CaMo jeJIHy OJf IecT NOHyheHuX JIUICHIIH.

KpaTax onmuc JIMIEHITH j¢ CACTaBHH JIEO0 OBE U3)aBe).

IHoTnuce ayropa

VY beorpany,

(,/Mw ﬂ/vgé qt




1. AytroperBo. J[03BoJbaBaTe yMHOKABAKE, JUCTPUOYIIH]Y U JaBHO CAOIMINTABALE JIeia,
1 TIpepajie, ako ce HaBejJe WMe ayTopa Ha HauuH ojpelieH oj cTpaHe ayTopa WIIH
JlaBaolla JIMIEHIle, Yak ¥ y KoMmepuujanHe cpxe. OBo je Hajcio0O0JHMja O] CBHX
JTMLIEHIH.

2. AyTopcTBo — HexkoMepuHjaJHo. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKABAE, TUCTPUOYIIM]Y U jJaBHO
caoniiTaBame jiefia, U Ipepaje, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH o
CTpaHe ayTopa WJIHM JaBaolla juieHne. OBa JHIEHLIa HE J[03BOJbaBa KOMEPIHjalHY
ynoTpedy nena.

3. AyTopcTBO — HeKoMepuHjajiHO — 0e3 mpepama. Jlo3BosbaBaTe YMHOXaBambe,
JUCTpUOYLIM]y W jaBHO caomINTaBame jeia, 0e3 TpoMeHa, MpeoONuKoBama HIH
yrnotpede aena y cBOM Jiely, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH ojpeljeH o cTpaHe
aytopa unu jgaBaotia juieniie. OBa JHIEHIIA HE JI03BOJbAaBAa KOMEPIHjalHy ymoTpedy
nena. Y oJiHOCY Ha CBE OCTalle JIMIEHIle, OBOM JIMIIEHIIOM CE orpanndasa Hajsehn oOnm
npaa Kopuiihema jiea.

4. AyTopcTBO — HEKOMEPIMjAJIHO — JAeJHTH MO HCTHM yclioBuMa. Jlo3BosbaBaTe
YMHOYXaBabe, TUCTPUOYIH]Y W jaBHO caolllTaBame Jelia, U Ipepajie, ako ce HaBele
nMe ayTopa Ha HauuH ojipeheH o cTpaHe ayTopa WJIM JaBaolla JIMIEHIE U aKo ce
npepaja auctpuOyupa MOJI WCTOM WM CIUYHOM JidileHI[oM. OBa JHIEHLA He
JI03BOJbaBa KOMEPIIMjaJIHy YIIOTpeOy Jiena u mpepaja.

5. AyrtopcrBo — 0e3 mpepaga. Jlo3BosbaBaTe YMHOXKaBame, JUCTPHOYITH]Y H jaBHO
caolllITaBame Jiena, 0e3 npoMeHa, mpeoOIMKoBaka WK yrnotpede zena y cBoM Jieny,
aKo ce HaBeJIe UMe ayTopa Ha HauuH ofijpel)eH oJ1 CTpaHe ayTopa Wi AaBaolia JIUIEHIIE.
OBa JIIeH1Ia 103B0JbaBa KOMEPIIHjaTHY YIOTpeOy jena.

6. AyTopcTBO — eJINTH TOJ HCTHM YycjoBuma. Jlo3BoibaBaTe yMHOMKaBambe,
TUCTPHOYIIM]y U JaBHO CaoTIITaBamke Jieia, U Tpepajie, ako ce HaBejle UMe ayTopa Ha
HaunH ozpeljeH o]l cTpaHe ayTopa WIHM JlaBaolla JIMIEHIIC W ako ce Tpepajaa
qcTpuOydpa IO HMCTOM MM CIHYHOM JiMieHnoM. OBa JIMIEHIa J[03BOJbaBa
KoMepLujanHy ymotpedy nenma u mpepana. Cindna je cO()TBEpPCKHM JHIEHIIAMA,

OMHOCHO JIHIICHIIaMa OTBOPEHOT KOJia.



