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Dizajn i sinteza derivata sklareola koji pokazuju antitumorsku aktivnost protiv rezistentnih
celijskih linija glioblastoma i nesitnocelijskog karcinoma pluca

SAZETAK

-----

Njena efikasnost je Cesto ogranicena usled razvoja visestruke rezistencije na lekove, a P-glikoprotein
identifikovan je kao potencijalna meta za prevazilazenje rezistencije. Stoga je razvoj novih jedinjenja
sposobnih da ispolje citotoksi¢no dejstvo i na rezistentne tumorske ¢éelije od velikog znacaja.

Cilj ove doktorske disertacije bio je dizajn 1 sinteza novih derivata labdanskog diterpena
sklareola sa poboljSanim antitumorskim svojstvima, ispitivanim u modelima senzitivnih i rezistentnih
¢elijskih linija glioblastoma (U87 1 U87-TxR) i nesitnocelijskog karcinoma plu¢a (NCI/H460 1
NCI/H460R). Hemijske modifikacije izvodene su uz ocuvanje tercijarne alilne hidroksilne grupe,
klju¢ne za bioloSku aktivnost. Sintetisani hibridi sklareola sa [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinskom
farmakoforom pokazali su snazno citotoksi¢no dejstvo na ¢elijama U87 i U87-TxR, pri ¢emu je kod
pojedinih jedinjenja uoc¢ena kolateralna senzitivnost. Pokazano je da jedinjenja ubrzavaju progresiju
¢elijskog ciklusa i povecavaju koncentraciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, ¢ime dovode do smanjene
vijabilnosti rezistentnih ¢elija. Derivati sklareola sa aminoadamantanskim motivom pokazali su
izuzetnu citotoksi¢nost na ¢elijama NCI/H460 i NCI/H460R, indukujuéi apoptozu i nekrozu.
Nekoliko derivata se odlikuje potencijalom za prevazilazenje rezistencije na doksorubicin kod
rezistentne cCelijske linije. Sklareol i1 derivati sa adamantanom spontano formiraju cestice
nanometarskog reda veli¢ine, Sto otvara mogucénost njihove primene u nanoformulacijama lekova. U
zavrsnom delu prikazana je 1 sinteza derivata sklareola sa karbamidnim strukturnim motivom.

Klju¢ne reci: tumor, prirodni proizvodi, sklareol, hibridni molekuli, [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin,
adamantan, urea, viSestruka rezistencija na lekove, glioblastom, nesitnocelijski karcinom pluca

Nauc¢na oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Organska hemija






Design and synthesis of sclareol derivatives exhibiting antitumor activity against resistant
glioblastoma and non-small cell lung cancer cell lines

ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of mortality worldwide, and chemotherapy remains the
most common treatment modality. Its effectiveness is often limited by the development of multidrug
resistance, with P-glycoprotein identified as a potential target for overcoming this resistance.
Therefore, the development of new compounds capable of exerting cytotoxic effects also on resistant
tumor cells is of great importance.

The aim of this doctoral dissertation was the design and synthesis of new derivatives of the
labdane diterpene sclareol with improved antitumor properties, evaluated in models of sensitive and
resistant glioblastoma cell lines (U87 and U87-TxR) and non-small cell lung cancer cell lines
(NCI/H460 and NCI/H460R). Chemical modifications were performed while preserving the tertiary
allylic hydroxyl group, which is crucial for biological activity. Synthesized sclareol containing
[1,2,4]triazolo[1,5-a]pyrimidine core exhibited strong cytotoxic activity against U87 and U87-TxR
cells, with collateral sensitivity observed for certain compounds. The compounds were shown to
accelerate cell cycle progression and increase intracellular levels of reactive oxygen species, leading
to reduced viability of resistant cells. Sclareol derivatives containing an aminoadamantane motif
displayed pronounced cytotoxicity toward NCI/H460 and NCI/H460R cells, inducing apoptosis and
necrosis. Several derivatives demonstrated potential to overcome doxorubicin resistance in the
resistant cell line. Furthermore, sclareol and adamantane-containing derivatives spontaneously form
nanoparticles, enabling their potential application in nanoparticle-based drug formulations. The final
part of the study presents the synthesis of sclareol derivatives bearing a carbamate structural motif.

Keywords: cancer, natural products, sclareol, hybrid molecules, [1,2,4]triazolo[1,5-a]pyrimidine,
adamantane, urea, multidrug resistance, glioblastoma, non-small cell lung carcinoma

Scientific field: Chemistry
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Lista skracenica

ABC engl. ATP-binding cassette

ABCBI1 engl. ATP-binding cassette subfamily B member 1 (MDRI)
ABCC1 engl. ATP-binding cassette subfamily C member 1 (MRPI)
Ad adamantil-

ADMET engl. absorption, distribution, metabolism, excretion and toxicity
ALK engl. anaplastic lymphoma kinase

ARE engl. antioxidant response element

ATR engl. ataxia telangiectasia and Rad3—related

BAD engl. Bcl-2-associated death promoter

BAG engl. Bcl-2-associated athanogene

BAK engl. Bcl-2 homologous antagonist/killer

BAX engl. Bcl-2 associated X protein

BCL-10 engl. B-cell CLL/lymphoma 10

BCL-2 engl. B-cell lymphoma 2

BCL-W engl. Bel-2-like 2 protein

BCL-X engl. Bcl-2-like protein X

BCL-XL engl. Bel-2-like 1 isoform XL
BCL-XS engl. Bcl-2-like 1 isoform XS

BCRP engl. breast cancer resistance protein

BH3 engl. Bcl-2 homology domain 3

BID engl. BH3 Interacting—Domain Death Agonist

BIM engl. Bcl-2-interacting mediator of cell death

BLK engl. B lymphocyte kinase

Boc terc-butiloksikarbonil

br s prosireni singlet

BRAF engl. B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase
Bu butil-

CAD engl. caspase-activated DNase

CD95 engl. Fas receptor

CDK engl. cyclin-dependent kinase

CNS centralni nervni sistem

CYP3A4 engl. citohrom P450 344

d dublet

dATP deoksiadenozin-trifosfat

DAMP engl. damage-associated molecular patterns

dd dublet dubleta

ddt dublet dubleta tripleta

DIABLO engl. direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pl
DIPEA N,N-diizopropiletilamin

DMAP N,N-dimetilaminopiridin

DMF N,N-dimetilformamid

DMSO dimetil-sulfoksid

DNK deoksiribonukleinska kiselina

DR3 engl. death receptor 3

E2F1 engl. E2F transcription factor 1

EDTA etilendiamintetrasiréetna kiselina

EGFR engl. epidermal growth factor receptor

ERCC 1 engl. excision repair cross—complementation group 1

ESI engl. electrospray ionization



EtOAc
EtOH
FAK
FAR
FBS
FLT3
FRR
FSC-A
FSC-H
FSC-W
H2A.X
HetAr
HESI
HIF-1a
HIV
HPV
HMBC
HPLC
HRMS
HSQC
IAP

IC

ICso

IDH
IS

JNK
KEAP1
KRAS
M

m

m/z
mCPBA
MDR
Me
MEK
MEM
MET
MFI
MeOH
MPT
NAD(P)H
NF-kB
NMR
NOESY
NOXA
Nrf2
NTRK

P-gp

etil-acetat

etanol

engl. focal adhesion kinase
odnos aktivnosti i fluorescencije
fetalni govedi serum

engl. fms-like tyrosine kinase 3
faktor relativne rezistencije
engl. forward scatter area

engl. forward scatter height
engl. forward scatter width

histon H2A varijanta

heterocikli¢ni aromaticni prsten

engl. heated electrospray ionization
engl. hypoxia-inducible factor 1-alpha
engl. human immunodeficiency virus

humani papiloma virus

engl. heteronuclear multiple bond correlation

engl. high performance liquid chromatography

engl. high resolution mass spectrometry

engl. heteronuclear single quantum coherence

engl. inhibitor apoptotic proteins

infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom
koncentracija jedinjenja koja dovodi do inhibicije ispitivane bioloske funkcije
50% u poredenju sa kontrolnim uzorkom

izocitrat dehidrogenaza

indeks senzitivnosti

konstanta spin-spin kuplovanja

c-Jun N-terminalna kinaza

engl. kelch-like ECH—-associated protein 1

engl. Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
molarnost (mol/dm?)

multiplet

odnos mase 1 naelektrisanja

m-hlorperoksibenzoeva kiselina

viSestruka rezistencija na lekove (engl. multidrug resistance)
metil-

engl. MAPK/ERK kinase

minimalni esencijalni medijum

engl. MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase
srednji intenzitet fluorescencije

metanol

engl. mitochondrial permeability transition
nikotinamid-adenin-dinukleotid- (fosfat), redukovan

engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
nuklearno—magnetna rezonantna spektroskopija

engl. nuclear Overhauser effect spectroscopy

engl. phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1
engl. nuclear factor erythroid 2-related Factor 2

engl. neurotrophic tyrosine receptor kinase

P-glikoprotein



PARP
PBS

PCC
PDGFR
PDI

Ph
PhMe
PI3K

ppm
PUMA

quint
RAF
RAS
RNK
RNS
ROS
ROS1
RP
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s. t.
SAR

SI
SMAC
SOD
STAT3
SERPINE1
t

T.T.
TFA
TNF
TERT
TLC
TNFR1
TP
TP53

tr
TRAIL-R1
TRAIL-R2
p-TsOH
tt

TQD
UPLC
Uv
VEGF
WHO
VA4
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v

pW

engl. poly(ADP-ribose) polymerase
natrijum-fosfatni pufer
piridinijum-hlorhromat

engl. platelet-derived growth factor receptor
indeks polidisperzije

fenil-

toluen

fosfatidilinozitol 3-kinaza

delova na milion

p53 upregulated modulator of apoptosis
kvartet

kvintet

engl. rapidly accelerated fibrosarcoma
engl. rat sarcoma

ribonukleinska kiselina

reaktivne azotne vrste

reaktivne kiseoni¢ne vrste

engl. ROS proto-oncogene 1, receptor tyrosine kinase
reverzno-fazna

singlet

sobna temperatura

veza izmedu strukture i1 aktivnosti (engl. structure-activity relationship)

indeks selektivnosti

engl. second mitochondrial-derived activator of caspases
superoksid dismutaza

engl. signal transducer and activator of transcription 3
engl. serpin family E member 1

triplet

temperatura topljenja

trifluorsircetna kiselina

engl. tumor necrosis factor

engl. telomerase reverse transcriptase

tankoslojna hromatografija

engl. tumor necrosis factor receptor 1
[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin

engl. tumor protein 53

retenciono vreme

engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1
engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 2
p-toluensulfonska kiselina

triplet tripleta

engl. triple quadrupole

engl. ultra-performance liquid chromatography
ultraljubicasto zracenje

engl. vascular endothelial growth factor

engl. World Health Organization, Svetska zdravstvena organizacija
zeta potencijal

hemijsko pomeranje u NMR-u (u ppm)

talasni broj u IR spektroskopiji (u cm™)
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1. UVOD

Prirodni proizvodi predstavljaju raznovrsnu grupu jedinjenja koja se stvaraju u organizmima
tokom njihovog zivotnog ciklusa. Oni se dele na primarne metabolite, esencijalne za funkcionisanje
organizma, i sekundarne metabolite, ¢ija je uloga povecavanje sposobnosti prezivljavanja organizma
delovanjem na okruZenje. U primarne metabolite spadaju ugljeni hidrati, proteini, nukleinske kiseline
i masti. U sekundarne metabolite spadaju alkaloidi, terpeni i poliketidi. Sekundarni metaboliti su od
posebnog znacaja jer se odlikuju raznovrsnim strukturnim motivima, brojnim funkcionalnim
grupama i1 pokazuju Sirok spektar bioloskih aktivnosti. Hemijskim modifikacijama sekundarnih
metabolita moguce je dobiti jedinjenja sa poboljSanom aktivnos$c¢u i selektivnoS¢éu. Buduéi da rak
predstavlja jedan od vodecih uzroka smrti u svetu, od posebnog je znacaja pronalazak lekova koji
mogu efikasno usporiti napredovanje bolesti ili ¢ak dovesti do izleCenja.

Cilj ove doktorske disertacije bio je dizajn i sinteza novih derivata sklareola, prirodnog
proizvoda izolovanog iz muskatne Zzalfije (Salvia sclarea), sa potencijalnom antitumorskom
aktivnoS¢u prema osetljivim 1 rezistentnim celijskim linijama glioblastoma i nesitnocelijskog
karcinoma pluca. Rezistentne celijske linije koriS¢ene u istrazivanju odlikuju se prekomernom
ekspresijom P-glikoproteina, transportnog proteina koji povecava efluks ksenobiotika i doprinosi
razvoju viSestruke rezistencije na lekove. Pored uticaja na vijabilnost tumorskih ¢elija, pod dejstvom
sintetisanih derivata, ispitan je i njihov uticaj na prolazak ¢elije kroz faze celijskog ciklusa, efekat na
indukciju Celijske smrti, promenu nivoa reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, uticaj na aktivnost P-
glikoproteina, kao i potencijal za reverziju rezistencije na citostatike. Ispitana su i svojstva sklareola
i njegovih derivata da spontano stvaraju nanocestice bez koriS¢enja fizickih sila i hemijskih tretmana.

Ova doktorska disertacija se sastoji iz Cetiri dela:

U Opstem delu dat je pregled literature koja opisuje vazne Celijske procese uklju¢ene u nastanak i
razvoj tumora, viSestruku rezistenciju na lekove, kao i pregled hemoterapeutika u klinickoj primeni.
U drugom delu Opsteg dela dat je prikaz prirodnih proizvoda i njihovih semisintetskih analoga koji
se koriste u terapiji raka. Poseban akcenat je stavljen na dosadaSnja istrazivanja antitumorske
aktivnosti sklareola i njegovih analoga.

U Nasim radovima prikazani su rezultati istrazivanja postignuti tokom izrade ove doktorske
disertacije. Opisani su postupci derivatizacije sklareola i na¢ini za dobijanje diaminskih derivata,
hibrida sa [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinskom  farmakoforom, kao 1 jedinjenja sa
aminoadamantanskim strukturnim motivom. Za svaku grupu jedinjenja ispitana je antitumorska
aktivnost prema osetljivim 1 rezistentnim celijskim linijama glioblastoma ili nesitnocelijskog
karcinoma pluca. Ispitana je interakcija najaktivnijih jedinjenja sa P-glikoproteinom, kao i njihov
potencijal da indukuju ¢elijsku smrt. Odabranim jedinjenjima sa adamantanskim motivom ispitana su
nanocesti¢na svojstva, kao i potencijal za prevazilazenje rezistencije na doksorubicin. Prikazana je i
sinteza derivata sklareola sa karbamidnom funkcionalnom grupom.

U Eksperimentalnom delu prikazani su eksperimentalni postupci sinteze jedinjenja, kao 1 podaci o
njihovoj karakterizaciji (temperature topljenja, IC, NMR, opticka aktivnost, HRMS). U nastavku je
opisano odredivanje Cistoce jedinjenja (HPLC metodama) kojima je ispitivana bioloska aktivnost. Na
kraju je opisano ispitivanje bioloske aktivnosti. Sinteza, karakterizacija i odredivanje cistoce
jedinjenja su uradeni u laboratorijama Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, a ispitivanje
bioloskih aktivnosti u laboratorijama Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢* — Instituta
od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju Univerziteta u Beogradu.

U Zaklju€ku je dat skraceni pregled svih rezultata do kojih se doslo prilikom izrade ove disertacije.



2. OPSTI DEO

Rak predstavlja grupu oboljenja koja se odlikuju nekontrolisanim i prekomernim rastom i
umnozavanjem ¢elija.! Ovo oboljenje nastaje iz somatskih éelija kao posledica promena u genetskom
materijalu koje se javljaju usled gresaka tokom ¢elijske deobe, dejstva spoljasnjih faktora ili naslednih
mutacija. Od mutacija najceS¢e su prisutne mutacije onkogena, tumor-supresorskih gena i gena
zaduzenih za popravku DNK, kao i epigenetske promene koje uticu na ekspresiju gena bez promene
DNK sekvence.? Zahvaljujuéi mutacijama, tumorske ¢elije ne podlezu kontrolnim mehanizmima
proliferacije ¢elija. U procesu koji se zove metastaza, maligne ¢elije mogu da se odvoje od primarnog
tumora 1 migriraju u druge delove tela, gde nastavljaju sa nekontrolisanim rastom. Brojni spoljasnji
faktori, poput izlaganja duvanskom dimu, UV zracenju, industrijskim hemikalijama i humanom
papiloma virusu (HPV), mogu znacajno povecati rizik za razvoj raka.> Maligni tumori narusavaju
normalne fizioloske funkcije organizma, usled agresivnog rasta, potroSnje fizioloskih resursa i
stvaranja metabolita koji remete homeostazu organizma.

Jedan od glavnih uslova za uspesno lecenje predstavlja rana dijagnostika. Medutim, nije uvek
moguce otkriti tumor na vreme, a tome doprinosi kasno ispoljavanje simptoma bolesti. Razvijeno je
nekoliko glavnih pristupa leCenju raka:

Hirursko lecenje — uklanjanje tumora i okolnog tkiva hirurSkim putem;
Radioterapija — koris¢enje radio—talasa visoke energije za unistavanje proliferativnih ¢elija;
Hemoterapija — primena lekova sa citostatickim ili citotoksi¢nim dejstvom;

Ciljana terapija — koriS¢enje lekova koji mogu da specifi¢no blokiraju odredene metabolicke
puteve klju¢ne za rast i preZivljavanje tumorskih celija;

Imunoterapija — pomaganje imunom sistemu da prepozna 1 eliminiSe tumorske cCelije;

Hormonska terapija — blokiranje hormona 1 receptora za prepoznavanje hormona kod
tumorskih ¢elija €iji rast zavisi od hormona (rak dojke, prostate, materice);

Nanoterapija — koriS¢enje nanocestica za efikasniju isporuku terapeutika.

Tumorske ¢elije podlezu razlicitim procesima koji dovode do genetskih i epigenetskih razlika
unutar same tumorske mase.* Posledica intratumorske heterogenosti je da razli¢iti delovi istog tumora
mogu drugacije reagovati na tretmane, Sto dalje moze dovesti do pojave rezistencije na primenjenu
terapiju. Dodatni problem predstavlja Cinjenica da hemoterapija i radioterapija oSte¢uju i zdrave
¢elije, dok nepotpuno uklanjanje tumora moze dovesti do recidiva i metastaze nakon zavrSetka
terapije.

Uprkos moguénosti koriS¢enja razlicitih pristupa u lecenju, rak i dalje ostaje jedan od vodecih
uzroka smrtnosti. Uzimajuéi ovo u obzir, poseban znacaj za efikasnije lecenje ima dublje razumevanje
mehanizama nastanka i progresije bolesti, unapredenje dijagnostickih metoda, ali i1 identifikacija 1
sinteza novih terapijskih agenasa.
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2.1. Celijski ciklus

Celijski ciklus predstavlja uredeni i kontrolisani sled dogadaja kroz koje éelija prolazi
pripremajuéi se za deobu i tokom same deobe na dve éelije.’> U najSirem smislu, éelijski ciklus se
sastoji od interfaze 1 M-faze (mitoza kod somatskih ¢elija). Tokom interfaze Celija raste, sintetiSe
DNK, RNK i proteine, dok se u M-fazi genetski materijal ravnomerno rasporeduje u dve ¢erke éelije.
Interfaza se moze podeliti na tri uzastopne faze. Prva je prereplikativna G1 faza (engl. gap phase) u
kojoj ¢elija intenzivno sintetiSe proteine i priprema se za replikaciju DNK. U ovoj fazi donosi se
kljucna odluka da li ¢e ¢elija uéi u ciklus ili ¢e u¢i u neproliferativnu fazu GO, u kojoj se nalazi ve¢ina
¢elija u telu odraslog Coveka. Sledi faza sinteze (S-faza) tokom koje dolazi do replikacije DNK. U
poslednjoj, postsintetickoj G2 fazi, ¢elija se priprema za deobu. Nakon interfaze, ¢elija ulazi u M-
fazu, koja se u idealnom slucaju zavrSava nastankom dve nove, genetski identi¢ne ¢elije. Tokom
¢elijskog ciklusa postoje tri glavne kontrolne tacke, locirane u G1, G2 1 M fazi, koje omogucavaju
detekciju 1 korekciju potencijalnih greSaka u genetskom materijalu. Ove kontrolne tacke imaju
klju¢nu ulogu u o€uvanju genomske stabilnosti, jer mogu usporiti ili potpuno zaustaviti progresiju
éelijskog ciklusa, ¢ime se spre¢ava dalje umnozavanje osteéenih éelija.®

Mitoza Interfaza
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Slika 1. Prikaz ¢elijskog ciklusa somatske ¢elije (napravljeno pomocu platforme BioRender.com).

Najcesce mutacije koje se javljaju kod raka obuhvataju mutacije gena tumor-supresorskog
proteina p53, kao 1 promene koje dovode do pojacane transkripcije gena ukljuCenih u prelazak iz G1
u S fazu.”® Takode, pokazano je da je c-Myc protein kontinuirano eksprimiran u tumorskim ¢elijama
i da predstavlja kljuéni onkogen u procesu tumorigeneze.” Kod éelija tumora je izrazen replikativni
stres usled ubrzanog ulaska ¢elija u S fazu.'!° Ovaj fenomen nastaje kao posledica gresaka u sintezi
DNK, prekomerne ekspresije onkogena, kao i1 metabolickih i oksidativnih poremecaja u celiji.
Mehanizmi kontrole replikativnog stresa dovode do usporavanja sinteze DNK i stabilizacije
replikacionih viljuski, ¢ime se omoguéava popravka DNK.!! Medutim, prolongirano trajanje
replikacije moze rezultovati kidanjem dvolan¢ane DNK i kolapsom replikacionih viljuski. Smatra se
da je replikativni stres izvor genomske i hromozomske nestabilnosti i da moze predstavljati uzrok
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tumorske heterogenosti.'?> Na prelazu iz metafaze u anafazu aktivan je sistem kontrole zaduzen za
pravilno sastavljanje deobnog vretena i ravnomernu podelu hromozoma (engl. spindle assembly
checkpoint).!> Poreme¢aji u ovom kontrolnom sistemu predstavljaju jedan od uzroka aneuploidije,
odnosno prisustva nepravilnog broja hromozoma u ¢eliji, Sto moze biti posledica poremecene
ekspresije gena uklju¢enih u regulaciju deobnog vretena.'* Zbog kontinualne proliferacije, ¢elije raka
su posebno zavisne od mehanizama kontrole ¢elijskog ciklusa, Sto predstavlja osnovu za razvoj
terapijskih strategija usmerenih na modulaciju ovih procesa.

2.2. Celijska smrt

Celijska smrt predstavlja proces u kojem éelija trajno gubi sposobnost obavljanja svojih
vitalnih funkcija.'> MoZe biti programirana, kada je tok ¢elijske smrti genski regulisan, kao u slu¢aju
apoptoze, ili nekontrolisana, kada se odvija u vidu nekroze.!® Programirana ¢elijska smrt ima klju¢nu
ulogu tokom razvoja i odrzavanja homeostaze organizma, jer omogucava eliminaciju ¢elija koje su
funkcionalno oStecene, neadekvatno diferencirane ili viSe ne mogu da obavljaju normalne fizioloske
funkcije.'®

Nekroza predstavlja oblik nekontrolisane ¢elijske smrti koji se odvija bez utroSka energije, pri
¢emu Celije prolaze kroz stadijum bubrenja nakon ¢ega dolazi do pucanja Celijske membrane i
izlivanja intracelularnog sadrzaja u okolinu.!” Uglavnom nastaje kao posledica delovanja spoljasnjih
faktora, poput ishemije, hipoksije, inflamacije, jonizujuéeg zraCenja, poviSene temperature i
izlozenosti toksiénim hemikalijama.'®

Nekroza se Cesto javlja u ¢vrstim tumorima, kada zbog Sirenja tumora celije u centralnim
delovima tumorske mase ostaju udaljene od krvnih sudova, a samim tim liSene adekvatnog
snabdevanja kiseonikom i hranljivim materijama, naro¢ito glukozom.! Pucanjem nekroti¢nih ¢éelija
dolazi do oslobadanja molekula povezanih sa oSteCenjem (engl. damage-associated molecular
patterns — DAMP) koji aktiviraju imunski odgovor i indukuju inflamatorne procese.!” Hroni¢na
inflamacija doprinosi genetskoj nestabilnosti 1 akumulaciji mutacija, podstice proliferaciju Celija 1
inhibira ¢elijsku smrt, ¢ime podsti¢e dalji rast tumora. Prisustvo nekroze u tumoru je povezano sa
losijom prognozom bolesti i smanjenim odgovorom na terapiju.?

Apoptoza je jedan od vidova programirane ¢elijske smrti ¢iji je mehanizam genski regulisan
i determinisan.?! Ovaj proces se odvija tokom razvoja i starenja organizma, predstavljajuéi jedan od
nad¢ina za ofuvanje homeostaze tkiva.'® Apoptoza je pra¢ena morfoloskim promenama: dolazi do
smanjenja veli¢ine celije (skupljanja) 1 piknoze (kondenzacije hromatina), nakon cega slede
karioreksija (fragmentacija hromatina) i formiranje apoptotskih tela. Apoptotska tela uklanjaju se
fagocitozom, ¢ime se spre¢ava izlivanje ¢elijskog sadrzaja u okolinu i pojava inflamatornih procesa.*?

Proces apoptoze se odvija uz utroSak energije i zavisi od cistein-asparti¢nih proteaza -
kaspaza. Kaspaze se mogu svrstati u dve kategorije: inicijatorske kaspaze (8 1 9) i efektorske kaspaze
(3, 6 1 7). Postoje dva opSta mehanizma inicijacije apoptoze - unutrasnji (mitohondrijski) put 1
spoljasnji (put posredovan receptorima smrti) (Slika 2).%

Unutra$nji mehanizam se pokrece kada je Celija izloZena hipoksiji, zracenju, reaktivnim
kiseoni¢nim vrstama, virusima ili toksi¢nim reagensima.?* Apoptoza moze biti inicirana i neuspehom
u inaktivaciji programa smrti u odsustvu signala za prezivljavanje kao Sto su citokini, hormoni 1
faktori rasta u okolini ¢elije. U normalnom stanju pro-apoptotski molekuli su inhibirani, dok
aktivirani oblici ovih proteina uti¢u na permeabilnost membrana mitohondrije otvaranjem MPT (engl.
mitochondrial permeability transition) pora i otpuStanjem proapoptotskih proteina kao $to su
citohrom C, Smac/DIABLO i HtrA2 u citosol.?’ Citohrom c se dalje vezuje za Apaf-1 (engl. apoptotic
protease activating factor) 1 dATP formirajuéi apoptosom. Apoptosom vezuje prokaspazu-9 i prevodi
je u aktivnu kaspazu-9 koja dalje aktivira efektornu kaspazu-3. Proteini Smac/DIABLO 1 HtrA2/Omi
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inhibiraju proteine familije IAP (engl. inhibitors of apoptosis - inhibitori apoptoze).?® Glavni
kontrolni mehanizam apoptotskih procesa ¢ine proteini iz Bcl-2 porodice. Ovi proteini reguliSu
permeabilnost membrane i mogu biti pro-apoptotski (BCL-10, BAX, BAK, BID, BAD, BIM, BLK,
PUMA, NOXA) i antiapoptotski (BCL-2, BCL-X, BCL-XL, BCL-XS, BCL-W, BAG).?” Apoptoza
¢e biti inicirana aktivacijom nekog od pro-apoptotskih proteina, a sprecena aktivacijom nekog od
antiapoptotskih proteina.
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Slika 2. Shematski prikaz puteva apoptoze (napravljeno pomocu platforme BioRender.com).

Spoljasnji mehanizam apoptoze zapocinje aktiviranjem receptora smrti iz familije TNF (engl.
tumor necrosis factor) eksprimiranih na povrsini ¢elijske membrane vezivanjem nekog od liganada
za receptore smrti (TNFR1, CD95, DR3, TRAIL-R1, TRAIL-R2).?® Vezivanjem odgovarajuéeg
liganda za receptor smrti dolazi do prevodenja prokaspaze-8 u aktivni oblik koji pokre¢e apoptozu
bilo direktnom aktivacijom efektornih kaspaza, bilo uz uces¢e proteina mitohondrija u inaktivaciji
IAP. Nakon iniciranja apoptoze, efektorske kaspaze aktiviraju endonukleazu CAD u citoplazmi koja
razgraduje DNK. Kaspaza 3 vrsi i fragmentaciju gelsolina, proteina koji povezuje aktinske filamente,
Sto kao posledicu ima razaranje citoskeleta 1 poremecaj intracelularnog transporta i onemogucavanje
deobe celije.

lako su tumorske celije konstantno izloZene faktorima stresa, one uspeSno izbegavaju
aktivaciju apoptotskih puteva pomocu brojnih mehanizama. Odredene mutacije kao S$to su
inaktivacija gena za BH3-proteine (npr. BIM, BID, BAD, PUMA, NOXA) ili kaspaze dovode do
rezistencije na pro-apoptotske stimuluse.?
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2.3. Reaktivne kiseoni¢ne vrste

Reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl. reactive oxygen species - ROS) predstavljaju skup
nestabilnih i reaktivnih vrsta koje nastaju tokom nepotpune redukcije kiseonika.>* ROS mogu biti
neradikalske vrste, kao $to su vodonik-peroksid (H>O»), organski hidroperoksidi (ROOH), ozon (O3),
singletni kiseonik ('O2), hipohlorasta i hipobromasta kiselina (HOCI, odnosno HOBr), kao i
elektronski ekscitovana karbonilna jedinjenja. U radikalske ROS se ubrajaju superoksidni anjon-
(O2"7), hidroksil- (OH'), peroksil- (ROO) i alkiloksi-radikali (RO’). ROS nastaju kao sporedni
proizvodi normalnih metabolickih puteva, prvenstveno tokom oksidativne fosforilacije u
mitohondrijama, ali i prilikom B-oksidacije masnih kiselina u peroksizomima i oksidacijom proteina
u endoplazmati¢nom retikulumu. Glavni izvor superoksidnog anjon-radikala su kompleksi I i III
elektron-transportnog lanca i NAD(P)H oksidaze.! Superoksid se dejstvom metaloenzima
superoksid dismutaza (engl. superoxide dismutase - SOD) prevodi u vodonik-peroksid i molekulski
kiseonik.>? U reakciji superoksida sa azot(II)-oksidom nastaje peroksinitrit (ONOO"), koji je jos jace
oksidaciono sredstvo. Daljim reakcijama peroksinitrita formiraju se reaktivne azotne vrste (RNS),
poput N203, ONOOCO; i NO,'. Fentonovom reakcijom u prisustvu Fe?" nastaju hidroksil-radikali
raspadom vodonik-peroksida. ROS mogu nastati i pod dejstvom eksternih stimulanasa - zagadenog
vazduha, radijacije, duvanskog dima, hrane, narkotika i lekova.

U ¢elijama ROS imaju i ulogu sekundarnih prenosnika signala.>* Vodonik-peroksid

omogucava reverzibilnu oksidaciju proteina, ¢ime menja njihove aktivnosti, lokalizacije i interakcije
sa drugim proteinima.** Ovaj molekul je ukljuéen u procese proliferacije, diferencijacije, migracije i
angiogeneze. Prevelika koncentracija ROS izaziva oksidativni stres, koji naruSava signalne puteve i
dovodi do nespecificne oksidacije biomolekula, kako reverzibilne, tako i ireverzibilne, Sto moze
dovesti do zaustavljanja celijskog ciklusa, senescencije i apoptoze.® U ¢éeliji se eksprimiraju
antioksidativni proteini, koji Stite ¢eliju od oksidativnog stresa, kao Sto su NAD(P)H-hinon
dehidrogenaza 1, hem oksigenaza 1, tioredoksin reduktaza, superoksid dismutaze (citosolna Cu/Zn-
SODI1 1 mitohondrijska Mn-SOD?2), glutation peroksidaza i katalaza. Ekspresija gena koji ucestvuju
u antioksidativnoj odbrani reguliSu Nrf2 (engl. nuclear erythroid 2-related factor) i KEAP1 (engl.
kelch-like associated protein 1) koji podsti¢e degradaciju Nrf2.3® U uslovima oksidativnog stresa
dolazi do inhibicije dejstva KEAP1 Sto omoguéava Nrf2 da se veze za ARE (engl. antioxidant
response element), specifican deo DNK, 1 time aktivira transkripciju antioksidativnih enzima.

Za tumorske Celije pokazano je da imaju poviSenu koncentraciju ROS u poredenju sa zdravim
éelijama.’” Usled intenzivne proliferacije, tumorske ¢elije imaju poveéanu potrebu za nutrijentima i
energijom, $to dovodi do ubrzanja metabolizma i poveéane proizvodnje ROS u mitohondrijama.
Faktori koji dodatno doprinose povecanom nastanku ROS su mutacije mitohondrijske DNK 1
hipoksi¢na mikrookolina tumora koja je ¢esta kod solidnih tumora. ROS u tumorskim ¢elijama mogu
imati dvostruku ulogu: citotoksi¢nu 1 onkogenu. Oni oStecuju DNK izazivaju¢i dvostruke prekide
DNK lanca kao i1 oksidaciju ili oksidativnu modifikaciju guanozina u 8-okso-7-hidroksi-2'-
deoksiguanozin, koji moze da se upari i sa citozinom 1 sa adeninom, Sto doprinosi mutagenim
promenama. Akumulacija ovih mutacija dovodi do genomske nestabilnosti i karcinogeneze. Kod
glioblastoma je pokazano da visoke koncentracije ROS ubrzavaju progresiju tumora pospesujuci
ekspresiju faktora HIF-1a (engl. hypoxia-inducible factor 1-alpha) ¢ime se povecava koncentracija
serinske proteaze SERPINE1.?® Kod leukemije ROS ubrzavaju glikolizu i stimuli$u proliferaciju
povecavajuéi ekspresiju klju¢nog regulatornog enzima 6-fosfofrukto-2-kinaze/fruktoza-2,6-
bifosfataze.’* Ispitivanja na éelijama mi$jeg melanoma (Nex10C) ukazala su da superoksid anjon
radikal uti¢e na Racl-PI3K signalni put, ¢ime se stimuliSe migracija i metastaziranje.** Prevelika
koncentracija ROS aktivira apoptozu unutrasnjeg puta aktivacijom proapoptotskih proteina BAK 1
BAX, kao i spoljasnjeg puta aktivacijom receptora smrti.*!
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2.4. Hemoterapeutici

Hemoterapija podrazumeva upotrebu lekova koji ciljaju tumorske ¢elije tokom procesa
njihove proliferacije. Ovi lekovi deluju tako §to inhibiraju mitozu ili oSte¢uju DNK, Sto kasnije
dovodi do éelijske smrti.**** Hemoterapeutici uticu i na zdrave éelije koje se brzo dele, kao §to su
¢elije kostane srzi, digestivnog trakta i folikula kose, te se kao sporedni efekti hemoterapije javljaju
pad imunog sistema usled oSte¢enja koStane srzi, anemija, oboljenja digestivnog trakta, opadanje
kose. Hemoterapeutici se prema mehanizmu dejstva mogu svrstati u nekoliko grupa:

Alkilujuéi agensi: izazivaju oSte¢enja DNK alkilovanjem azotnih baza (najceS¢e guanina) ili
kovalentnim vezivanjem za oba lanca DNK.** Na ovaj na¢in sprecavaju replikaciju i transkripciju,
izazivaju prekide u jednom ili oba lanca DNK, §to dovodi do apoptoze ¢elije. Najveci problem ove
klase lekova predstavlja njihova visoka toksi¢nost, kao posledica neselektivnog delovanja.
Hemoterapeutici mogu oStetiti ¢elije koStane srzi i dovesti do pojave leukemije. Alkilujuci agensi se
prema strukturi klasifikuju u nekoliko grupa:

1) Azotni iperiti (Slika 3) - mehloretanamin (1), melfalan (2), hlorambucil (3) i ciklofosfamid
(4). Mehanizam njihovog dejstva zasniva se na intramolekulskom formiranju aziridinijum-
jona koji moze reagovati sa nukleofilima u ¢eliji, kao Sto su boc¢ni ostaci aminokiselina 1
azotne baze, dajuéi proizvode otvaranja aziridinskog prstena.*’
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Slika 3. Primeri azotnih iperita.

2) Aziridinski derivati - jedinjenja kao Sto su tiotepa (5), mitomicin C (6) 1 trietilenmelamin
(7) sadrze aziridinski prsten i imaju sli¢an mehanizam dejstva kao azotni iperiti (Slika 4).*6
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Slika 4. Primeri aziridinskih lekova.

3) Alkil-sulfonati - busulfan (8) i treosulfan (9) imaju dva elektrofilna ugljenika zahvaljujuci

kojima mogu da reaguju sa guaninom i adeninom umreZavajuéi dva lanca DNK (Slika 5).%’
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Slika 5. Primeri alkil-sulfonata.
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4) Nitrozouree - u svojoj strukturi sadrze 2-hloretil-grupu koja moze alkilovati DNK, ali i N-
nitrozokarbamidnu grupu koja se neenzimski raspada, pri ¢emu nastaju izocijanat i
diazonijum-jon. Ovi produkti mogu vrsiti karbamoilovanje odnosno alkilovanje azotnih baza.
Na ovaj nac¢in N-nitrozouree umrezavaju dva lanca DNK, ¢ime se sprecava njihovo rasplitanje
prilikom transkripcije i replikacije. U grupu N-nitrozouree spadaju karmustin (11), lomustin
(12) i hlorozotocin (14), koji se koriste za le¢enje maligniteta mozga (Slika 6).*
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Karmustin Lomustin Hlorozotocin

Slika 6. Primeri nitrozourea.

4) Triazeni - odlikuju se triazenskom funkcionalnoscu, koja se pod dejstvom enzima jetre
raspada, pri ¢emu nastaje metildiazonijum-jon koji alkiluje nukleotidne baze DNK. Ovoj klasi
jedinjenja pripadaju temozolomid (13) i dakarbazin (14) prikazani na slici 7.
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Slika 7. Primeri triazena u klini¢koj upotrebi.

5) Analozi platine - jedinjenja tetrakoordinovane platine, poput cisplatina (15), karboplatina
(16) i oksaliplatina (17), koja se vezuju za azotne baze DNK (Slika 8).%°
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Slika 8. Primeri analoga platine u klinickoj upotrebi.

Antimetaboliti: klasa lekova koja je strukturno sli€na purinskim 1 pirimidinskim bazama,
nukleozidima i folatnim kofaktorima potrebnim za biosintezu nukleotida (Slika 9). Antimetaboliti
deluju tako Sto inhibiraju enzime ukljuene u procese replikacije 1 transkripcije ili se ugraduju u
nukleinske kiseline. Primeri antimetabolita koji se koriste u klinickoj praksi su 5-fluoruracil (18),
metotreksat (19), pemetreksed (20) i citarabin (21).%!:
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Slika 9. Primeri antimetabolita u klinickoj upotrebi.

Inhibitori topoizomeraza: uticu na topoizomeraze, enzime koji ucestvuju u replikaciji 1 transkripciji
i odrzavaju strukturnu stabilnost DNK (Slika 10). Topoizomeraza I privremeno raskida jedan od DNK
lanaca, omogucéavajuci njegovo odmotavanje, dok topoizomeraza Il uvodi dvolanc¢ane prekide DNK,
Sto omogucava razdvajanje isprepletanih molekula DNK. U inhibitore topoizomeraze 1 spadaju
kamptotecin (22) 1 njegovi analozi, dok u inhibitore topoizomeraze Il spadaju mitoksantron (23) i

amsakrin (24).>34
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Slika 10. Primeri inhibitora topoizomeraza.

Antimikrotubularni agensi: inhibiraju polimerizaciju mikrotubula, ¢ime onemogucavaju pravilno
funkcionisanje deobnog vretena Sto dovodi do apoptoze. U ovu grupu spadaju paklitaksel (25) i vinka

alkaloidi - vinkristin (26) i vinblastin (27) (Slika 11).%°

25 Vinkristin (26): R = CHO
Paklitaksel Vinblastin (27): R = Me

Slika 11. Antimikrotubularni agensi.

Efikasnost hemoterapeutika moZze se znacajno poboljSati primenom nanoterapije.
Nanoterapija predstavlja savremeni terapijski pristup koji koristi nanocestice za ciljanu isporuku
lekova do tumorskih éelija.’® Na ovaj na¢in moguée je posti¢i veéu efikasnost lekova, duzu
metabolicku stabilnost, poveéanu rastvorljivost, produzeno vreme delovanja, kao i smanjenje
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negativnih efekata na zdrava tkiva. Razvijeno je viSe strategija za pripremu nanoformulacija,
ukljucujuéi enkapsulaciju lekova u lipozome, micelarne sisteme, dendrimere, kao i neorganske i
polimerne nanocestice.’” Nanonosac¢i se mogu funkcionalizovati specifi¢nim ligandima na svojoj
povrsini, koji omogucéavaju prepoznavanje tumorskih c¢elija i dovode do selektivne apsorpcije
lekova.’® Primeri nanoterapeutika u klini¢koj upotrebi ukljucuju Doxil i Myocet (lipozomalne
formulacije doksorubicina), Vyxeos (lipozomalna formulacija daunorubicina i citarabina), Genexol
(micelarna formulacija paklitaksela) i Marqibo (lipozomalni vinkristin-sulfat). ¢

2.5. Prirodni proizvodi u terapiji raka

Primeri prirodnih proizvoda sa antitumorskom aktivnos$cu su brojni, ali je tek nekolicina njih
usla u klinicku upotrebu. Paklitaksel (25) (Slika 11), izolovan iz drveta tise, Taxus brevifolia, koristi
se u klinickoj praksi za leCenje raka jajnika, dojke, grli¢a materice, jednjaka, pankreasa i Kaposijevog
sarkoma.®! Mehanizam njegovog dejstva zasniva se na vezivanju za mikrotubule deobnog vretena,
¢ime se spreCava njihova depolimerizacija 1 zaustavlja celijska deoba na prelazu iz metafaze u
anafazu. Vinkristin (26) i vinblastin (27) (Slika 11), koji spadaju u grupu vinka alkaloida, izolovani
iz Catharanthus roseus, Koriste se za leCenje raka testisa, mozga, pluca, beSike, melanoma i
Hodzkinsovog limfoma. Deluju tako $to spreavaju polimerizaciju tubulinskih dimera i formiranje
deobnog vretena.®? Antraciklini doksorubicin (28) i daunorubicin (29) (Slika 12), izolovani iz
bakterija roda Streptomyces, spadaju u inhibitore topoizomeraza. Oni interkaliraju DNK i
istovremeno stabilizuju kompleks koji topoizomeraza II formira kada presece DNK dovode¢i do
akumulacije dvolandanih prekida DNK i éelijske smrti.%*%* Koriste se za le¢enje raka dojke, besike,
limfoma, Kaposijevog sarkoma i akutne limfocitne leukemije.®® Trabektedin (30), izolovan iz platasa
Ecteinascidia turbinata, koristi se za leCenje sarkoma mekog tkiva i raka jajnika. Mehanizam
njihovog delovanja nije u potpunosti razjasnjen. Pokazano je da se vezuje za manji Zleb heliksa DNK
1 metiluje guaninske baze, ¢ime dovodi do deformacije strukture DNK 1 ometa transkripciju 1
replikaciju.%®

Doksorubicin Daunorubicin Trabektedin

Slika 12. Prirodni proizvodi sa antitumorskom aktivno$c¢u u klinickoj upotrebi.
2.5.1. Semisintetski derivati prirodnih proizvoda u terapiji raka

Sekundarni metaboliti Cesto predstavljaju osnovu za sintezu semisintetskih derivata.
Strukturne modifikacije mogu da dovedu do boljih farmakokinetic¢kih i farmakodinamickih osobina,
kao $to su smanjena toksicnost, poboljSana rastvorljivost, pove¢ana hemijska stabilnost 1 otpornost
na metabolicku razgradnju.5-® Kamptotekani su inhibitori topoizomeraze I, izvedeni iz
monoterpenskog  alkaloida  kamptotecina  (22) (Slika 13), 1izolovanog iz  biljke
Camptotheca acuminata.’”® 1 pored izraZene antitumorske aktivnosti, kamptotecin ima ograni¢enu
efikasnost usled brze hidrolize, slabe rastvorljivosti u vodi 1 visoke toksi¢nosti prema celijama.
Irinotekan (31) je semisintetski derivat kamptotecina kojem je rastvorljivost u vodi povecana
uvodenjem karbamatnog bo¢nog ostatka na C-9 (Slika 13). U in vivo uslovima irinotekan podleze
hidrolizi bo¢nog ostatka i prelazi u aktivnu supstancu. Koristi se za leCenje raka debelog creva i

10


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/camptotheca

Opsti deo

sitnoc¢elijskog karcinoma pluca. Topotekan (32), zahvalju¢i dimetilamino-grupi (Slika 13), u

Kamptotecin

Topotekan

Slika 13. Analozi kamptotecina (22) - irinotekan (31) i topotekan (32).

Podofilotoksin (33) (Slika 14), izolovan iz biljaka roda Podophyllum, pokazao je potentnu
antitumorsku aktivnost protiv karcinoma pluca, limfoma i genitalnih tumora, i ponasa se kao inhibitor
polimerizacije tubulina.”! Nije bio pogodan za leenje maligniteta zbog pojave nezeljenih dejstava
kao Sto su mucnina, povracanje i oStecenje normalnog tkiva. Kako bi se to prevazislo, razvijeni su
semisintetski derivati etopozid (34) i tenipozid (35), koji se odlikuju glukozidnom acetalnom
podjedinicom. Ova strukturna modifikacija uticala je na mehanizam dejstva i omogucila vezivanje
jedinjenja za topoizomerazu II. Formiraju ternarni kompleks sa DNK, ¢ime ometaju popravku
jednostrukih prekida DNK lanaca. Ova jedinjenja naSla su primenu u lecenju sitnocelijskog
karcinoma pluca, limfoma i Kaposijevog sarkoma.

33
Podofilotoksin Etopozid Tenipozid

Slika 14. Podofilotoksin (33) i njegovi analozi.

Halikohondrin B (36) (Slika 15) je polietarski makrolid izolovan iz vrste sundera
Halichondria okadai.”* Njegov strukturno jednostavniji analog, eribulin (37), koristi se za le¢enje
metastatskog raka dojke 1 liposarkoma. U c¢elijama, eribulin smanjuje koncentracije tubulina
potrebnog za formiranje deobnog vretena, indukujuéi njegovu agregaciju i sprecavaju¢i pravilnu
polimerizaciju.
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36
Halikohondrin B

Eribulin

Slika 15. Halikohondrin B (36) i eribulin (37).

Flavopiridol (38) (Slika 16) je sintetski inhibitor ciklin-zavisnih kinaza i koristi se za leCenje
akutne mijeloidne leukemije.” Rohitukin (39), flavonski alkaloid izolovan iz biljaka roda Dysoxylum,
posluzio je kao inspiracija za njegovo dobijanje. Vinorelbin (42) je sintetski analog vinkristina i
vinblastina. Dobija se semisintetskim postupkom, polaze¢i od prirodnih alkaloida katarantina (40) i
vindolina (41).”* Njegov mehanizam dejstva sli¢an je mehanizmu dejstva ostalih vinka-alkaloida, a
koristi se za lecenje nesitnocelijskog karcinoma pluca i raka dojke.

N

/
N
H  Co,Me

40
Katarantin

Vinorelbin

38 39
Rohitukin Flavopiridol

41
Vindolin

Slika 16. Sintetski lekovi inspirisani prirodnim proizvodima u klinickoj upotrebi - flavopiridol (39) i
vinorelbin (42).

2.6. P-glikoprotein i uloga u viSestrukoj rezistenciji na lekove

Visestruka rezistencija na lekove (engl. multidrug resistance, MDR) nastaje kada maligne
¢elije postanu otporne na razlicite vrste antitumorskih lekova, te uspevaju da prezive uprkos primeni
terapije.”” Pojava rezistencije je jedan od glavnih razloga za neuspeh hemoterapije prilikom lecenja
raka. Rezistencija kod malignih ¢elija moze biti urodena, usled urodenih genetskih i metabolic¢kih
promena prisutnih pre izlaganja hemoterapeuticima, ili ste¢ena, kada se razvija nakon izlaganja ¢elija
lekovima. Postoje razli¢iti mehanizmi kojima dolazi do nastanka rezistencije, kao §to su aktiviranje
proto-onkogena 1 inhibicija tumorskih supresora, promene u ciljnim molekulima lekova, promene u
metabolizmu tumora, efluks lekova transmembranskim transporterima i promene u tumorskom
mikrookruzenju. Znacajan doprinos razvoju rezistencije imaju ABC (engl. ATP-binding cassette)
transportni proteini, familija ATP-zavisnih pumpi, koji vrSe efluks ksenobiotika i toksi¢nih supstanci
kroz ¢elijsku membranu radi odrzavanja homeostaze. Do sada je prijavljeno 48 razli¢itih ABC
proteina kod ljudi, dok je za 13 proteina potvrdeno da direktno ili indirektno ucestvuju u razvoju
MDR, medu kojima su najpoznatiji P-glikoprotein (glikoprotein permeabilnosti, ABCB1/MDR1),
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MRP1 (engl. multidrug resistance associated protein-1, ABCC1) i ABCG2 (engl. breast cancer
resistance protein, BCRP).

P-glikoprotein (P-gp) je membranski transportni protein kodiran MDRI genom i eksprimiran
je u éelijama mozga, bubrega, jetri, probavnom traktu, testisima i placenti.’®’® U digestivhom traktu
on utice na apsorpciju lekova koji se primenjuju oralno, dok u krvno-mozdanoj barijeri regulise prolaz
lekova do centralnog nervnog sistema. Prekomerna ekspresija P-gp predstavlja jedan od glavnih
uzroka viSestruke rezistencije. Takva ekspresija dovodi do smanjenja koncentracije antitumorskih
lekova u malignim c¢elijama, a samim tim i do neefikasnosti hemoterapije. Supstrati P-gp su
strukturno raznovrsni, uglavnom lipofilni i amfifilni molekuli, medu kojima su i antitumorski lekovi
kamptotecin (22), paklitaksel (25), vinkristin (26), vinblastin (27), doksorubicin (28), daunorubicin
(29) i etopozid (37).”

2.6.1. Inhibitori P-glikoproteina

Od posebnog znacaja je pronalazak lekova koji mogu prevaziéi visestruku rezistenciju na
lekove izazvanu P-glikoproteinom ili dovesti do reverzije rezistencije. OpseZna istrazivanja su
usmerena na razvoj inhibitora P-glikoproteina koji bi se primenjivali zajedno sa antitumorskim
lekovima.®-32 Prva generacija inhibitora, medu kojima su najpoznatiji verapamil (43) i ciklosporin A
(44), odlikovala se malom efikasno$¢u u kombinaciji sa hemoterapeuticima i malim terapeutskim
prozorom (Slika 17). Delovali su kao kompetitivni inhibitori, pa je bilo potrebno primenjivati visoke
doze. Verapamil, blokator kalcijumskih kanala bio je u I u II fazi klinickih istrazivanja, gde je
pacijentima obolelim od sitnocelijskog karcinoma pluca davan zajedno sa ciklofosfamidom (4),
doksorubicinom (28), vinkristinom (29) i etopozidom (34).8*%* Uprkos visokoj dozi od 480 mg
dnevno u kombinaciji sa hemoterapeuticima nisu zabeleZeni pozitivni efekti, dok je pokazano da
izaziva kardiotoksi¢nost. Ciklosporin A, imunosupresant, povecava citotoksi¢no dejstvo vinkristina i
doksorubicina, kao i intracelularnu koncentraciju antraciklina i vinka alkaloida.5>-3¢

43
Verapamil Ciklosporin A

Slika 17. Inhibitori P-glikoproteina I generacije.

Druga generacija inhibitora razvijena je modifikacijama 1 enantiomernim razdvajanjem
inhibitora prve generacije, sa ciljem dobijanja molekula bez neZeljenih farmakoloskih osobina
izvornog leka (Slika 18). Deksverapamil (45), R-enantiomer verapamila, pokazao je slabiju
sposobnost blokade kalcijumskih kanala, uz ocuvanu potentnost prema P-glikoproteinu.®’
Deksnigulpidin (46) ispoljava i do 45 puta slabiju inhibiciju kalcijumskih kanala u poredenju sa
odgovaraju¢im S-enantiomerom nigulpidina, ali zadrzava jednaku efikasnost u modulaciji P-gp 1
reverziji rezistencije.’® Valspodar (47), strukturni analog ciklosporina A (44), ispoljava vecéu
potentnost u modulaciji aktivnosti P-gp u odnosu na ciklosporin A, ali nema imunosupresivno
dejstvo.® Iako se ova generacija odlikovala poboljsanim farmakoloskim profilom, inhibicija
metabolizma i ekskrecije citotoksi¢nih jedinjenja dovodila je do izraZene toksi¢nosti. Dodatno,
budu¢i da su ove supstance supstrati citohroma P-450, i udruzena inhibicija izoenzima CYP3A4 1
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ABC transportera dovela je do znacajnih lek-lek interakcija, Sto je zahtevalo prilagodavanje doza
prilikom primene.

45 46 47
Deksverapamil Deksnigulpidin Valspodar

Slika 18. Inhibitori P-glikoproteina II generacije.

Na osnovu rezultata prve i druge generacije inhibitora, kao i ispitivanja veze izmedu strukture
i aktivnosti (SAR), dizajnirani su inhibitori treée generacije (Slika 19), kao §to su tarikvidar (48)°,
zosukvidar (49)°! i ONT-093 (50).”> Ova jedinjenja nekompetitivno inhibiraju P-gp i imaju mali uticaj
na farmakokinetiku citotoksi¢nih lekova, ¢ime se smanjuje rizik od sistemske toksicnosti.
Potencijalni problem u primeni ovih jedinjenja predstavlja njihova sposobnost inhibicije P-
glikoproteina u tkivima gde on ima zastitnu ulogu (krvno-mozdana barijera i gastrointestinalni trakt).
Inhibitori trece generacije imaju ogranicenu klinicku primenu usled male klinic¢ke efikasnosti 1 pojave
nezeljenih efekata.

48 O
Tarikvidar Zosukv1dar ONT 093

Slika 19. Inhibitori P-glikoproteina III generacije.

U cCetvrtu generaciju inhibitora P-gp spadaju prirodni proizvodi i1 njihovi analozi, kao 1
peptidomimetici, surfakanti i lipidi.*® Do sada je testiran veliki broj flavonoida, kumarina, halkona,
alkaloida, bufadienolida, kardenolida i razli¢itih klasa terpena u cilju ispitivanja uticaja na P-gp.”?
Flavonoid kvercetin (51), izolovan iz listova biljke Gingko biloba, interaguje sa P-gp, MRP1 i BCRP
transportnim proteinima®, dok kod razli¢itih tumorskih éelija dovodi do senzitizacije na 5-fluoruracil
(18), cisplatin (15), doksorubicin (28) i paklitaksel (25).%° Diterpen karnozinska kiselina (52) dovodi
do senzitizacije na daunorubicin kod éelija raka grli¢a materice,”® dok tetranortriterpen limonin (53),
sastojak mnogih vrsta citrusa, dovodi do reverzije rezistencije na doksorubicin inhibicijom P-
glikoproteina kod ¢elijskih linija leukemije i raka debelog creva.’’
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51 52 53
Kvercetin Karnozinska kiselina Limonin

Slika 20. Primeri inhibitora P-gp Cetvrte generacije.
2.7. Glioblastom

Gliomi su grupa tumora centralnog nervnog sistema (CNS) koji nastaju iz glijalnih éelija.
Difuzni gliomi odraslih mogu se klasifikovati prema molekularnim karakteristikama u astrocitome
(gradusi 2-4), oligodendrogliome (gradusi 2 i 3) i glioblastome (gradus 4).°® Astrocitomi i
glioblastomi nastaju iz astrocita, pomo¢nih ¢elija CNS zvezdastog oblika. Kod astrocitoma gradusa
4 prisutne su mutacije gena /DH, dok kod glioblastoma ove mutacije ne postoje (engl. IDH-wildtype).
Druge genske karakteristike glioblastoma su mutacije TERT promotera i EGFR gena, dok su kod
najveceg broja glioblastoma prisutne i mutacije 7P53.%

Glioblastom spada u naj¢esée i najagresivnije oblike glioma. Javlja se kod svih starosnih grupa,
a najceséi je kod osoba starosti izmedu 55 i 60 godina.!!%! Prosetan Zivotni vek nakon dijagnoze
iznosi 14-15 meseci, uprkos dostupnim metodama lecenja. Faktori rizika za razvoj glioblastoma nisu
u potpunosti utvrdeni, medutim, dokazano je da jonizujuce zracenje povecava rizik za nastanak
bolesti. Drugi faktori, kao $to su izlaganje hemikalijama (vinil-hlorid, pesticidi) 1 puSenje, ne mogu
se sa sigurnosS¢u povezati sa razvojem bolesti. Odredena genetska oboljenja, kao Sto su Li-Fraumeni
sindrom, neurofibromatoza tip 1 1 tip 2, tuberozna skleroza, povecavaju rizik od nastanka
glioblastoma. 9103

Glioblastom se javlja kao lezija nepravilnog oblika u beloj mozdanoj masi, a ¢elijska populacija
tkiva je pleomorfna. Prema starijoj klasifikaciji, glioblastomi mogu biti primarni 1 sekundarni tip u
zavisnosti od klinicke slike, ali 1 genetskih faktora. Primarni tip se javlja bez ikakve postojece lezije
u mozgu, dok sekundarni nastaje iz ve¢ postojec¢eg maligniteta, naj¢eSce iz difuznog ili anaplasti¢nog
astrocitoma. Prema klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije (WHO, World Health
Organization) iz 2021. godine, sekundarni glioblastom je klasifikovan kao astrocitom gradusa 4 zbog
prisustva mutacije IDH.%®

Poslednji znacajan napredak u standardnoj terapiji glioblastoma bio je 2005. godine, kada se
preporucilo leCenje kombinacijom operativnog uklanjanja Sto veceg dela tumora, adjuvantne
radioterapije i hemoterapije uz primenu temozolomida (13).!%* Najveéi izazov u leenju glioblastoma
lezi u €injenici da se ovaj tip tumora odlikuje velikom histopatoloskom heterogenosc¢u, kao 1 da kod
veéine pacijenata dolazi do nastanka stetene rezistencije na hemoterapeutike.'% Znacajnu prepreku
predstavlja 1 ¢injenica da vecina antitumorskih lekova u klinickoj upotrebi predstavlja pogodne
supstrate za P-gp 1 tesko prolazi kroz krvno-moZzdanu barijeru, ¢ime je smanjena efikasnost lecenja.
Kod vecine pacijenata dolazi do recidiva bolesti, a stopa petogodiSnjeg prezivljavanja je izuzetno
mala (oko 5%).1%6



Opsti deo

2.8. Nesitnocelijski karcinom pluca

Karcinom pluca je jedan od vodecih uzroka smrti u svetu, kao i u Srbiji. Prema podacima
Medunarodne agencije za istrazivanje raka (IARC) pri Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO), u
Srbiji je 2022. godine 6879 ljudi obolelo od raka pluca, dok je 5818 preminulo, §to karcinom pluca
svrstava medu vodece uzroke smrti. U svetu je prijavljeno 2 480 675 novih slucajeva sa ovom
dijagnozom, pri ¢emu Srbija zauzima visoko mesto po incidenci.'’” Glavni uzroénik raka pluéa je
pusenje, dok su dokazani faktori rizika zagadenje vazduha, pasivno izlaganje duvanskom dimu,
izloZenost azbestu, arsenu, hromu, dimu nastalom sagorevanjem drveta, radonu, kao i HIV infekcija,
genetski faktori i bolesti pluéa.'®® Dva osnovna histoloska tipa karcinoma pluéa su sitnocelijski i
nesitnocelijski. Nesitnocelijski karcinom pluca je ces¢i (85% slu€ajeva) 1 deli se na tri podtipa:
adenokarcinom, karcinom velikih ¢elija pluéa i skvamocelularni karcinom.!%

Nesitnocelijski karcinom plu¢a moze se klasifikovati u klinicke stadijume u zavisnosti od
veli¢ine tumora, zahvaéenosti lokalnih limfnih &vorova i prisustva metastaza.'' Stadijum 0
(karcinom in situ) se odlikuje prisustvom tumorskih ¢elija u povrSinskom sloju epitela, bez prisustva
metastaza. Moze se uspesno izleciti hirurSkim uklanjanjem. I stadijum bolesti se odlikuje tumorom
lokalizovanim u plu¢ima, bez zahvatanja limfnih ¢vorova, i moze se ukloniti hirurS§kim putem, a
preporucena je adjuvantna terapija. Kod II stadijuma tumor je vedéi ili se pro§irio na susedne limfne
¢vorove. Lecenje obuhvata preoperativnhu hemoterapiju, hirurS§ko uklanjanje, pa postoperativnu
hemoterapiju, imunoterapiju ili ciljnu terapiju. Kod III stadijuma bolesti tumor je zahvatio okolne
strukture ili medijastinalne limfne ¢vorove. Terapijski pristup je kompleksan i obuhvata kombinaciju
hirur§kog, radioterapijskog i hemoterapijskog lecenja. IV stadijum bolesti predstavlja stadijum u
kojem se tumor proSirio i na udaljene organe (metastaze) ili kada je prisutan maligni pleuralni izliv.
Lecenje je izrazito kompleksno, ali ¢esto neuspesno.

Sekvenciranje DNK tumorskih ¢elija omogucilo je klasifikaciju razli¢itih tipova karcinoma
pluéa i primenu personalizovane ciljane terapije.'!! Na ovaj na¢in moguée je selektivno uticati na
mutirane signalne puteve 1 metabolicke procese kod tumorskih ¢elija, uz minimalan uticaj na zdrava
tkiva. Od posebnog interesa za ovaj tip karcinoma su aberacije VEGF/VEGFR signalnog puta, kao 1
aberacije u genima KRAS, EGFR, ALK, ROSI, BRAF, RET, MET, NTRK, koje omogucavaju primenu
selektivnih tirozin-kinaznih inhibitora, kao §to su sotorasib (tumori sa KR4S mutacijom), osimertinib
(tumori sa EGFR mutacijom), lorlatinib (tumori sa rearanzmanima gena ROS/! ili ALK), dabrafenib
(tumori sa BRAF mutacijom), selpercatinib (tumori sa RET mutacijom), capmatinib (tumori sa MET
mutacijom).!? U terapiji NSCLC primenjuju se i imunoterapeutici tremelimumab, atezolizumab i
nivolumab, kao i monoklonska antitela bevacizumab, ramucirumab i amivantamab. Hemoterapija i
dalje predstavlja jedan od najCeS¢e primenjivanih terapijskih pristupa lecenju nesitnocelijskog
karcinoma pluc¢a, a najceS¢e se primenjuju cisplatin (15), karboplatin (16), pemetreksed (20),
doksorubicin (28), etopozid (34) i vinorelbin (42) (Slike 6, 7, 9, 12, 14 1 16). Ozbiljan problem
prilikom le¢enja NSCLC predstavlja pojava rezistencije na ciljanu terapiju. Ona moze biti posledica
sekundarnih mutacija u genima, promena u signalnim putevima i tumorskoj mikrosredini,
prekomerne ekspresije transportera, kao i preobrazaja u druge histoloske fenotipove.'!?

2.9. Sklareol

Labdanski diterpeni predstavljaju grupu jedinjenja koja se odlikuje frans-dekalinskim
jezgrom i Sirokim spektrom bioloskih aktivnosti. Od posebnog interesa su sklareol (54), andrografolid
(55) i koronarin D (56), koji su pokazali potentnu antitumorsku aktivnost (Shema 1). Andrografolid
(55) ispoljava aktivnost protiv razliitih tipova tumora, ukljucujuci rak debelog creva, pluca, dojke,
grli¢a materice, centralnog nervnog sistema, jetre i bubrega. Pokazano je da moduliSe signalne puteve
kao Sto su PI3K/Akt, RAS/MEK, FLT3 i kaspazna signalizacija, ¢ime dovodi do inhibicije
proliferacije, migracije 1 invazije, blokade C¢elijskog ciklusa, indukcije apoptoze, inhibicije
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angiogeneze i prevazilazenja rezistencije na lekove.!'* Koronarin D izaziva zaustavljanje ¢elijskog
ciklusa u G2/M fazi uz indukciju apoptoze u Celijskim linijama osteosarkoma i hepatocelularnog
karcinoma, dok u ¢elijama glioblastoma dovodi do aresta u G1 fazi, fragmentacije DNK, kao i
inhibicije proliferacije i migracije.!'> Mehanizam dejstva koronarina D zasniva se na aktivaciji JINK
(engl. Jun N-terminal kinase) 1 povecanju nivoa reaktivnih kiseoni¢nih vrsta.

Diterpen nepebraktealinska kiselina (57) ima sposobnost spontanog formiranja negativno
naelektrisanih nanocestica uniformne velicine, koje pokazuju manju citotoksic¢nost u poredenju sa
monomernom formom, §to ukazuje na znacaj nanocesti¢nih struktura za kontrolisano otpustanje
aktivne supstance. Ovo jedinjenje ispoljava antiinflamatorno dejstvo putem inhibicije NF-xB
signalnog puta i smanjenja koncentracije proinflamatornih citokina, dok su in vivo ispitivanja
pokazala da povoljno utice na zarastanje rana, ubrzavajuci angiogenezu i depoziciju kolagena.''®

Sklareol (54) (Shema 1) je labdanski diterpen koji se moze naci u biljkama roda Salvia (S.
chrysophylla,"'® S. candidissima,''® S. poculata,'® S. palaestina,'*' S. reuterana'®*), roda Cistus (C.
incanus subsp. creticus'?®), biljkama Gnaphalium pellitum, Gnaphalium graveolens, Nicotiana
glutinosa, Teucrium orientale,'** kao i u biljkama vrste Acacia.'”® Odlikuje se terminalnom
dvostrukom vezom izmedu ugljenika 14 1 15, kao i dvema tercijarnim hidroksilnim grupama na
polozajima 8 1 13.

: H
CO,H OAc
54 57
(-)-Sklareol Andrografolid Koronarin D Nepebrakteatalinska kiselina
OPP
PP
e

K "'OH
LPP-sintaza

geranilgeranil-pirofosfat

[

sklareol-sintaza

B 11
Shema 1. Labdanski diterpeni i biosinteza sklareola.

Biosinteza sklareola (Shema 1) zapocinje ciklizacijom geranilgeranil-pirofosfata (58) u
karbokatjon I.!2® Hidroksilacijom poloZaja 8, katalizovanom diterpen-sintazom II (LPP-sintazom),
dobija se labda-13-en-8-ol-difosfat (II). Daljom eliminacijom pirofosfata, katalizovanom diterpen-
sintazom [ (sklareol-sintaza), dolazi do nastanka alilnog karbokatjona III, c¢ijom daljom
hidroksilacijom u poloZaju 13 nastaje sklareol.
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2.9.1. Antitumorska aktivnost sklareola

Sklareol je nasao primenu kao prirodni mirisni sastojak Sampona, etarskih ulja u komercijalnoj
upotrebi, parfemima, sapunima i deterdzentima. Odlikuje se niskom toksi¢noscu i ne izaziva
nezeljena dejstva prilikom oralnog unosa.'?” Dosadasnja ispitivanja ukazala su da sklareol poseduje
Sirok spektar bioloskih aktivnosti.!?8

Ispitivanja sprovedena na cCelijskim linijama leukemije pokazala su da sklareol ispoljava
snazan citostaticki efekat, sa ICso vrednos$¢u ispod 20 pg/mL nakon 48 h tretmana. Primecéena je
inhibicija sinteze DNK i zaustavljanje éelijskog ciklusa, uz akumulaciju éelija u GO/G1 fazi.'?8
Detaljnija ispitivanja mehanizma pokazala su da apoptoza nastaje usled znacajnog smanjenja
koncentracije proonkogenog c-Myc proteina u ¢elijama.!!? Sklareol nije uticao na koncentraciju Bcl-
2 proteina, koji inhibira otpustanje citohroma C iz medumembranskog prostora mitohondrija prilikom
otpo¢injanja apoptoze.'?’

Sprovedena su detaljna istrazivanja uticaja sklareola na ¢elije humanog karcinoma debelog
creva. Pokazano je da sklareol dovodi do zaustavljanja ¢elijskog ciklusa u G1 fazi pri koncentraciji
od 100 pM.!3® Analiza éelijskog ciklusa je ukazala na razliku izmedu proliferativnih i
neproliferativnih Celija - ¢elije u G1 fazi ostajale su vijabilne, dok su ¢elije u drugim fazama ciklusa
imale fragmentisanu DNK $to je dovelo do ulaska u apoptozu. Primeéen je porast koncentracije
kaspaza 8 i 9 nakon tretmana sklareolom, Sto ukazuje na aktivaciju i spoljaSnjeg i unutrasnjeg puta
apoptoze. Kod tretiranih celija je primeéena snizena koncentracija proteina PARP (engl.
poly(ADP-ribose) polymerase) familije. PARP familija enzima ucestvuje u popravei DNK, a poznato
je da je koncentracija PARP poveéana kada je DNK ¢elije znacajno osteéena.'*! Inhibicija i smanjenje
koncentracije PARP u ¢eliji dovodi do povecanja osetljivosti tumora na hemoterapeutike koji
oste¢uju DNK, kao i do indukcije smrti ¢elija zavisnih od PARP-a.'*? Indukcija apoptoze sklareolom
bila je ireverzibilna, jer je apoptoza nastupila i nakon premesStanja prethodno tretiranih celija u
medijum bez sklareola. Efikasnost sklareola protiv karcinoma debelog creva je ispitana 1 in vivo
koris¢enjem humanog ksenografta u misjem modelu.'**> Zbog velike lipofilnosti i slabe rastvorljivosti
sklareola u vodenim rastvorima, primenjena je enkapsulacija u lipozome izgradene od fosfatidilholina
1 dipalmitoilfosfatidilglicerola. Primenom ovakve formulacije, tumori kod miSeva su smanjeni do
50% u poredenju sa kontrolnom grupom. Enkapsulacija je omogucila primenu vise doze sklareola
(275 mg/kg) u poredenju sa vodenim nosacem (50 mg/kg). Takode je pokazano da se sklareol
akumulira u citosolu ¢elija.'**

Ispitivanja radena na varijantama Celijske linije raka dojke sa ekspresijom i bez ekspresije p53
pokazala su da izlaganje ¢elija koncentracijama od 100 uM sklareola dovodi do ireverzibilne ¢elijske
smrti.!* Indukcija ¢elijske smrti je bila u sliénom opsegu kod obe varijante, $to ukazuje da aktivnost
nije povezana sa regulacijom p53. Celijski ciklus zaustavljen je u G1/S fazi uz indukciju apoptoze.
Efekat sklareola je pokazao vremensku i doznu zavisnost. Sklareol je znacajno pojacao efekat
etopozida 1 doksorubicina, dok je umerenije povecao osetljivost ispitivanih ¢elija na cisplatin, §to
ukazuje na moguénost modulacije MDR.

Testovi radeni na ¢elijama raka grlica materice pokazali su da sklareol inhibira proliferaciju i
indukuje apoptozu, pri ¢emu je efekat vremenski i dozno zavisan.!3® Radi utvrdivanja mehanizma
dejstva, ispitan je uticaj sklareola na koncentraciju proteina kaveolin-1 (Cav-1) 1 SOD1. Kaveolin-1
je protein koji ucestvuje u formiranju kaveola, invaginacija ¢elijske membrane, kao i u regulaciji
odredenih signalnih puteva.'?” Tretiranje ¢elija raka grliéa materice sklareolom u koncentraciji od 5
pg/mL dovelo je do smanjenja nivoa SOD1 i1 poveéanja ekspresije Cav-1.

Tretiranje Celija osteosarkoma sklareolom dovelo je do zaustavljanja ¢elijskog ciklusa u G1
fazi i smanjenja broja éelija u S/G2 fazama.'*® Primecen je antiproliferativni efekat, pra¢en gubitkom
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membranskog potencijala mitohondrija (depolarizacija). Pokazano je da sklareol izaziva anoikis,
specificnu vrstu programirane celijske smrti do koje dolazi kada celija izgubi povezanost sa
ekstracelularnim matriksom.!** Osnovna uloga anoikisa jeste eliminacija éelija koje se ne nalaze na
svom mestu, te je supresija anoikisa vazan korak u procesu metastaziranja raka.'*° Pokazano je da su
u proces supresije anoikisa ukljuceni protein Ezrin, koji povezuje citoskeleta sa membranom, i
tirozin-kinaza FAK.!#%!4! Sklareol je smanjivao ekspresiju tirozin-kinaze FAK i Ezrina, $to je dovelo
do indukcije anoikisa, i spre¢avalo invazivno §irenje ¢elija osteosarkoma.

Antitumorska aktivnost sklareola protiv sitnocelijskog karcinoma pluca ispitana je in vitro i
in vivo eksperimentima na modelima misa.'*? Celije su pokazale osetljivost na sklareol u opsegu ICso
vrednosti od 40 uM do 70 uM nakon 24 h tretmana. Analiza ¢elijskog ciklusa je pokazala da se celije
prvo akumuliraju u G1 fazi, a zatim ulaze u apoptozu. Sklareol je smanjivao ekspresiju ciklina D,
CDK4 (engl. cyclin-dependent kinase 4), fosforilovanog Rb proteina, a poveéavao ekspresiju E2F1
$to je dovelo do zaustavljanja celijskog ciklusa u GO/G1 fazi. Primeceno je i poveéanje nivoa
fosfohistona H2A.X Ser139 ¢ija povecana koncentracija ukazuje na dvostruke prekide lanaca DNK,
kao 1 proteina ATR (engl. ataxia-telangiectasia and Rad3 related) i fosforilovanog Chk1 (engl.
checkpoint kinase 1). Kada su Celije tretirane inhibitorom ATR puta (BAY1895344) ili Chkl
inhibitorom (AZD7762) zabeleZzeno je smanjenje zaustavljanja celijskog ciklusa indukovanog
sklareolom, §to ukazuje da je aktivacija ATR/Chk1 puta ukljucena u njegov mehanizam dejstva. /n
vivo ispitivanja na humanom ksenograftu u modelu misSa radena su primenom 300 mg/kg sklareola
tokom 21 dana. Sklareol je usporio rast tumora, a analiza telesne mase miSeva, tezine organa i
hematoloskih parametara pokazala da ne dolazi do znacajnih sporednih efekata.

Na celijama adenokarcinoma pluc¢a primeceno je da sklareol smanjuje ekspresiju ERCCI1
(engl. excision repair cross-complementation group 1), enzima odgovornog za popravku ostecenja
DNK.!* Pokazano je da prekomerna ekspresija ovog proteina doprinosi razvoju rezistencije na
cisplatin. /n vivo ispitivanja radena na miSevima sa humanim ksenograftom pokazala su da sklareol
ne utiCe znacajno na rast tumora Cak ni pri dnevnoj dozi od 200 mg/kg. Medutim, kombinacija
sklareola (200 mg/kg) i cisplatina (6 mg/kg) znacajno je usporila rast tumora nakon dve nedelje, bez
izrazenih toksicnih efekata.

2.9.2. Semisintetski derivati sklareola sa bioloskom aktivnoscéu

Semisintetski analozi sklareola sa aril-grupama na poziciji C15 pokazali su antitumorsku
aktivnost na éelijskim linijama raka prostate, pluéa i grli¢a materice.'** Sintetisani su u jednom koraku
oksidativnom Hekovom reakcijom, koriste¢i aril-boronske kiseline i Pd(OAc)> kao katalizator.
Zahvaljuju¢i elektron-siromasnim osobinama dvostruke veze sklareola, dobijeni su linearni
proizvodi, dok je konfiguracija disupstituisane dvostruke veze bila trans-geometrije. Na osnovu MTT
eseja, pokazano je da vec¢ina novih molekula ima bolju antitumorsku aktivnost u odnosu na polazni
sklareol, dok je jedinjenje 15-(4-fluorfenil)-sklareol (59d) ispoljilo jak citotoksi¢ni efekat prema
¢elijskoj liniji raka prostate (ICso = 0,082 puM). Detaljnijim ispitivanjem mehanizma dejstva,
pokazano je da jedinjenje 59d istovremeno indukuje apoptozu i autofagiju ¢elija putem interakcije sa
proteinom Bcl-2 1 BH3 domenom proteina beklin 1. Protein beklin 1 doprinosi pocetnoj nukleaciji
vezikula i formiranju autofagozoma, dok je Bcl-2 anti-apoptotski protein. Ova dva proteina formiraju
kompleks beklin 1 — Bcl-2, koji uc¢estvuje u regulaciji autofagije. Jedinjenje 59d inhibira proliferaciju
PC-3 ¢elija interagujuci sa Bel-2, dok umerenom interakcijom sa BH3 domenom beklin 1 indukuje
autofagiju.
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Reakcioni uslovi: i) Ar-B(OH),, Pd(OAc),, Cu(OAc),, NaOAc, DMF, 80 °C, 3 - 6 h.
Shema 2. Dobijanje derivata sklareola primenom Hekove reakcije.

U cilju ispitivanja antifungalne aktivnosti sintetisano je 20 strukturno razli¢itih derivata
sklareola.'* Nova jedinjenja testirana su in vitro na biljnim patogenim gljivicama Botrytis cinerea,
Fusarium coeruleum, Fusarium graminearum, Curvularia lunata, Alternaria brassicae, a njihova
aktivnost je uporedena sa sklareolom 1 tiabendazolom, komercijalno dostupnim fungicidom.
Monoetarski derivati sklareola 60 1 61 sintetisani su deprotonovanjem natrijum-hidridom uz DMF
kao rastvara¢, a potom reakcijom sa odgovaraju¢im halogenalkanima (Shema 3). Dobijaju se dva
regioizomerna proizvoda, od kojih je 8-alkiloksi izomer (61) bio dominantan. U poredenju sa
sklareolom, aktivnost etarskih derivata je bila znaajno smanjena, Sto ukazuje na vaznost prisustva
slobodnih hidroksilnih grupa na pozicijama 8 1 13 za antifungalnu aktivnost.

61

R: CH;, n-C4H,,, Bn, p-F-Bn

Reakcioni uslovi: i) NaH, DMF, R-X, s. t.

Shema 3. Sinteza etarskih derivata sklareola.

Oksidacijom sklareola kalijum-permanganatom (Shema 4) dobijeni su razli¢iti proizvodi,
zavisno od reakcionih uslova. U prisustvu KHSO4, nastajao je sklareolid (62), seskviterpenski lakton.
Redukcija sklareolida pomocu LiAlH4 davala je diol 63. Kiselo-katalizovanom ciklizacijom diola uz
p-TsOH dobijen je ambroksan (64). Sklareolid i ambroksan pokazali su se kao slabiji inhibitori rasta
glivica, dok je diol 63 imao jacu antifungalnu aktivnost u odnosu na sklareol.
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Reakcioni uslovi: i) KMnO,4, KHSOy, aceton, s. t.; ii) LiAlH4, THF, s.t.; iii) p-TsOH, MeNO,, s. t.
Shema 4. Transformacija sklareola u ambroksan.

Oksidativnom degradacijom bo¢nog niza sklareola u neutralnim uslovima (KMnO4 u acetonu)
dobijen je metil-keton 65 (Shema 5). Redukcijom metil-ketona nastajala su dva diastereoizomerna
diola, 66a i 66b, koji su bili aktivniji protiv B. cinerea u odnosu na sklareol.

HO.

HO,,

ii)

" 10H 1OH

H  66a: 28% H 66b: 53%

Reakcioni uslovi: i) KMnOy, aceton, 15 °C; ii) LiAIH,, THF, s. t.

Shema 5. Sinteza jedinjenja 62-65 iz sklareola.

U cilju dobijanja jodohidrina 68 terminalna dvostruka veza sklareola je prvo epoksidovana
pomoc¢u mCPBA. Dobijeni epoksid 67 iskoriS¢en je potom za sintezu jodhidrinskog derivata 68 u
reakciji sa I uz prisustvo PPhs. Epoksid 67 nije ispoljio znacajnu antifungalnu aktivnost, dok je
jodhidrin 68 iskazao izrazeno antifungalno dejstvo.

ii) iii)

95% 92%

Reakcioni uslovi: i) KMnO,4, HCOOH, aceton, -15 °C; ii) mCPBA, CH,Cl,, s. t.; iii) I,, PPh;, CH,Cl,, s. t.
Shema 6. Sinteza jedinjenja 66—68.

Sklareol je aktivan protiv parazita Schistosoma mansoni, koji pripada vrsti metilja koja izaziva
intestinalnu tropsku bolest Sistozomijazu.'*® Aktivnost je pokazao protiv parazita u stadijumu larve
(ICso= 13 uM), juvenilnoj fazi (ICso = 5,0 uM), kao 1 protiv odraslih jedinki (ICso = 19,3 uM), te je
posluzio kao osnova za sintezu derivata sa antiSistozomalnom aktivnos¢u (Shema 7). Peracetilovanje
hidroksilnih grupa postignuto je upotrebom acetil-hlorida u prisustvu N,N-dimetilanilina. Tercijarna
alilna hidroksilna grupa je uspeSno regenerisana baznom hidrolizom u prisustvu KOH. Reakcijom
nastalog monoestra sa NaHCO3 uz ozra¢ivanje mikrotalasima dobijena je smeSa izomernih proizvoda
eliminacije acetata na poziciji 8. Proizvod sa exo-metilenskom grupom je nastajao u visku (exo : endo
=2 :1). Tako dobijeni dehidratisani proizvod je, oksidativnom Hekovom reakcijom transformisan u
linearni frans-disupstituisani proizvod.
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iii)
—_—

68%

i)
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52%

Reakcioni uslovi: i) AcCl, N,N-DMA, CH,Cl,, s. t.; ii) KOH, H,0, EtOH, s. t.; iii) NaHCO;, DMSO, pW (100 W, 200 °C);
iii) PhB(OH),, Pd(OAc),, NaOAc, uW (300 W, 130 °C).

Shema 7. Sinteza jedinjenja 69-72.

Sklareol je podvrgnut oksidativnoj Hekovoj reakciji prema prethodno opisanim uslovima uz
primenu mikrotalasnog ozraCivanja (Shema 8). KoriS¢enjem p-fluorfenilboronske kiseline uz
konvencionalno zagrevanje reakcione smeSe, bez primene mikrotalasa, nastajao je 1 proizvod
dvostruke Hekove reakcije (73).

R,

R,

56a: R, =R, = H, 92%
56p: R, = CL, R, = H, 90%
56q: R, =R, =Cl, 87%

56r: R, = OCHj, R, = H, 90%
56s: R, = H, R, = Cl, 89%
56t: R, = CF;, R, = H, 86%

ii)

56d: 86%

73: 10%

Reakcioni uslovi: i) ArB(OH),, Pd(OAc),, NaOAc, uW (300 W, 130 °C); ii) p-FCcH4B(OH),, Pd(OAc),,
Cu(OAc),, DMF, 80 °C.

Shema 8. Primena oksidativne Hekove reakcije uz mikrotalasno i konvencionalno zagrevanje.

Nakon oksidativne degradacije bo¢nog niza sklareola i eliminacije hidroksilne grupe pomocu
elementarnog joda, dobijen je keto-alken 74 u dobrom prinosu (Shema 9).
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i)

61%

Reakcioni uslovi: i) KMnOy4, MgSOy, aceton, s. t.; ii) I, PhMe, A.
Shema 9. Sinteza jedinjenja 74.

Ispitivanje antiSistozomalne 1 citotoksi¢ne aktivnosti prema ¢elijskoj liniji raka jetre ukazalo
je na odredene veze izmedu strukture i aktivnosti. Peracetilovanje sklareola dovodi do drasticnog
gubitka aktivnosti. Monoacetat sklareola 70, kao 1 dehidratisani sklareol 71, pokazali su
antiSistozomalnu aktivnost sli¢cnu sklareolu. Ovo ukazuje na znacaj slobodne tercijarne alilne
hidroksilne grupe za biolosku aktivnost. Jedinjenja koja nisu imala ovaj strukturni motiv (proizvodi
oksidativne degradacije bocnog niza) nisu pokazivala znac¢ajnu biolosku aktivnost. Proizvodi Hekove

reakcije 56 pokazali su generalno dobru antiSistozomalnu aktivnost, pri ¢emu je p-fluorfenilni derivat
56d bio najpotentnije jedinjenje.
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Osnovna ideja ovog istrazivanja bila je sinteza razlicitih derivata sklareola i ispitivanje
njihove antitumorske aktivnosti. Buduci da je za biolosku aktivnost derivata sklareola neophodno
prisustvo tercijarne alilne hidroksilne grupe (13-OH), sve hemijske transformacije izvedene su uz
ocuvanje tog strukturnog motiva. U sklopu ove disertacije sintetisani su derivati sklareola koji u
svojoj strukturi ukljucuju [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinsku farmakoforu, adamantansko jezgro, kao
1 derivati sa arilureom kao strukturnim motivom. Bioloski deo istrazivanja sproveden je u Laboratoriji
za molekularnu neuroonkologiju, Odeljenja za neurobiologiju, Institut za bioloska istrazivanja
»Sinisa Stankovi¢” — Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju — Univerzitet u Beogradu,
a pod rukovodstvom dr Milice Pesi¢, nau¢nog savetnika. Antitumorska aktivnost novih jedinjenja je
ispitana na c¢elijskim linijama glioblastoma (U87 1 U87-TxR) 1 nesitnocelijskog karcinoma pluca
(NCI-H460 i NCI-H460/R). Koris¢ene su ¢elijske linije senzitivne na citostatike (U87 1 NCI-H460),
kao 1 linije koje ispoljavaju viSestruku rezistenciju na lekove (MDR) zahvaljujuéi prekomernoj
ekspresiji P-glikoproteina (U87-TxR i NCI-H460/R). Kao model normalnih (netransformisanih)
¢elija koriS¢ena je Celijska linija fibroblasta plu¢a embrionalnog porekla (MRC-5).

3.1. Derivati sklareola sa [1,2,4|triazolo[1,5-a|pirimidinskom farmakoforom

[1,2,4]Triazolo[1,5-a]pirimidinsko jezgro (75, TP) spada medu privilegovane strukture u
medicinskoj hemiji (Slika 20).!*7 U svojoj strukturi sadrzi elektronski bogat 1,2,4-triazol
kondenzovan sa elektronski siromaSnim pirimidinskim prstenom. Samo jezgro ne moZe ucestvovati
u anularnoj tautomeriji, ali odgovaraju¢i hidroksi- i merkapto-derivati (76) mogu postojati u obliku
okso- 1 tiookso-tautomera (IV-VII). Zbog prisustva tri atoma azota (N1, N3, N4) sa slobodnim
elektronskim parovima, postoji moguénost koordinacije za metalne katjone. TP jezgro je 10m—
elektronski sistem 1 strukturno je 1 elektronski sli€an purinu, Sto ga ¢ini pogodnim za izosternu
zamenu purinskog jezgra kod nenukleozidnih molekula. Na slici 21 su prikazani primeri bioloski
aktivnih jedinjenja sa TP jezgrom, medu kojima su inhibitori enzima koji u€estvuju u onkogenim
procesima — ciklin-zavisnih kinaza,'*® fosfatidilinozitol 3-kinaza (PI3K)'*° i metionin-
aminopeptidaze 2.'°° Jedinjenje 77 pokazalo je snazno inhibiciono dejstvo prema CDK2 (ICso = 120
nM),'*8 dok se jedinjenje 78 istaklo kao potentan inhibitor MetAP-2 (ICso = 38 nM).!** Ovo je od
posebnog znacaja u medicinskoj hemiji, budu¢i da ovi enzimi predstavljaju aktivne mete za razvoj
antitumorskih lekova. Cevipabulin (79) je tubulinski inhibitor sa potvrdenom in vivo aktivnos$¢u, koji
je usao u klinicka ispitivanja kao potencijalni lek za leCenje malignih tumora. Ovaj molekul se vezuje
za vinblastin-vezuju¢e mesto na pB-tubulinu, kao i novootkriveno sedmo mesto na o2-tubulinu, ¢ime
destabilizuje tubilinsku strukturu i indukuje njegovu degradaciju.'*!Jedinjenje 80 identifikovano je
kao potentni modulator P-glikoproteina.'>? U éelijskoj liniji humanog adenokarcinoma debelog creva,
80 dovodi do povecane akumulacije doksorubicina (28) i paklitaksela (25) Sto moze da dovede do
reverzije viSestruke rezistencije na lekove.
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Slika 21. [1,2,4]Triazolo[1,5-a]pirimidinsko jezgro (75), moguca tautomerija 7-tio- i 7-okso- supstituisanih
jezgara (76, IV=VII). Primeri bioloski aktivnih jedinjenja sa TP farmakoforom (77-80).

Jedan od ciljeva ove doktorske disertacije bio je razvoj derivata sklareola (VIII) (Slika 22) sa
[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinskom farmakoforom. Sklareol u svojoj strukturi sadrzi hidroksilne
grupe koje su znacajne za biolosku aktivnost 1 zbog toga nisu pogodne za strukturne modifikacije. U
prethodnim istrazivanjima je sklareol uspesno modifikovan uvodenjem aril-grupe na terminalnu
dvostruku vezu reakcijom oksidativnog Hekovog kuplovanja, koja je katalizovana kompleksnim
jedinjenjima paladijuma, pri ¢emu je oSuvana tercijarna alilna hidroksilna grupa.'**!%® Retrosintetski
plan (Slika 21) ukljucivao je uvodenje aromati¢nog jezgra sa aldehidnom grupom u molekul (X)
reakcijom sa p-formilfenilboronskom kiselinom. Reakcijom reduktivnog aminovanja u molekul su
uvedeni diaminski strukturni fragmenti (IX). Nakon toga, reakcijom nukleofilne aromati¢ne
supstitucije uvedeno je TP jezgro.

egN’A\u

reduktivno
aminovanje

oksidativna Hekova
reakcija

Slika 22. Retrosintetski plan sinteze hibrida sklareola i [1,2,4]triazolo[ 1,5-a]pirimidina.

25



Nasi radovi

Reakcijom sklareola sa p-formilfenilboronskom kiselinom sintetisan je aldehidni derivat 81 u
vrlo dobrom prinosu (Shema 10). Kao katalizator koris¢en je Pd(OAc)2, dok su Cu(OAc), i NaOAc
sluzili kao oksidans i baza.

CHO

81: 80%

Reakcioni uslovi: i) Pd(OAc),, Cu(OAc),, NaOAc, DMF, Ar, 80 °C, 2 h.
Shema 10. Sinteza aldehidnog derivata sklareola 81.

Uvodenje diaminskog motiva uspeSno je izvedeno primenom reakcije reduktivnog
aminovanja, polaze¢i od aldehida 81 i odgovarajucih alkil-diamina, u prisustvu Ti(OiPr)4 i NaBH4
kao redukcionog sredstva (Shema 11). Da bi se ispitao uticaj duzine i strukture diaminskog fragmenta
na antitumorsku aktivnost jedinjenja, koris¢eni su linearni diamini sa razli¢itim brojem metilenskih
jedinica (nizovi od tri i Sest ugljenikovih atoma). Takode je koriS¢en cikli¢ni, konformaciono rigidniji
piperazin. Na ovaj nacin sintetisani su diaminski derivati sklareola 82a—c u visokim prinosima.

CHO

H 8ab:n=2;94%
82¢:n=5;91%

82a: 97%

Reakcioni uslovi: i) Ti(OiPr),, MeOH, s. t.,16 h, potom NaBHy, s. t., 2 h.

Shema 11. Sinteza diaminskih derivata sklareola 82a—c.

Sinteza  [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinskog  jezgra  zapoceta je  kondenzacijom
aminoguanidinijum-hidrogenkarbonata sa HCOOH. Na ovaj nacin je dobijen 1,2,4-triazol-3-amin
(83a) u odli¢nom prinosu (Shema 12). Odgovarajuci 5-fenil-1,2,4-triazol-3-amin (83b) sintetisan je
reakcijom  aminoguanidinijum-hidrogenkarbonata ~ sa  benzoil-hloridlom  uz  prisustvo
tetrabutilamonijum-bromida. Dalja kondenzacija dobijenih triazola sa supstituisanim [-ketoestrima,
u prisustvu glacijalne sir¢etne kiseline, dovela je do formiranja 7-okso-triazolo[1,5-a]pirimidina 84
sa razli¢itim supstituentima. U poloZaju 2 nalazili su se vodonik (H) ili fenil- (Ph) grupa, a u polozaju
5: metil- (Me), fenil- (Ph) ili trifluorometil- (CF3) grupa. Ovim postupkom obezbedena je
raznovrsnost u pogledu supstituenata na heterocikli¢cnom jezgru, Sto omogucava ispitivanje uticaja
supstituenata na biolosku aktivnost krajnjih hibrida. Reakcijom sa POCI3; dobijeni su 7-
hlortriazolo[1,5-a]pirimidini 85 u visokim prinosima.
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NH, NH,
HNl\ N i), i) N o, iii), iv) HN K\N
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N 96% \I[\I]/H H,CO5  769% N
83a 83b
NH, 0 cl
V) N vi)
HN N~ -N
N | >R, ~ N S—R
)QN’ o o PN P !
84 Ry 0™ 84 85
83a:R,=H R = Me, Ph, CF; 84a: R;=H, R, = Me; 80% 85a: R;=H, R, = Me; 81%
83b: R, =Ph 84b: R, = H, R, = Ph; 53% 85b: R, = H, R, = Ph; 61%
84c: R, =H, R, = CF;; 58% 85¢: R, = H, R, = CF;; 75%
84d: R, = Ph, R, = Me; 87% 85d: R, = Ph, R, = Me; 98%
84e: R, =Ph, R, = Ph; 81% 85e: R, = Ph, R, = Ph; 90%
84f: R, = Ph, R, = CF;; 65% 85f: R, = Ph, R, = CF;; 81%

Reakcioni uslovi: i) HCOOH, 80 °C, 1 h; ii) 120 °C, 5 h; iii) PhCOC], TBAB, 1,4-dioksan, 0 °C - s. t., 12 h; iv) H,0, 100 °C, 12 h;
v) AcOH, 120 °C, 2 - 10 h; vi) POCl;, 110 °C, 1 h.

Shema 12. Sinteza 7-hlortriazolo[1,5-a]pirimidina 85a—f.

Reakcija nukleofilne aromati¢ne supstitucije diaminskih derivata sklareola 82a—c¢ sa 7-
hlortriazolo[ 1,5-a]pirimidinima 85a—f omogucila je dobijanje hibrida 86 u dobrim prinosima (Shema
13). Reakcije su izvodene u etanolu kao rastvaracu, uz prisustvo trietil-amina kao baze, na sobnoj
temperaturi. U reakciji jedinjenja 82a dobijeni su hibridni proizvodi 86a—f sa piperazinskim motivom
u zadovoljavaju¢im prinosima. Medutim, prilikom reakcije jedinjenja 82b—¢ uoceno je da, pored
zeljenih proizvoda 86g—p, nastaju i1 sporedni proizvodi 87a—f. Ova jedinjenja sadrze dve
triazolopirimidinske farmakofore, Sto je posledica dvostruke nukleofilne supstitucije.

86a: R; = H, R, = Me; 92%
86b: R; =H, R, = Ph; 66%
86¢c: R; =H, R, = CF5; 88%
86d: R; =Ph, R, = Me; 61%
86e: R; =Ph, R, = Ph; 69%
86f: R; = Ph, R, = CF3; 59%

R,
y
N‘N)\IN
. N)\/kRz
)
%)ﬂ
e
N
N
82b:n=2 86g:n=2,R,=H, R, = Me; 63% ! J(
82c¢:n=5 86h:n=2,R;=H, R, =Ph; 67% R,
86i: n =2, R; =Ph, R, = Me; 62% 87a:n=2,R;=H,R,=Me; 21%
86j: n=2, R;=Ph, R, = Ph; 82% 87b:n=2,R;=H,R, =Ph; 13%
86k: n=2, R, =Ph, R, = CF3; 72% 87¢:n=2,R;=Ph, R, =Me; 15%
86l: n=5,R;=H, R, =Me; 73% 87d:n=5,R,=H, R, =Ph; 14%
86m: n=5,R; =H, R, =Ph; 64% 87e:n=5,R,=Ph, R, = Me; 38%
86n: n =5, R, =Ph, R, = Me; 46% 87f:n=5,R,=Ph, R, = CF;3; 18%

860: n=>5, R, =Ph, R, = Ph; 73%

Reakcioni uslovi: i) jedinjenje 85, Et;N, EtOH, s. t. 86p:n=>5,R, = Ph, Ry = CF3; 27%

Shema 13. Sinteza hibrida sklareola sa [1,2,4]triazolo[ 1,5-a]pirimidinskom farmakoforom 86a—p i 87a—f.
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Strukture zeljenih jedinjenja potvrdene su primenom jednodimenzionalnih i dvodimenzionalnih
NMR eksperimenata. Totalna asignacija reprezentativnog jedinjenja 86g pokazana je u Prilogu 1.
Korelacije u 'H-'3C HMBC spektru (Slika 23) koje su nedvosmisleno ukazale da do nukleofilne
aromati¢ne supstitucije dolazi na terminalnom azotu derivata 82b bile su:

- korelacija protona metilenske grupe H26 sa benzilnim ugljenikom C25;
- korelacija ugljenika C29 iz TP jezgra (dokazan zahvaljujuci korelaciji sa H30) sa protonom
H28 diaminskog fragmenta.
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Slika 23. Deo 'H-"*C HMBC spektra jedinjenja 87¢g sa oznacenim kljuénim korelacijama.

U reakciji diamina 82b—c sa jedinjenjem 85¢ formiraju se sporedni proizvodi, ¢ije odvajanje
od Zeljenih hibrida 86q-r nije bilo moguce. Zbog toga je primenjen alternativni sintetski pristup
(Shema 14). Reakcijom 85¢ sa N-Boc zasti¢enim diaminima u EtOH dobijeni su derivati 88a—b. Oni
su kiselo-katalizovanom deprotekcijom uz TFA prevedeni u diaminske derivate 89a—b. Naposletku,
reduktivno aminovanje aldehida 81a i diamina 89a-b uz Ti(OiPr)s kao aktivator i NaBH4 kao
redukciono sredstvo, dovelo je do zeljenih hibrida 86q—r u dobrim prinosima.
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NH
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¢ HNR TN A o S,
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Fi:C” N F N " OH N
85¢ NJ
88a:n=2;79% 89a:n=2;79% 86q:n=2;71%
88b:n=15;79% 89b: n=35; 86% 86r: n=15; 65%

Reakcioni uslovi: i) H,N(CH,),NHBoc, EtOH, s. t., 3 h; iii) TFA, CH,Cl,, s. t., 30 min;
iii) jedinjenje 81, Ti(OiPr)4, MeOH, s. t. 16 h, potom NaBH,, s. t., 2 h.

Shema 14. Dobijanje jedinjenja 86q—r.

Dodatno, sintetisani su diaminski derivati sa TP jezgrom 89c—e, radi ispitivanja da li ova grupa
jedinjenja ispoljava antitumorsko dejstvo. U zavisnosti od supstituenta na TP jezgru, sinteze su
izvedene koris¢enjem K>COs3 kao baze (R1 = Me) ili bez dodatka baze (R1 = CF3). Derivat 89c¢ nije
mogao da bude sintetisan direktno iz diamina, ve¢ je dobijen preko N-Boc zasti¢enog derivata 88c,
analogno sintezi jedinjenja 89a—b.
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N
88c: R, = Boc; 92% 86 Ry
€T T RS TEA T
. - . 0,
89c: R, = H; 92% 89d: R; = Me; 85%

89e: R; = CF3; 64%

Reakcioni uslovi: 1) K,CO3, 1,4-dioksan, A, 3 h; ii) EtOH, s. t., 3 h; iii) TFA, CH,Cl,, s. t., 30 min.
Shema 15. Sinteza jedinjenja 89c—e.

3.1.1. Ispitivanja  bioloske aktivnosti jedinjenja sa [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinskom
farmakoforom

Ispitivanje bioloSke aktivnosti jedinjenja sa [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinskim jezgrom
izvrSeno je na c¢elijskim linijjama humanog glioblastoma U87 1 U87-TxR, dok je kao model zdravih
éelija koriséena celijska linija fibroblasta plu¢a embrionalnog porekla MRC-5. Celijska linija U87 je
senzitivna na citostatike, dok se linija U87-TxR odlikuje rezistencijom na paklitaksel (25) usled
prekomerne ekspresije P-glikoproteina. Ova rezistentna linija je dobijena kontinuiranim izlaganjem
U87 éelija postepeno rastu¢im koncentracijama paklitaksela tokom Sest do devet meseci.!>* Prvobitno
ispitivanje citotoksi¢nog efekta sprovedeno je na ¢elijskoj liniji U87, za ukupno 23 derivata sklareola
sa TP jezgrom (86a—q i1 87a—f, izuzev 86¢ koji je bio nerastvoran u DMSO), 3 odgovarajuca
diaminska derivata sklareola (82a—c), sklareol (54) i diaminske derivate sa TP jezgrom (89a—e).
Ispitivanja su izvedena primenom MTT eseja pri koncentraciji 30 uM (Slika 24). Nakon 72 casa
primeceno je izrazeno citotoksi¢no dejstvo jedinjenja 82a—c, 86a i 86g-r (smanjenje Celijske
vijabilnosti ispod 25%). Nasuprot tome, diaminski derivati sa TP jezgrom 89a—e, jedinjenja sa dve
TP farmakofore 87a—e i piperazinski hibridi 86b i 86d—f su pokazali slabu citotoksi¢nu aktivnost,
zbog Cega nisu bila predmet daljih ispitivanja.
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Slika 24. Prikaz preliminarnog ispitivanja citotoksi¢nog dejstva ispitivanih jedinjenja na U87 Celijskoj liniji.
Celije su bile tretirane sklareolom i njegovim derivatima u koncentraciji od 30 uM tokom 72 ¢asa. Vijabilnost
je ispitana MTT testom u tri nezavisna eksperimenta (n = 3). Vijabilnost kontrolne grupe je podesena na 100%.

Za najaktivnija jedinjenja odredene su ICso vrednosti na ¢elijskim linijama U87, U87-TxR 1
MRC-5 (Tabela 1, Slike P21 i P22). Na osnovu dobijenih vrednosti izracunati su indeks selektivnosti
(SD) 1 faktor relativne rezistencije (FRR) (Tabela 1).

Indeks selektivnosti (SI) prikazuje sposobnost jedinjenja da selektivno deluje na tumorske
¢elije u odnosu na zdrave Celije. Definisan je kao odnos ICso vrednosti odredene za MRC-5 liniju
(model zdrave celijske linije) 1 aritmeticke sredine ICso vrednosti dobijenih za tumorske ¢elijske linije
U871 U87-TxR. Rezultati (Tabela 1) pokazuju da jedinjenja 82b, 82¢, 86i, 861, 86n, 86q 1 86r imaju
vi$i indeks selektivnosti u poredenju sa sklareolom (54), odnosno, da ispoljavaju izrazenije
citotoksi¢no dejstvo prema ¢elijama raka u poredenju sa zdravim ¢elijama.

Faktor relativne rezistencije (FRR) predstavlja odnos ICso vrednosti dobijenih za U87-TxR
liniju 1 ICso vrednosti dobijene za U87 celijsku liniju. Visoka vrednost FRR ukazuje na slabiju
aktivnost jedinjenja prema MDR celijama, dok se pojava rezistencije definiSe kao FRR>2, odnosno,
kada su jedinjenja najmanje dva puta manje aktivna prema rezistentnim celijama u odnosu na
senzitivne.

Na osnovu vrednosti FRR moguce je identifikovati i pojavu kolateralne senzitivnosti.
Kolateralna senzitivnost predstavlja sposobnost jedinjenja da sa veéom efikasno$¢u deluju na
rezistentne ¢elije u odnosu na senzitivne. Ova pojava je od velikog znacaja, jer omogucava selektivno
uklanjanje resistentnih tumorskih ¢elija.

Sva testirana jedinjenja uspesno su prevazisla viSestruku rezistenciju na lekove, na Sta ukazuje
¢injenica da su ICso vrednosti dobijene za U87-TxR ¢elijsku liniju bile sli¢ne ili niZe od onih dobijenih
za U87. Pojava rezistencije uocena je kod jedinjenja 86r (Tabela 1). Nasuprot tome, jedinjenja 82c,
86a, 86g, 86j, 86k, 86m, 86n, kao i sam sklareol, ispoljila su kolateralnu senzitivnost. Posebno su se
izdvojila jedinjenja 861 i1 86r, koja pokazuju nanomolarnu aktivnost — vise od 100 puta vecu
potentnost u odnosu na sklareol.
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Tabela 1. Citotoksi¢ni efekat sklareola (54) i odabranih jedinjenja 82a—c, 86a, 86g—r ispitan na humanoj
senzitivnoj celijskoj liniji glioblastoma U87, njenoj rezistentnoj odgovarajucoj celijskoj liniji U87-TxR i
humanim ¢elijama pluénih fibroblasta MRC-5.

ICso vrednosti (uM)?

P b .

Jedinjenje Us7 UST-TxR MRC-5 FRR SI
82a 5,122 +0,118 4,145+ 0,092 8,936 + 0,367 0,81 1,93
82b 3,183 £ 0,086 2,711 £ 0,062 6,097 +£ 0,217 0,85 2,075
82¢ 6,327 £0,189 5,067 £ 0,101 12,411 £ 0,545 0,80 2,185
86a 7,787 £ 0,172 6,068 £ 0,105 8,121 £ 0,198 0,78 1,17
86g 1,906 + 0,041 1,487 + 0,024 2,043 £ 0,039 0,78« 1,20
86h 1,572 + 0,048 1,532 + 0,040 1,456 + 0,034 0,97 0,94
86i 1,440 + 0,040 1,540 = 0,049 3,441+ 0,084 1,07 2,315
86j 3,646 £ 0,104 2,478 £ 0,054 1,826 + 0,045 0,68 0,60
86k 1,700 + 0,040 1,101 +£0,032 1,824 + 0,038 0,65 1,30
861 0,296 + 0,007 0,258 = 0,009 0,595 +0,012 0,87 2,158
86m 2,559+ 0,097 1,710 £ 0,045 2,739 £ 0,093 0,67< 1,28
86n 2,016 + 0,067 1,311 £0,036 2,102 £ 0,060 0,65 1,65
860 2,945 £+ 0,097 3,381 +0,114 3,369+ 0,103 1,15 1,06
86p 1,247 + 0,026 1,207 + 0,024 1,145 £ 0,025 0,97 0,93
86q 1,209 + 0,024 1,270 £ 0,021 2,802 +0,071 1,05 2,265
86r 0,144 = 0,004 0,330+ 0,014 0,401 £0,017 2,29k 1,69
54 51,625 + 6,420 39,174 + 4,750 64,045 + 9,987 0,82b* 1,41

2]Cso vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + standardna devijacija; ®» FRR — Faktor relativne rezistencije, izracunat
kao odnos ICsg vrednosti odredene za U87-TxR ¢elijsku liniju i ICso vrednosti dobijene za odgovarajucu osetljivu U87
¢elijsku liniju; © SI —Indeks selektivnosti, izra¢unat kao ICso(MRC-5)/(ICs0(U87) + ICs0(U87-TxR))/2); % Rezistencija,
definisana tako da je ICso vrednost za dato jedinjenje najmanje dvostruko visa kod rezistentnih ¢éelija u poredenju sa
odgovarajuéim osetljivim ¢elijama; S Kolateralna senzitivnost, definisana tako da je ICso vrednost datog jedinjenja
najmanje 20% niza kod rezistentnih U87-TxR éelija u poredenju sa odgovarajuc¢im osetljivim U87 éelijama. S Selektivnost
prema Celijama raka, definisana tako da je ICsyp vrednost datog jedinjenja najmanje dva puta veca kod normalnih
(netumorskih) MRC-5 ¢elija u poredenju sa prose¢nom ICsg vrednos¢u za U87 i US7-TxR Celije raka.

3.1.1.1. Uticaj na P-glikoprotein

Radi ispitivanja uticaja jedinjenja na funkciju P-glikoproteina (P-gp), rezistentne ¢elije U87-
TxR su istovremeno tretirane 5 pM rastvorom fluorescentne boje rodamin 123 1 5 pM rastvorom
odabranih jedinjenja — diaminskih derivata 82a—c 1 njihovih analoga sa TP motivom 86a, 86g 1 86h.
Rodamin 123 je fluorescentna boja i supstrat P-gp ¢ija je akumulacija u ¢eliji obrnuto srazmerna
aktivnosti P-gp. Nakon tretmana, meren je srednji intenzitet fluorescencije (MFI, engl. mean
fluorescence intensity), koji je proporcionalan intracelularnoj akumulaciji boje - povecanje MFI
ukazuje na smanjenu aktivnost P-gp, tj. na inhibiciju transportne funkcije ovog proteina. Kao
negativna kontrola, koriS¢ene su netretirane U87-TxR ¢elije, dok je kao pozitivna proba upotrebljen
tarikvidar (48) (Slika 19), inhibitor P-gp trece generacije, u koncentraciji 50 nM. Na osnovu
izmerenih vrednosti MFI, moguce je izracunati FAR (engl. fluorescence activity ratio), definisan kao
odnos MFTI tretiranih U87-TxR ¢elija i MFI netretiranih U87-TxR celija.

Na osnovu vrednosti MFI 1 FAR (Tabela 2), uoceno je da derivati sklareola izazivaju
povecanje akumulacije rodamina 123 (Rho 123) u odnosu na netretirane celije Ovakav rezultat
ukazuje da jedinjenja dovode do smanjene aktivnosti P-gp. Nasuprot tome, sklareol (54) nije
pokazivao znacajnu aktivnost. Jedinjenja 86a, 86g—r znacajno su povecavala akumulaciju rodamina
123 u ¢eliji, pri ¢emu su se posebno izdvojili hibridi 861, 86q i1 86r, kod kojih je vrednost FAR bila
cak veca nego posle primene tarikvidara. Ovi rezultati ukazuju da jedinjenja 861, 86q i 86r imaju
potencijal da povecaju osetljivost rezistentnih tumorskih ¢elija na hemoterapeutike supstrate P-gp.
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Tabela 2. Ispitivanje promene u akumulaciji rodamina 123 u ¢elijama U87-TxR nakon tretmana 5 uM
jedinjenjima 54, 82a—c, 86a i 86g-r.

Jedinjenje MFT? FAR? Jedinjenje MFI* FAR"
Us87 188,46 + 1,91 2,90 £ 0,04 86i 114,04 £ 1,98 1,76 £ 0,05
U87-TxR 64,88 + 4,43 / 86j 115,50 £ 2,06 1,78 £ 0,05
48° 124,97 £ 2,24 1,93 £0,05 86k 121,21 £2,05 1,87 £0,05
54 61,52 + 3,68 0,95 + 0,08 861 126,76 £ 1,79 1,95 £ 0,04
82a 84,68 + 2,40 1,31 +£0,05 86m 110,09 + 2,28 1,70 £ 0,05
82b 77,44 + 1,94 1,19 £ 0,04 86n 113,11 £2,05 1,74 £ 0,05
82c 93,10+ 2,26 1,43 £0,05 860 121,61 £2,05 1,87 £0,05
86a 115,05 £3,11 1,77 £ 0,07 86p 115,50 £ 2,06 1,78 £ 0,05
86g 107,12 + 1,81 1,65+ 0,04 86q 143,26 +£3,71 2,21 +£0,08
86h 97,62 £ 1,94 1,50 + 0,04 86r 156,49 + 3,42 2,41 £ 0,08

2 MFI (engl. Mean Fluorescence Intensity) — izmereni srednji intenzitet fluorescencije, prikazan kao srednja vrednost +
standardna devijacija; ? FAR (engl. Fluorescence Activity Ratio) — odnos fluorescentnih aktivnosti, izradunat kao odnos
MFTI (tretiranih rezistentnih ¢éelija)/MFI (netretiranih rezistentnih celija), prikazan kao srednja vrednost = standardna
devijacija; © Tarikvidar (48) koriS¢en kao pozitivna kontrola za inhibiciju P-gp pri 50 nM.

Na osnovu uporedne analize rezultata ispitivanja citotoksi¢nosti (Slika 25A) i modulacije P-
gp (Slika 25B), pokazano je da diaminski derivati sklareola 82a—c imaju slabiji efekat na modulaciju
P-gp u poredenju sa odgovaraju¢im hibridima 86a, 86g i 861. Medutim, nije bilo moguce utvrditi
jasan odnos izmedu citotoksi¢nosti 1 selektivnosti derivata sklareola i njihovih hibrida. Hibrid 86l,
kao 1 njegov diaminski analog 82¢, pokazali su odli¢nu citotoksi¢nost i selektivnost prema ¢elijama
glioblastoma, te su zbog tih karakteristika izabrani za dalju bioloSku evaluaciju.
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Slika 25. Poredenje citotoksi¢nosti derivata sklareola i njegovih hibridnih jedinjenja, kao i njihov uticaj na
aktivnost P-gp. (A) Nelinearne inhibicione krive, dobijene softverom ,,GraphPad Prism 8.0.2° na osnovu MTT
testa, pokazuju citotoksi¢ni efekat i selektivnost derivata sklareola (82a, 86a, 82b, 86g, 82d i 86l) prema
osetljivim (U87) i rezistentnim (U87-TxR) celijama glioblastoma, kao i prema normalnim humanim
fibroblastima (MRC-5). (B) Uporedeni su efekti ispitanih jedinjenja na akumulaciju rodamina 123 (Rho 123)
u MDR ¢elijama U87-TxR, sa jedinjenjem 54 kao maticnim jedinjenjem i tarikvidarom (48) kao pozitivhom
kontrolom. Analiza protocne citometrije pokazuje razlike izmedu tretiranih uzoraka, izraZzene u procentima
povecanja akumulacije rodamina 123.
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3.1.1.2. Uticaj strukture na aktivnost

Analizom odnosa strukture i1 aktivnosti (SAR) testiranih jedinjenja utvrdeno je da diaminski
derivati 82a—c i vecina hibridnih molekula 86 pokazuju poboljsanu citotoksi¢nu aktivnost u poredenju
sa sklareolom (54) i diaminskim derivatima triazolopirimidina 89a—e (Slika 24). Hibridi 86g—r
pokazali su vecu potentnost prema obe ¢elijske linije, U87 i U87-TxR, u poredenju sa odgovarajuc¢im
diaminima 82b—c, pri ¢emu je izuzetak predstavljalo jedinjenje 86j, koje je imalo manju aktivnost od
82b prema celijskoj liniji U87 (Tabela 1). Uporedivanjem hibridnih jedinjenja koji sadrze isti TP
fragment (serija 86a—f i 86g—-r) moze se zakljuciti da prisustvo piperazinskog prstena u molekulu
dovodi do smanjenja aktivnost u odnosu na linearne alkil-diaminske fragmente (Slika 24).
Poredenjem jedinjenja koja sadrze jedno triazolo[1,5-a]pirimidinsko jezgro (86g, 86h, 86i, 86m, 86n
i1 86p) sa njihovim bis([1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinskim) analognim derivatima (87a—f) utvrdeno
je da uvodenje drugog TP jezgra dovodi do znacajnog pada aktivnosti (Slika 24).

Na osnovu vrednosti FAR (Tabela 2) uoceno je da svi derivati sklareola 82a—c i hibridi 86a—
r znacajnije inhibiraju aktivnost P-gp u poredenju sa sklareolom (54). Hibridi sa CF3- supstituentom
na C5 poziciji TP jezgra (86q, 86r i 86K) pokazali su izrazeniju modulaciju aktivnosti P-gp u odnosu
na odgovarajuce hibridne derivate sa fenil- (86h, 86m i 86j) ili metil-grupom (86¢g, 861 i 86i) na istoj
poziciji. Izuzetak predstavlja jedinjenje 86p, koje je pokazalo manju aktivnost u odnosu na 860.

Uticaj supstituenata na triazolopirimidinskom jezgru utvrden je poredenjem ICso vrednosti
hibrida 86 sa istim diaminskim strukturnom motivom (Tabela 1). Uocene su sledeée pravilnosti:

1. Hibridi sa fenil-grupom na poziciji C2 pokazuju manju citotoksi¢nu aktivnost u odnosu na
odgovarajuce hibride sa vodonikom na C2 (86g vs. 86i, 86h vs. 86j, 86q vs. 86k, 86l vs. 86n,
86m vs. 860, 86r vs. 86p). [zuzetak su jedinjenja 86g i1 86i kod U87 i jedinjenja 86q 1 86k na
¢elijskoj liniji U87-TxR.

2. Zamena metil-grupe fenil-grupom na poziciji C5 (86g vs. 86h, 86i vs. 86j, 861 vs. 86m, 86n
vs. 860) uglavnom dovodi do smanjenja aktivnost, pri cemu je izuzetak jedinjenje 86h, koje je
bilo potentnije od 86g prema celijskoj liniji U87;

3. Zamena metil-grupe trifluormetil-grupom na poziciji C5 povecava aktivnost (86g vs. 86q, 86i
vs. 86k, 861 vs. 86r, 86n vs. 86p). Izuzeci su jedinjenja 86i, koje je bilo potentnije od 86k
prema Celijskoj liniji U87), 1 861, koje je bilo potentnije od 86r prema U87-TxR ¢elijskoj liniji.

3.1.1.3. Uticaj sintetisanih jedinjenja na celijske procese

Analiza ¢elijskog ciklusa bojenjem propidijum-jodidom (PI) kod U87 1 U87-TxR ¢elijskih
linija izvedena je u cilju ispitivanja potencijalnog mehanizma koji dovodi do kolateralne osetljivosti
(Slike 26A i P23). Celije su tretirane sa 50 uM rastvorom jedinjenja 54, 5 uM 82¢, 1 uM 861 i 10 uM
cisplatinom (15, pozitivna kontrola). Kod netretiranih U871 U87-TxR ¢elija, nakon 48 ¢asova najveci
deo populacije (70-75%) bio je u GO/G1 fazi Sto ukazuje na sporu progresiju Celijskog ciklusa.
Tretman sklareolom doveo je do povecéanja broja ¢elija u subGO fazi, $to ukazuje na prisustvo Celijske
smrti, smanjenja broja ¢elija u GO/G1 fazi, kao 1 povecanja broja ¢elija u S 1 G2/M fazama. Sli¢an
efekat na obe Celijske linije primecen i kod jedinjenja 82¢ i 861. Medutim, uticaj na ¢elijski ciklus bio
je znatno manje izrazen kod rezistentne ¢elijske linije U87-TxR, §to ukazuje da kolateralna osetljivost
nije direktno povezana sa izmenama u celijskom ciklusu. Ovi rezultati sugeriSu da ispitivana
ovaj nain se moze objasniti ranije zabelezeno sinergijsko dejstvo sklareola sa etopozidom,
cisplatinom, doksorubicinom, bortezomibom i ciklofosfamidom, kod razli¢itih tipova tumora.'!*123

Dvojno bojenje za detekciju apoptoze sa aneksin-V i propidijum-jodidom (AV/PI) radeno je
nakon 24, 48, 1 72 casova. Pokazalo se da sklareol indukuje kasnu apoptozu i nekrozu (Slika P24),

33



Nasi radovi

pri cemu je najizraZzeniji efekat zabelezen posle 48 Casova (Slike 26B i1 P24). Jedinjenje 82c¢
indukovalo je ranu apoptozu ve¢ posle 24 Casa. Ovaj efekat je bio vremenski zavisan, te je kod U87
¢elijske linije bio je najizrazeniji nakon 48 Casova, dok je kod U87-TxR ¢elijske linije bio najizrazeniji
posle 72 casa (Slika P24). Sa druge strane, jedinjenje 86l je indukovalo ranu i1 kasnu apoptozu,
nezavisno od trajanja tretmana i to kod obe celijske linije. Cisplatin (15), koris¢en kao pozitivna
kontrola, indukovao je nekrozu i1 kasnu apoptozu kod obe ¢elijske linije, pri ¢emu je uticaj na
rezistentnu ¢elijsku liniju U87-TxR bio manji (Slike 26B i P24).
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Slika 26. Poremecaj celijskog ciklusa i indukcija ¢elijske smrti nakon tretmana sa jedinjenjima 54 i njegovim
derivatima (82c i 86l). 54 je primenjen u koncentraciji od 50 uM, dok su za jedinjenja 82¢ i 861 koriS¢ene
znac¢ajno nize koncentracije (5 uM i 1 uM, redom). Cisplatin (15) u koncentraciji od 10 uM posluzio je kao
referentni lek. (A) Analiza ¢elijskog ciklusa izvrSena je proto¢nom citometrijom (PI bojenje DNK) nakon 48
h tretmana. Faze ciklusa (subGo, Go/Gi, S i G2/M) su prikazane u procentima prema slici P23. (B) Indukcija
¢elijske smrti analizirana je protocnom citometrijom uz AV/PI bojenje nakon 48 h tretmana. Klasifikacija
tipova c¢elijske smrti (nekroza, rana i kasna apoptoza) je prikazana u procentima prema slici P24. Statisticka
analiza je uradena u ,,GraphPad Prism 8.0.2° softveru pomo¢u ANOVA testa (,,Dunnett™ test za viSestruka
poredenja), a znacajne razlike izmedu tretiranih i kontrolnih uzoraka oznacene su kao *p<0,05, **p<0,01,
**%p<0,001.

3.1.1.4. Uticaj na oksidativni stres

Uticaj jedinjenja na mitohondrijski membranski potencijal ispitan je koriS¢enjem JC-1
katjonske boje. Pri narusenom membranskom potencijalu JC-1 se nalazi u obliku monomera, koji
emituju zelenu fluorescenciju na 525 nm, dok kod neoSte¢ene membrane mitohondrija, JC-1 formira
agregate i emituje crvenu fluorescenciju na 585 nm. Odnos emitovane zelene i crvene fluorescencije
direktno zavisi od mitohondrijskog membranskog potencijala, te porast intenziteta zelene
fluorescencije ukazuje na depolarizaciju mitohondrijske membrane. Kao pozitivna kontrola koriséen
je karbonil cijanid m-hlorfenil hidrazon (CCCP), inhibitor oksidativne fosforilacije i dekuplujuci
agens mitohondrija. Jedinjenja 82¢ i 861 znacCajno su smanjivala mitohondrijski membranski
potencijal, dok sklareol nije ispoljio znacajniji uticaj (Slike 27A 1 P25).
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Pracena je i koncentracija reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta. Nivo superoksidnog radikal-
anjona (O2") odredena je reakcijom sa dihidroetidijumom (DHE), koji se oksidacijom prevodi u 2-
hidroksietidijum (DHR), fluorescirajuce jedinjenje sa maksimumom emisije na 585 nm. Nastanak
peroksinitrita (ONOO") 1 vodonik-peroksida (H202) pracen je pomocu dihidrorodamina, koji
oksidacijom formira rodamin, jedinjenje koje fluorescira na 525 nm. Intenzitet fluorescencije
oksidovanih formi boja bio je proporcionalan koncentraciji odgovarajucih reaktivnih kiseoni¢nih 1
azotnih vrsta. Analiza koncentracije superoksidnog radikal-anjona pokazala je da jedinjenja 82¢ i 861
smanjuju nivo superoksida u ¢elijama (Slike 27B 1 P26A). Suprotno tome, zabelezen je znacajan
porast koncentracije vodonik-peroksida i peroksinitrita, Sto ukazuje da ova jedinjenja indukuju
oksidativni stres u ¢elijama glioblastoma (Slike 27C 1 P26B). Za 54 je primeceno antioksidativno
dejstvo, odnosno znacajno smanjenje koncentracije superoksida, peroksinitrita i vodonik-peroksida
(Slike 27 i P26).
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Slika 27. Uticaj jedinjenja 54, 82¢ i 861 na mitohondrijski membranski potencijal i nivo reaktivnih kiseoni¢nih
i azotnih vrsta (ROS i RNS) u ¢elijama glioblastoma U87 i U87-TxR. (A) Promene membranskog potencijala
mitohondrija procenjene su JC-1 bojenjem, gde prelazak crvenih fluorescentnih agregata u zelene monomere
ukazuje na smanjenje mitohondrijskog membranskog potencijala. Jedinjenje 54 je primenjeno u koncentraciji
od 50 uM, dok su jedinjenja 82c¢ i 86l koriS¢ena u nizim koncentracijama (5 uM i 1 uM). (B) Produkcija
superoksidnog radikal-anjona (O:") ispitivana je koris¢enjem DHE boje, koja postaje fluorescentna samo pri
interakciji sa superoksidnim radikal-anjonom. (C) Produkcija vodonik-peroksida (H20,) i peroksinitrita
(ONOO") mereni su pomo¢u DHR fluorescentne boje, koja emituje fluorescenciju samo uz prisustvo ovih
molekula. Kao standard za poredenje u svim testovima koris¢en je CCCP (10 uM). Statisticka analiza izvrSena
je u ,,GraphPad Prism 8.0.2“ sa ANOVA testom (,,Dunnett” test za viSestruka poredenja), gde su znacajne

razlike izmedu tretiranih i kontrolnih uzoraka oznacene kao **p<0,01, ***p<0,001.

Ako se uzme u obzir ¢injenica da su U87-TxR ¢elije osetljivije na oksidativni stres u odnosu
na U87 liniju'>*, moZe se zakljuditi da je opaZena kolateralna osetljivost rezistentnih U87-TxR ¢elija
pod dejstvom jedinjenja 82¢ i 86l posledica povecanja nivoa reaktivnih azotnih vrsta, kao i
narusavanja funkcije mitohondrija.
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3.2. Derivati sklareola sa adamantanom

Adamantan predstavlja Cest strukturni motiv u bioloski aktivnim jedinjenjima, prvenstveno
zbog svog uticaja na farmakokineticke osobine molekula (apsorpcija, distribucija, metabolizam,
ckskrecija, toksi¢nost — ADMET).!> Zahvaljujuéi visokoj hidrofobnosti, adamantan, i njegovi
derivati, najviSe se koriste pri dizajnu lekova namenjenih za leCenje bolesti centralnog nervnog
sistema, jer omogucavaju efikasan prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru.!*® Strukturno, adamantan
se sastoji od Cetiri cikloheksanska prstena u konformaciji stolice, te je veoma rigidne strukture, ali je
pod malim ugaonim naponom. Graden je iskljucivo od alifaticnih C-C i sekundarnih i tercijarnih C-
H veza, te pokazuje nisku hemijsku reaktivnost. Ispitivanja izvedena na derivatima 19-nortestosterona
pokazala su da esterifikacija polozaja 17 adamantan-karboksilnim kiselinama poveéava metabolicku
stabilnost, Sto je rezultat sterne zastite reaktivnog centra od hidrolitickih enzima, ali i uvodenja
voluminoznog adamantanskog ostatka.!’

Najpoznatiji derivati adamantana sa antitumorskom aktivnos¢éu su adafostin (90), adaroten
(91) i opaganib (92)."® Adafostin (90) deluje kao inhibitor tirozin kinaze, sa izraZenom
antitumorskom aktivno$¢u, narocito prema modelima leukemijskih celija. Njegov mehanizam
delovanja ukljucuje indukciju oksidativnog stresa povecanjem koncentracije reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta, vezivanjem za kompleks III u transportnom lancu elektrona'® i pojadavanjem ekspresije
enzima kao $to su glutation S-transferaza, superoksid dismutaza i hem oksigenaza.'®® Dokazano je da
adamantanski skelet znacajno poboljSava farmakokineti¢ka svojstva in vivo 1 povecava citotoksicnost
adafostina u poredenju sa metil-estarskim analogom.'>® Adaroten, atipi¢ni sintetski retinoid, pokazao
je snaznu aktivnost protiv razli¢itih tumorskih ¢elijskih linija.!®"!2 MoZe da indukuje ¢elijsku smrt u
2D i 3D modelima humanog karcinoma dojke.!®> Opaganib je lek u klinickoj upotrebi za legenje
razli¢itih maligniteta i inflamatornih procesa, ukljucujuci karcinom pluca, prostate, debelog creva,
jajnika i jetre, multipli mijelom, limfom i leukemiju.!®> Deluje kao inhibitor sfingozin-kinaze-2,
dihidroceramid-desaturaze i glukozilceramid-sintaze.!®> Opaganib stimuli$e autofagiju i/ili apoptozu
u tumorskim ¢elijama smanjujuci nivo sfingozin-1-fosfata, ¢ime povecava koncentraciju ceramida u
tumorskim ¢elijama, $to za posledicu ima suzbijanje signalnih puteva u ¢elijama, kao $to su pERK 1
pAKT.!%® Opaganib je pokazao potencijal i u le¢enju pacijenata obolelih od COVID-19, gde je

potvrdena njegova bezbedna primena u klini¢kim studijama.!®
0

HO
NH
=z
) -
\
L« e
OH OH N

90 91 92
Adafostin Adaroten Opaganib

Slika 28. Primeri bioloski aktivnih jedinjenja sa adamantanskim motivom.

Imaju¢i u vidu znacaj prisustva adamantanskog strukturnog motiva na farmakokineticke
osobine bioloski aktivnih molekula, osmisljeni su derivati sklareola koji su povezani sa adamantanom
preko diaminskog fragmenta. Reduktivho aminovanje diaminskog derivata 82b sklareola sa
adamantanskim aldehidom nije se pokazalo kao optimalni metod usled niskih prinosa i nastanka
smesSe regioizomera. Zbog toga je odabran alternativni sintetski put koji se zasniva na reakciji
aldehida 81 sa odgovaraju¢im adamantanskim diaminima, S$to je omogucilo efikasnije dobijanje
zeljenog proizvoda (Slika 29).
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put A
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Isprobani reakcioni uslovi: i) NaBH(OAc);, CH,Cl,, s.t. 22%);
ii) NaBH3;CN, MeOH, HCI, pH = 5, 0%
iii) Ti(OiPr)4, MeOH, potom NaBH,, 34%.

Slika 29. Retrosintetski putevi za sintezu jedinjenja sklareola sa adamantanom.

Sinteza aminoadamantanskih derivata ostvarena je u dva koraka (Shema 16). Prvi korak
obuhvatao je reduktivho aminovanje 1-adamantankarboksaldehida AdCHO odgovaraju¢im N-Boc-
supstituisanim diaminima razliitih duzina, koris¢enjem NaBH(OAc); kao redukcionog sredstva. Na
taj nacin dobijeni su Boc-zaSti¢eni derivati aminoadamantana 93. U drugom koraku deprotekcija
terminalne amino-grupe izvedena je primenom viska trifluorsiréetne kiseline. Primenjena
metodologija je bila uspeSno iskoriS¢ena i za sintezu jedinjenja 94i polaze¢i od komercijalno
dostupnog 1-adamantilmetilketona AdCOCHz3. Na sli¢an nacin, sintetisana su jedinjenja 94e—h i 94k
izvedena iz 2-(1-adamantil)etanala AdCH2CHO uz siréetnu kiselinu kao regulatora pH vrednosti. S
obzirom na to da je utvrdeno da na biolosku aktivnost derivata sklareola uti¢e duzina diaminskog
strukturnog motiva, koriS¢eni su diamini sa dva, tri, Sest i osam metilenskih grupa, kao i cikli¢ni

piperazin.
O o
i) ili ii) H iii) %
m R N NHBoe N o™ NHBoc m O NH,
n R

H,

AdCHO: m=0,R=H 93a:m=1,R=H,n=1;66% 942:m=1,R=H,n=1;81%
AdCH,CHO: m=1,R=H 93b:m=1,R=H,n=2;83% 94b: m=1,R=H,n=2; 98%
AdCOCH;: m=0,R =Me 93c:m=1,R=H,n=5;83% 94c:m=1,R=H,n=5;94%
93d:m=1,R=H,n=7;89% 94d: m=1,R=H,n=7;90%
93e:m=2,R=H,n=1;74% 94e:m=2,R=H,n=1;72%
93f: m=2,R=H,n=2;88% 94f: m=2,R=H,n=2;88%
93g: m=2,R=H,n=35;80% 94g: m=2,R=H,n=75; 88%
93h: m=2,R=H,n=7;89% 94h: m=2,R=H,n=7;90%
93i: m=1,R=Me,n=5; 74% 94i: m=1,R=Me,n=5;79%
iy ili if) (" TNBoc i (N
CHO ——_ N\) —_— N\)
'm (\NBOC 'm m
Ny
AdCHO: m=0,R=H 93j:m=1;71% 94j: m=1;98%
AdCH,CHO: m=1,R=H 93k: m=2;77% 94k: m = 2; 94%

Reakcioni uslovi: i) NaBH(OAc);, CH,Cl,, s. t. 24 h; ii) AcOH, NaBH(OAc);, CH,Cl,, MeOH, s. t. 24 h; iii) TFA, CH,Cl,, s. t. 3 h.

Shema 16. Sinteza diaminskih derivata adamantana 94a—k.

Bilo je znacajno ispitati da li modifikacija aromati¢nog jezgra moze poboljSati bioloSku
aktivnost. Tiofensko i furansko jezgro se ¢esto koriste kao izosterne zamene za benzen, te je pokuSana
sinteza jedinjenja 95a—b. Ova jedinjenja nije bilo moguce dobiti oksidativnom Hekovom reakcijom
iz odgovaraju¢ih boronskih kiselina. Medutim, kada su primenjeni uslovi za Hekovu reakciju,
uspesno su dobijeni zeljeni derivati polaze¢i iz heteroaril-bromida. U reakciji su koriS¢eni
Pd(PPh3)Cl> kao katalizator, KoCOs; kao baza, a rastvaraC je bio MeCN. Ova metodologija se
pokazala efikasnom i pri sintezi jedinjenja 81, kad je kao polazni materijal koriS¢en 4-
brombenzaldehid.
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CHO

95a: X =S; 70%
95b: X =0; 93%

0 81:85%

Reakcioni uslovi: i) Pd(PPh;),Cl,, K,CO;, MeCN, Ar, A, 24 h.
Shema 17. Dobijanje aldehidnih derivata 81 i 95a—b sklareola Hekovom reakcijom.

Poslednji korak u sintezi bilo je formiranje C-N veze reduktivnim aminovanjem u prisustvu
Ti(OiPr)4 1 NaBH4. U reakciji su kao supstrati koriS¢eni aldehidi 81 i 95a—b, ¢ime je postignuta
strukturna raznovrsnost aromati¢nog jezgra novodobijenih jedinjenja (Shema 18).

NH 96a:m=1,R=H,n=1;80%
(é)n 96b: m=1,R =H,n=2; 82%
96c:m=1,R=H,n=5;86%

96d: m=1,R=H,n=7;73%

R‘“ 96e:m=2,R=H,n=1;72%
96f: m=2,R=H,n=2;88%

96g: m=2,R=H,n=5;77%

96h: m=2,R=H,n=7;78%

96i: m =1, R =Me,n=5; 89%
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96j: m=1; 87%
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Reakcioni uslovi: i) Ti(OiPr)4, MeOH, s. t. 16 h, potom NaBHy, s. t. 2 h.

Shema 18. Sinteza aminoadamantanskih derivata sklareola 961 97.

Reakcija se selektivno odvijala preko terminalne amino-grupe aminoadamantanskih derivata,
$to je potvrdeno korelacijama u HSQC i HMBC spektrima. Na slici 30 prikazani su '"H-'3C HSQC i
'H-3C HMBC spektri jedinjenja 97a sa znacajnim korelacijama za potvrdu strukture. U 'H NMR
spektru uocene su cetiri metilenske grupe u susedstvu azota na hemijskim pomeranjima 3,90 ppm
(H25, singlet), 2,63 ppm (H26, triplet), 2,55 ppm (H31, triplet) 1 2,23 ppm (H32, singlet). Korelacije
u HMBC spektru koje su nedvosmisleno ukazale da je do vezivanja doslo preko terminalnog azota
bile su:

- korelacija benzilne grupe 25 sa metilenskom grupom na polozaju 26 iz diaminskog fragmenta
(H25/C26 1 H26/C25);

- korelacija metilenske grupe 32 u susedstvu adamantana sa metilenskom grupom 31 iz
diaminskog fragmenta (H31/C32 1 H32/C31).
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Slika 30. 'H-"*C HSQC i 'H-'3C HMBC spektri jedinjenja 97a sa oznacenim kljuénim korelacijama.
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Jedinjenja u kojima je aminska funkcionalna grupa metilenskog mosta zamenjena amidnom,
sintetisana su iz prekursora 98. Sinteza jedinjenja 98 je izvedena prema procedurama opisanim u
literaturi: 2-(1-adamantil)siréetna kiselina je prevedena u odgovarajuci alkanoil-hlorid upotrebom
SOCl,, a zatim je u reakciji sa N-Boc-zasticenim 1,3-diaminopropanom dobijen odgovarajuci
zasticeni amid.'®” Nakon uklanjanja zastitne grupe, jedinjenje 98 je podvrgnuto reduktivnom
aminovanju sa aldehidima 81 i 95a—b, pri ¢emu su amidni derivati 99a—c sklareola dobijeni u
odli¢nim prinosima (Shema 19).

81

H
[0} iif) O - 99a: 88%
. iv
R H/\/\NHZ

R = OH 98: 87%

NH
- HN

) R=Cl 9% 95a-b %

DI R = NH(CH,);NHBoc; 88% —_— o

99b: X =S; 78%
99¢: X =0; 82%
Reakcioni uslovi: i) SOCI,, A, 2 h; ii) BocNH(CH,);NH,, Et;N, CH,Cl,, 0 °C - s. t.; iii) TFA, CH,Cl,, s. t.;

iv) Ti(OiPr)4, MeOH, s. t. 16 h, zatim NaBHy, s. t. 2 h.

Shema 19. Sinteza jedinjenja 99a—c.

Primenom prethodno optimizovane procedure za dobijanje diaminskih derivata sklareola
sintetisani su derivati 82d—e 1 100a—d (Shema 20). Na ovaj nacin dobijeni su analozi jedinjenja 98 1
99 koji ne sadrze adamantansko jezgro u cilju ispitivanja uticaja adamantil-grupe na biolosku
aktivnost.
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Reakcioni uslovi: i) Ti(OiPr),, MeOH, s. t.,16 h, potom NaBHy, s. t., 2 h.

Shema 20. Sinteza diaminskih derivata sklareola 82d—e i 100a—d.
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U nastavku istrazivanja je pokusana sinteza analognih jedinjenja 103 koja umesto benzilnog
polozaja imaju direktno vezan azot za aromaticno jezgro. U direktnoj reakciji izmedu adamantanom-
modifikovanog p-bromanilina 102 i sklareola pod uslovima za Hekovu reakciju nije doslo do
konverzije.

Reakcioni uslovi: i) Ti(OiPr)4, MeOH, s. t., 16 h, potom NaBH,, 2 h ;
ii) jedinjenje 54 Pd(PPh;),Cl,, K,CO3, MeCN, Ar, A, 24 h.

Shema 21. PokusSaj sinteze jedinjenja sa anilinskim motivom 103.

Isto tako, pokusSan je alternativni metodoloski pristup za dobijanje Zeljenih derivata. Plan je
bio da se u prvom koraku dobije anilinski amin 104, za koji bi se naknadno vezao adamantan
reduktivnim aminovanjem. Reakcija nije bila uspesna primenom prethodno opisanih uslova Hekove
i oksidativne Hekove reakcije. Medutim, reakcijom sa p-jodanilinom uz prisustvo n-BusNBr i
Pd(OAc): nastao je Zeljeni derivat 104 u dobrom prinosu. Stajanjem u CDCls, doSlo je do
intramolekulske ciklizacije, pri ¢emu je nastala smeSa derivata manoiloksida i 13-epi-manoiloksida
105a. Struktura ovih produkata potvrdena je dvodimenzionalnim NMR eksperimentima i IR
spektroskopijom. Radi potvrde ovog zapazanja, jedinjenje 105a uspesno je dobijeno i redukcijom p-
nitrofenil-derivata sklareola 106 primenom [B(OH):]» 1 2,2’-bipiridina. Pregledom literature,
utvrdeno je da aril-supstituisani derivati manoiloksida pokazuju umereno antitumorsko dejstvo prema
razli¢itim tumorskim celijama, pri ¢emu je najpotentniji derivat (105b) pokazao slabije dejstvo od
sklareola.!®® Zbog toga ova jedinjenja nisu bila predmet daljih ispitivanja.

NH,

ii)
64%

NO,

105a
iii) 38:3R=dr 3:1

90%

CHO

Reakcioni uslovi: i) Pd(OAc),, n-BuyNBr, K,CO;, DMF, 100 °C, 24 h; iii) CDCl;, s. t. 24 h;
iii) [B(OH),],, 2,2"-bipiridin, s. t., 16 h.

Shema 22. Pokusaj sinteze anilinskog derivata sklareola 104.
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3.2.1. Ispitivanje bioloske aktivnosti jedinjenja sklareola sa adamantanskim motivom

Preliminarno ispitivanje citotoksi¢nosti sklareola (54), 19 derivata sklareola sa
adamantanskim motivom (96a-k, 97a-h 1 99a—c¢) 1 9 diaminskih analoga (82a—e i 100a—d)
sprovedeno je MTT testom na humanim senzitivnim c¢elijama nesitnocelijskog karcinoma pluca
(NCI-H460) i odgovaraju¢im rezistentnim celijama (NCI-H460/R) pri koncentraciji od 1 uM
(Slika 31). NCI-H460/R ¢elijska linija se odlikuje prekomernom ekspresijom P-gp i dobijena je
postepenim izlaganjem NCI-H460 ¢elijske linije rastu¢im koncentracijama doksorubicina.'® Zbog
nerastvorljivosti u DMSO, jedinjenja 96h, 97d 1 97h nisu bila ukljucena u biolosku evaluaciju.
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Slika 31. Prikaz preliminarnog ispitivanja citotoksi¢énog dejstva novih derivata sklareola. Ispitivanja su
izvedena na humanim ¢elijskim linijama nesitnocelijskog karcinoma pluca — osetljivoj liniji NCI-H460 (A) i
rezistentnoj liniji NCI-H460/R (B). Celije su tretirane sklareolom i njegovim derivatima u koncentraciji od 1
uM tokom 72 h. Vijabilnost éelija je ispitana MTT testom u tri nezavisna eksperimenta. Vijabilnost netretiranih
¢elija podesena je na 100%, dok crvena linija oznacava 50% ¢elijske vijabilnosti.

42



Nasi radovi

Na osnovu dobijenih rezultata (Slika 31) odabrano je devet derivata sklareola (96b, 96¢, 96i,
97a, 97b, 97c, 97e, 97f 1 97g) koji su pri koncentraciji od 1 uM izazvali inhibiciju rasta > 50 % kod
osetljivih NCI-H460 celija. Za ova jedinjenja je izvrSeno dozno-zavisno ispitivanje citotoksi¢nosti
MTT testom (Tabela 3 1 Slika P27). Derivati sklareola sa adamantanskim motivom pokazali su skoro
100 puta vecu citotoksi¢nost prema ¢elijama nesitnocelijskog karcinoma plu¢a u poredenju sa
sklareolom (54). Cetiri derivata (96b, 96¢, 96i i 97e) pokazala su izuzetnu aktivnost i prema
viSestruko rezistentnim ¢elijama NCI-H460/R (Slika 31).

Tabela 3. Ispitivanje citotoksi¢nog efekta jedinjenja 54, 96b, 96¢, 96i, 97a-c i 97e-g, prema celijskim linijama
NCI-H460, NCI-H460/R i MRC-5.

Jedinjenje ICs0 vrednost (uM)" FRR? SI¢
NCI-H460 NCI-H460/R MRC-5
54 457+1,0 63,9+1,8 752+34 1,40 1,37
96b 0,468 = 0,009 1,062 + 0,026 1,158 £ 0,015 2,27R 1,51
96¢ 0,599 + 0,013 1,043 £ 0,023 0,930+ 0,013 1,74 1,13
96i 0,470 + 0,009 1,032 + 0,023 0,746 £ 0,013 2,19R 0,99
97a 0,759+ 0,017 2,089 + 0,048 1,772 +£ 0,038 2,75% 1,24
97b 0,897+ 0,018 0,565 £ 0,009 2,265+ 0,039 0,65 3,108
97¢ 0,348 + 0,007 1,222 + 0,027 1,539 + 0,027 3,51R 1,96
97e 0,225 + 0,004 0,978 + 0,023 0,900+ 0,017 4,35R 1,50
97f 0,867+ 0,016 2,468 + 0,062 1,785+ 0,037 2,85R 1,07
97g 0,644 + 0,014 1,361 + 0,036 2,366 = 0,050 2,11R 2,365

2 ICso vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + standardna devijacija; ® FRR — Faktor relativne rezistencije,
izraCunat kao odnos ICso vrednosti odredene za NCI-H460/R ¢elijsku liniju i ICso vrednosti dobijene za odgovarajucu
osetljivu NCI-H460 celijsku liniju; ¢ SI — Indeks selektivnosti, izracunat kao ICso(MRC-5)/((ICso(NCI-H460)) +
(ICso(NCI-H460/R)))/2; R Rezistencija, definisana tako da je ICso vrednost za dato jedinjenje najmanje dvostruko visa
kod rezistentnih ¢elija u poredenju sa odgovaraju¢im osetljivim ¢elijama; ©S Kolateralna osetljivost, definisana tako da
je ICso vrednost datog jedinjenja najmanje 20% niza kod rezistentnih NCI-H460/R ¢elija u poredenju sa odgovaraju¢im
osetljivim NCI-H460 éelijama. Prag od 20% usvojen je kao konvencionalni kriterijum u literaturi; S Selektivnost prema
¢elijama raka, definisana tako da je ICso vrednost datog jedinjenja najmanje dva puta veéa kod normalnih (netumorskih)
MRC-5 ¢elija u poredenju sa prosecnom ICsy vrednoscéu za NCI-H460 i NCI-H460/R ¢elije.

Analizom podataka prikazanih u Tabeli 3, moZe se uociti povecan stepen rezistencije kod svih
ispitivanih jedinjenja u poredenju sa sklareolom (54). Jedino je jedinjenje 97b izazvalo kolateralnu
senzitivnost kod NCI-H460/R ¢elija (FRR = 0,6) i izraZzenu selektivnost prema tumorskim ¢elijama
(SI=3,10), ¢ime se izdvojilo kao najperspektivniji kandidat za dalja bioloska ispitivanja. Pored njega,
i derivat 97g pokazao je selektivnost prema celijama raka (SI = 2,36). Analiza odnosa strukture i
aktivnosti (Slika 31, Tabela 3) pokazala je da uvodenje alkil-adamantanskih grupa u molekul
znacajno povecava citotoksi¢nost prema obe celijske linije. Adamantanski derivati 96a—i 1 97a—h
pokazali su vecu aktivnost u poredenju sa odgovaraju¢im diaminskim analozima 82a—e 1 100a—d.
Medu njima, jedinjenja sa acikli¢nim diaminskim fragmentom (96a—i) ispoljila su vec¢i citotoksicni
potencijal od jedinjenja sa piperazinskom strukturom (96j—k). Dalja uporedna analiza derivata 96a—
d i 96e—h ukazuje da C3 i C6 strukturni motivi generalno doprinose povecanju citotoksi¢nosti, sa
izuzetkom jedinjenja 96e. Poredenjem jedinjenja 96¢ 1 96g sa istim C6 diaminskim fragmentom
uoceno je da 96¢ pokazuje bolju aktivnost, Sto sugeriSe da je adamantilmetil-grupa povoljnija u
odnosu na adamantiletil-grupu. Ovaj trend je uocen i poredenjem ostalih parova jedinjenja sa istim
diaminskim nizom: 96b vs. 96f, 96¢ vs. 96g i 97e vs. 97g (izuzetak predstavlja par 97¢ vs. 97a).
Uvodenje amidne funkcionalne grupe kod jedinjenja 99a—c¢ nije dovelo do znacajnog poboljSanja
aktivnosti.
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3.2.1.1. Indukcija Celijske smrti i promene u raspodeli celijskog ciklusa

Analiza ¢elijske smrti pomocu dvojnog AV/PI bojenja (Slike 32, P28 1 P29) je sprovedena za
derivate 97a—c i 97e—g. Tretman je primenjen u trajanju od 72 h pri koncentraciji 1 uM. Utvrdeno je
da ispitivani derivati prvenstveno indukuju nekrozu kao dominantan oblik ¢elijske smrti kod obe
ispitivane celijske linije, dok je kod rezistentnih NCI-H460/R ¢elija zabeleZen porast broja ¢elija i u

fazi kasne apoptoze.
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Slika 32. Indukcija ¢elijske smrti pod dejstvom adamantanskih derivata sklareola (97a, 97b, 97¢, 97e, 97f i
97g) pri koncentracijama od 1 uM i 2 uM. Ispitivanja su sprovedena na NCI-H460 i NCI-H460/R ¢elijskim
linijama nakon 48 Casova tretmana, a zatim podvrgnute AV/PI bojenju. Svaki eksperiment ponovljen je tri
puta. Procenat ¢elija u ranoj i kasnoj apoptozi, nekrozi, kao i vijabilnih ¢elija prikazan je na histogramima.
StatistiCka analiza izvrSena je u programu ,,GraphPad Prism 8.0.2° uz dvofaktorsku analizu varijanse
(ANOVA) i ,,Dunnett” test. Statisticki znacajna razlika izmedu tretiranih uzoraka i netretirane kontrole je
oznacena na slede¢i nacin: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

Uporedivanjem udela mrtvih ¢elija moze se uociti da jedinjena 97a, 97¢, 97e—g imaju manji
efekat na rezistentne Celije, odnosno, procenat mrtvih ¢elija bio je niZi kod rezistentne linije NCI-
H460/R u poredenju sa senzitivnom NCI-H460 celijskom linijom. Ovakav rezultat je u skladu sa
rezultatima dobijenim MTT testom (Tabela 3). Kod jedinjenja 97b primecen je ve¢i udeo mrtvih
¢elija kod rezistentne linijje NCI-H460/R u poredenju sa senzitivnim linijjom NCI-H460, i to pri obe
ispitivane koncentracije, ¢ime je potvrdena kolateralna senzitivnost (Tabela 3). Uzimajuci u obzir da
jedinjenje 82¢ indukuje ranu apoptozu u ¢elijama glioblastoma U87 1 U87-TxR nakon 48 h, moze se
zakljuciti da su efekti derivata sklareola specifi¢ni za odredene tipove tumorskih ¢elija. Na ovaj
zakljucak ukazuju i ¢injenice da hibridi sklareola i doksorubicina izazivaju ranu apoptozu u ¢elijama
astrocitoma gradusa 3,'7° dok derivat 56d indukuje istovremeno i apoptozu i autofagiju kod PC-3

éelija raka prostate.!**
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Analiza raspodele ¢elijskog ciklusa izvedena je bojenjem pomocu PI nakon 72 h tretmana pri
koncentraciji od 1 uM (Tabela 4, Slike P30 i P31). Uporedivanjem udela ¢elija u razli¢itim fazama
¢elijskog ciklusa (subG0, GO/G1, S, G2/M) sa netretiranim ¢elijama, uoc¢eno je da je jedinjenje 97e
izazvalo najizrazeniji poremecaj ¢elijskog ciklusa. Ovaj derivat smanjuje udeo ¢elija u GO/G1 fazi i
povecanja broj ¢elija u subGO fazi kod obe linije (NCI-H460 i NCI-H460/R), dok se kod rezistentne
linije primecuje smanjen udeo ¢elija u G2/M fazi. Kod jedinjenja 97b, na osnovu udela ¢elija u subGO0
fazi u odnosu na netretirane NCI-H460/R ¢elije, kolateralna senzitivnost nije potvrdena (Tabela 4).
Ovaj derivat je povecao udeo ¢elija u GO/G1 fazi i smanjio udeo u G2/M fazi kod NCI-H460 celija.
Jedinjenja 97¢ 1 97g u NCI-H460 ¢elijama, kao 1 97f u NCI-H460/R ¢elijama dovela su do znacajnog
smanjenja udela ¢elija u GO/G1 fazi.

Tabela 4. Ispitivanje uticaja jedinjenja 97a—c i 97e—g na distribuciju ¢elijskog ciklusa kod NCI-H460 1 NCI-
H460/R ¢elijskih linija.

NCI-H460

Faza?® Kontrola 97a 97b 97¢ 97e 97f 97¢g
subGO® | 1,76 0,14  6,07+3,18 3,33+2,03 720+£3,03 8,65+289 347+135 857+296
GO/G1 | 5436+ 1,04 55,14+£1,69 63,86+1,73 48,10+1,84 46,06+1,85 57,18+2,02 48,70+ 1,85
S 19,95+ 1,30 16,66+2,18 16,82+232 20,07+224 16,99+2,09 18,18+231 17,51+2,13
G2/M | 21,08 +4,17 19,68 =648 14,03+4,01 22,03+7,64 24,15+827 18,55+4,84 21,80+4,84

NCI-H460/R

Faza Kontrola 97a 97b 97¢ 97e 97f 97¢g
subGO | 8,90+3,02 8,78+422 10,78+4,66 7,95+5,07 22,07+494 1633+492 11,42+5,31
GO/G1 | 57,38+ 1,76 57,93 +£222 57,73+£2,48 59,99+256 50,70+2,89 4746=+3,05 54,54+293
S 1443+ 1,35 12,98+1,71 13,84+1,88 12,47+2,07 11,67+2,18 1644+2,05 1439+2,10
G2/M | 20,40+4,51 21,09+5,14 18,72+5,53 20,32+6,35 16,14+8,15 20,88+8,10 20,71+7,17

2 Distribucija éelija je izrazena u %, prikazana kao srednja vrednost = standardna devijacija; * subGO0 predstavlja
populaciju ¢elija u procesu apoptoze.
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3.2.1.2. Nanocesticna priroda sklareola i njegovih derivata

Sklareol (54) spontano formira cestice nanometarskog reda veliCine jednostavnim
rastvaranjem u ultracistoj vodi, bez potrebe za posebnom pripremom (Tabela 5 i Slika P32). Veli¢ina
Cestica sklareola je oko 210 nm, dok je indeks polidisperzije (PDI) priblizno 0,2, Sto ukazuje na
njihovu uniformnost. Cestice poseduju negativan zeta potencijal (ZP) ispod -20 mV, $to sugerise
nisku sklonost ka agregaciji. Diaminski derivati sklareola sa tiofenskim i furanskim prstenom (100a—
d) spontano formiraju znatno manje Cestice, veli¢ine (110—170 nm), sa niskim PDI i pozitivnim zeta-
potencijalom. Nizak PDI je uocen i kod derivata 97¢, 97e 1 97f, koji takode imaju pozitivan ZP
(Tabela 5 i Slika P32). Derivati sklareola sa adamantanom formiraju ¢estice sli¢nih veli¢ina kao kod
sklareola (pre¢nika oko 200—300 nm), ali sa pozitivnim ZP ve¢im od +30 mV, §to ukazuje na nisku
verovatnoc¢u spontane agregacije (Tabela 5 i Slika P32). Medu derivatima, jedinjenje 97g imalo je
najbolji PDI (< 0,2), veli¢inu manju od 200 nm i ZP preko 35 mV.

Visoka citotoksi¢nost ispitivanih derivata moze biti posledica njihove sklonosti ka formiranju
pozitivno naelektrisanih ¢estica nanometarskog reda veli¢ine, koje se efikasno vezuju za negativno
naelektrisanu celijsku membranu tumorskih ¢elija, Sto obezbeduje prodor u tumorske celije i
selektivni efekat u odnosu na normalne celije. Uticaj veliCine Cestica ogleda se u indeksu
selektivnosti: jedinjenje 97f formira najvece nanocestice (~287 nm), i pokazuje nizak indeks
selektivnosti (SI = 1,07), dok jedinjenje 97g, koje formira kompaktnije nanocestice (~195 nm) sa
visokim zeta potencijalom (+37,5 mV), pokazuje znacajno visi indeks selektivnosti (SI = 2,36).

Tabela 5. Ispitivanja nanocesti¢nih osobina sklareola i njegovih derivata 100a—d, 97a—c i 97e—g.

Jedinjenja Veli¢ina (nm)? PDI® ZP¢ (mV)
54 210,43 + 10,25 0.226 + 0,023 234+23
100a 112,57 £ 0,38 0,168 + 0,004 30,9 +5,7
100b 165,70 + 1,05 0,272 + 0,004 29,6 £33
100¢ 118,77 = 1,06 0,053 +£0,010 16,4 + 3,0
100d 122,03 + 2,17 0,148 £0,010 28,6 £1,6
97a 208,57 + 5,65 0,157 +0,014 35,0+0,9
97b 215,63 +£2,65 0,188 +0,011 37,4+0,4
97¢ 204,27 + 4,82 0,174 £ 0,016 37,3+3,1
97e 249,43 +£2.82 0,239 +0,015 392+0,4
97f 286,93 + 2,85 0,228 £0,019 29,8 £3,8
97g 195,23 +£3,90 0,131 +0,009 37,5+0,8

a Rezultati merenja su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija; * PDI — indeks polidisperznosti; ® ZP —
zeta potencijal.

3.2.1.3. Inhibicija aktivnosti P-glikoproteina derivatima sklareola sa adamantanom

Jedinjenjima 54, 97a—c i 97e—g ispitana je sposobnost modulacije aktivnosti P-gp, pri cemu
je kao referentno jedinjenje koriscen je tarikvidar (48). Sva testirana jedinjenja, osim sklareola (54),
povecala su akumulaciju rodamina 123 u rezistentnim ¢elijama NCI-H460/R pri koncentraciji od
5 uM, §to ukazuje na inhibiciju aktivnosti P-gp (Tabela 6). Medutim, njihov inhibitorni efekat nije
dostigao nivo tarikvidara (48), Sto se vidi na osnovu MFI vrednosti u Tabeli 6. Indeks senzitivnosti
(IS), koji odrazava sposobnost jedinjenja da dovede do reverzije rezistencije (IS=100 kod senzitivnih
NCI-H460 ¢elija), premasio je vrednost od 50 jedino kod tarikvidara (48).

Medu testiranim jedinjenjima, derivat 97b se izdvojio kao snazan inhibitor P-gp (Tabela 6), a
pored toga je izazvao kolateralnu senzitivnost kod NCI-H460/R celijske linije (Tabela 3, Slika 31).
Derivati 97e 1 97f takode su znacajno inhibirali aktivnost P-gp (Tabela 6), ali su istovremeno pokazali
nizu citotoksi¢nost u rezistentnim ¢elijama u odnosu na senzitivne Celije (Tabela 3), Sto ukazuje da
su ovi derivati supstrati za P-gp.
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Tabela 6. Inhibicija aktivnosti P-glikoproteina indukovana jedinjenjima 54, 97a—c i 97e—g pri 5 uM.

Celijske linije i jedinjenja MFI* FARP IS¢
NCI-H460 332903 +455 9,36 100,00
NCI-H460/R 35577 £ 69 / 10,69
484 279759 £ 455 7,86 84,04
54¢ 51051 £ 65 1,43 15,33
97a 69177 + 84 1,94 20,78
97pN 126613 + 497 3,56 38,03
97¢c 59102 + 88 1,66 17,75
97eSU8 129509 + 486 3,64 38,09
97{5UB 104011 + 605 2,92 31,24
97g 71129 £ 103 1,99 21,37

A MFI (engl. Mean Fluorescence Intensity) — izmereni srednji intenzitet fluorescencije, prikazan kao srednja vrednost
+ standardna devijacija; ® FAR (engl. Fluorescence Activity Ratio) — odnos fluorescentnih aktivnosti, izradunat kao
odnos MFI (tretiranih rezistentnih ¢éelija)/MFI (netretiranih rezistentnih ¢elija), prikazan kao srednja vrednost +
standardna devijacija; ¢ IS — Indeks senzitivinosti, izracunat kao MFI (rezistentnih tretiranih ¢elija) x 100/MFI
(senzitivnih netretiranih ¢elija); ¢ Tarikvidar (48) koris¢en kao pozitivna kontrola za inhibiciju P-gp pri koncentraciji
50 nM; © Sklareol je primenjen u koncentraciji 50 uM; ™! jedinjenja inhibitori P-gp koja zaobilaze rezistentni fenotip
na osnovu MTT testa i inhibiraju aktivnost P-gp prema testu akumulacije rodamina 123; SV jedinjenja supstrati za P-
gp sa znacajno visim ICsy vrednostima u rezistentnim ¢elijama u poredenju sa senzitivnim ¢elijama (prema rezultatima
MTT testa pokazuju rezistentni profil), dok istovremeno povecavaju akumulaciju rodamina 123.

3.2.1.4. Reverzija rezistencije na doksorubicin u NCI-H460/R celijama primenom derivata sklareola
sa adamantanskim motivom

Doksorubicin je poznat kao supstrat P-gp i njegova efikasnost u rezistentnim c¢elijama je
smanjena usled povecanog efluksa.!”! Jedinjenja koja inhibiraju aktivnost P-gp mogu dovesti do
senzitizacije Celija na citostatike. Jedinjenja 97b, 97e 1 97f, koja su pokazala snaznu modulaciju
aktivnosti P-gp, ispitana su u pogledu sposobnosti da dovedu do reverzije rezistencije na
doksorubicin. Rast rezistentnih NCI-H460/R ¢elija je pracen tokom tretmana doksorubicinom, kao 1
u kombinaciji sa ispitivanim jedinjenjima (Slika 33). MoZe se uociti da se ICso vrednosti za
doksorubicin smanjuju pri kombinovanom tretmanu sa testiranim jedinjenjima, $to ukazuje na
efikasnu senzitizaciju NCI-H460/R ¢elija. Efekat 97b je bio najizraZeniji pri 250 nM (Slika 33),
koncentracija niza od ICso vrednosti odredene za rezistentnu ¢elijsku liniju (Tabela 3). NajizraZeniji
efekat senzitizacije postignut je primenom 500 nM jedinjenja 97e (Slika 33), Sto je u skladu sa
dobijenim najvisSim FAR vrednostima za 97e (Tabela 6). Dozno-zavisan efekat na povecanje
osetljivosti na doksorubicin se jasno uocava u kombinaciji sa 97f (Slika 33).
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Slika 33. Ispitivanje reverzije rezistencije na doksorubicin kod NCI-H460/R ¢elija u kombinaciji sa jedinjenja
97b, 97e 1 97f. Rast Celija pracen je tokom tretmana doksorubicinom, pojedina¢no i u kombinaciji sa
ispitivanim jedinjenjima, tokom 72 h, nakon cega je vijabilnost odredena MTT testom. Statisticka analiza i
vizuelizacija rezultata izvrSene su softverom ,,GraphPad Prism 8.0.2° kori§¢enjem jednofaktorske analize
varijanse (ANOVA) uz ,.Brown-Forsythe* i ,,Welch* testove za visestruka poredenja. Statisticki znacCajne
razlike izmedu tretiranih uzoraka i netretirane kontrole oznacene su na slede¢i naéin: *p < 0,05, **p < 0,01,

##%p < 0,001,
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3.3. Derivati sklareola sa karbamidnim strukturnim motivom

Karbamidna funkcionalna grupa postoji kao rezonantni hibrid tri strukture (Slika 34, XI —
XIII), u kojima atomi azota ucestvuju u delokalizaciji, sto dovodi do znacajne konformacione
rigidnosti.!”!” Struktura karbamida sadrzi i donore i akceptore vodoni¢nih veza, §to povecava
ukupnu hidrofilnost molekula, ali i omogucava interakcije sa proteinima u ¢eliji. Pokazano je da NH—
7 interakcije izmedu uree i aromati¢nih bo¢nih lanaca aminokiselina u proteinima znacajno doprinose
interakciji lekova sa karbamidnom strukturom. Karbamidni strukturni motiv prisutan je u velikom
broju lekova u klinickoj upotrebi, medu kojima su N-nitrozouree (Slika 6): karmustin (10), lomustin
(11) 1 hlorozotocin (12), kao i sorafenib (108) 1 lenvatinib (109) (Slika 34). Sorafenib (107) je inhibitor
brojnih kinaza ukljuéenih u proliferaciju i angiogenezu tumora, kao $to su VEGF, PDGFR, RAF!7* i
koristi se u leenju raka bubrega!”, jetre!’ i §titaste Zlezde.!”” Lenvatinib (108) je inhibitor VEGF
receptora, PDGFRa, receptora faktora rasta fibroblasta i pojedinih proto-onkogena!’®, a primenjuje
se u klini¢koj terapiji raka Stitaste zlezde!” i raka jetre.'® Karmofur (109), lipofilni prolek 5-
fluoruracila (18) (Slika 9), inhibira ceramidazu, ¢ija je neregulisana funkcija povezana sa
Alchajmerovom bole$éu i tumorima.'8! Ugao je u klini¢ku upotrebu za le¢enje raka debelog creva, ali
se vise ne primenjuje zbog izazivanja leukoencefalopatije kod pacijenata.'s?
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Slika 34. Primeri jedinjenja sa karbamidnom funkcionalnom grupom.

Prvobitna ruta za sintezu Zeljenih derivata sklareola sa karbamidnom farmakoforom
ukljucivala je reakciju diaminskih derivata sklareola (82a—d) sa supstituisanim fenil-izocijanatima.
Medutim, ovaj postupak davao je dva regioizomera koja nije bilo moguce razdvojiti. Kako bi se
povecala regioselektivnost sinteze, razvijen je alternativni sintetski put. Reakcijom p-supstituisanih
anilina sa trifozgenom uz prisustvo DIPEA kao baze dobijeni su aril-izocijanati, nakon ¢ega su u isti
reakcioni sud dodavani mono-N-Boc-zasti¢eni alkil-diamini. N-Boc-zasti¢ene uree dobijene su u
dobrim prinosima (Shema 23). Direktna reakcija sa alkil-diaminima pokazala se nepogodna zbog
nastanka sloZene smese proizvoda.
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Reakcioni uslovi: i) (C13C0),CO, DIPEA, CH,Cl,, 0 °C - s. t. 2 h; ii) CH,Cl,, s. t.
Shema 23. Sinteza N-Boc zasti¢enih urea 110a—s.

Kvantitativno uklanjanje zastitne grupe sa jedinjenja 114 uspesno je izvedeno primenom HCI
u MeOH. Dobijena jedinjenja dalje su koriS¢ena u obliku hidrohloridnih soli, jer su se slobodne baze
pokazale kao nestabilne. Kako bi se obezbedila nukleofilna amino-grupa za reakciju reduktivnog
aminovanja, amonijum-grupa je neutralisana dodatkom K>COs3, nakon ¢ega su u reakcioni sud dodati
aldehid 81 i Ti(OiPr)4. Karbamidni derivati sklareola 111 su dobijeni u dobrim prinosima, a reakcija
se odvijala regioselektivno (Shema 24).
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111c: n=1, R = CF3; 80% 111k: n=5,R =CF3;91%
111d: n=2,R =H; 87% 1111: n=5, R = Me; 83%
111e: n=2, R = OMe; 88% 11Im: n=5,R=F;77%
111f: n =2, R = CF;; 82% 111n: n=7,R =H; 77%
111g: n=2, R =Me; 92% 1110: n=7, R = OMe; 89%
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111q: R =H; 80%
111r: R = OMe; 86%
111s: R = CF3; 85%

Reakcioni uslovi: i) HCI, MeOH, s. t. 1 h; ii) K,CO3, MeOH, s. t. 1 h; iii) jedinjenje 81, Ti(OiPr),, MeOH, s. t. 16 h, potom
NaBHy, s. t. 2 h.

Shema 24. Sinteza karbamidnih derivata sklareola 111a-s.
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Kako bi se ispitao uticaj zamene karbamidnog motiva karbamatom na antitumorsku aktivnost
jedinjenja, izvedena je sinteza aril-karbamatnih derivata sklareola. Reakcijom aril-hlorformijata sa
diaminom 82b, u prisustvu DMAP i piridina dobijani su terminalni karbamati 112 u umerenim
prinosima (Shema 25). Medutim, utvrdeno je da jedinjenja 112 pri stajanju podlezu degradaciji, pri
¢emu nastaje jedinjenje 113a, uz oslobadanje odgovarajuc¢eg fenola. Primeéeno je da prisustvo
elektron-odvlaceceg supstituenta u fenolnom ostatku ubrzava degradaciju karbamata (-CF; > -F > -
Me ~ -H > -OMe), §to ukazuje na adiciono-eliminacioni mehanizam u kojem se fenoksidni anjon
ponasa kao odlaze¢a grupa. Na slici 35 prikazani su uporedni spektri izolovanog aril-karbamata,
spektri snimljeni nakon nekoliko dana i spektar izolovanog proizvoda 113a.

R = H, OMe, CF;, Me, F

112a: R = H; 54%
112b: R = OMe; 60%
112¢: R = CF3; 66%
112d: R =Me; 75%
112e: R = F; 60%

Reakcioni uslovi: i) supstituisani fenilhlorformat, DMAP, piridin, CH,Cl,, 0 °C -s.t. 24 h

Shema 25. Sinteza jedinjenja 112 i ciklizacija u 113a.

| |
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Slika 35. '"H NMR spektri. A: jedinjenje 112b snimljeno po izolovanju; B: jedinjenje 112b snimljeno nakon
mesec dana; C: jedinjenje 113a snimljeno nakon preci§¢avanja.
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Nasi radovi

Ovo =zapazanje potvrdeno je reakcijom diaminskog derivata sklareola 82b sa p-
nitrofenilhlorformijatom pod istim reakcionim uslovima. Proizvod ciklizacije dobijen je nakon 24
Casa na sobnoj temperaturi, u dobrom prinosu (Shema 26). Ovakav rezultat je u saglasnosti sa
adiciono-eliminacionim mehanizmom, imajuci u vidu da rezonantna stabilizacija fenoksidnog anjona
pomocu elektron-odvlaceée nitro-grupe povecava njegovu sposobnost da deluje kao odlazeéa grupa.
Reakcija je uspesno primenjena i1 za sintezu jedinjenja 113b polaze¢i od diamina 82d. Strukture
jedinjenja su potvrdene dvodimenzionalnim NMR eksperimentima, a potpuna asignacija jedinjenja
113b prikazana je u Prilogu 2.

o

113a: n=2;71%
113b: n=1;76%
Reakcioni uslovi: i) 4-nitrofenilhlorformat, DMAP, piridin, CH,Cl,, 0 °C - 5. t. 24 h.

Shema 26. Dobijanje cikli¢nih urea sklareola 113a—b.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

Tacke topljenja odredivane su na aparatu Boetius PMHK i nisu korigovane. Tacke topljenja
¢vrstih supstanci odredivane su nakon hromatografskog preciS¢avanja i udaljavanja rastvaraca pod
snizenim pritiskom bez dodatnog precis¢avanja, osim ukoliko nije naglaseno suprotno. IR spektri su
snimani na Thermo-Scientific Nicolet 6700 FT-IR ,,Diamond crystal® spektrofotometru. Polozaji
apsorpcionih traka izrazeni su u cm™. "TH NMR i 1*C NMR spektri snimani su na Varian spektrometru
(na4001 100 MHz) 1 Bruker Ultrashield AVANCE III spektrometru (na 5001 125 MHz) u navedenom
rastvaraCu. Hemijska pomeranja izraZzena su u ppm, konstante kuplovanja (J) u Hz, a multiplicitet
signala je oznacen kao s (singlet), d (dublet), t (triplet), q (kvartet), quint (kvintet), dd (dublet dubleta),
dt (dublet tripleta), td (triplet dubleta), tt (triplet tripleta), ddt (dublet dubleta tripleta), b rs (proSireni
singlet), i m (multiplet). Opticka aktivnost je merena na automatskom polarimetru Rudolph Research
Analytical Autopol IV sa natrijumovom lampom (589 nm) i ¢elijom za merenje od 10 cm. Kao
rastvara¢ za polarimetrijska odredivanja koriS¢en je metanol.

HRMS-HESI spektri snimani su na LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
masenom spektrometru. Uzorci su rastvoreni u ¢istom acetonitrilu (HPLC cisto¢e) 1 direktno
injektovani u instrument. Jonizacija je vrSena u pozitivnom modu na zagrejanoj sondi za elektrosprej
jonizaciju. Korisc¢eni su slede¢i HESI parametri: napon spreja + 4,7 kV, temperatura isparivaca 60
°C, protok gasa za suSenje i pomoc¢nog gasa 24 1 10 a. u. (arbitrary units), respektivno, napon kapilare
49 V, temperatura kapilare 275 °C, napon soc¢iva na cevi 80 V, rezolucija (za m/z 400): 30,000.
HRMS-HESI spektri snimani su i na Q Exactive Plus (ThermoFisher Scientific, Inc., Bremen,
Germany) masenom spektrometru opremljenim zagrejanim izvorom HESI-II. Jonizacija je vrSena u
pozitivnom 1 negativhom modu na zagrejanoj sondi za elektrosprej jonizaciju. Kori§¢eni su sledeci
HESI parametri za snimanje u pozitivnom modu: napon spreja + 3,5 kV, temperatura kapilare 320
°C, protok gasa za suSenje i pomo¢nog gasa 361 11 a. u. (arbitrary units), respektivno, napon kapilare
49 V, S-Lens RF nivo 50,00. Za snimanje u negativnom modu kori§¢eni su slede¢i HESI parametri:
napon spreja -3,6 kV, temperatura kapilare 320 °C, protok gasa za susenje i pomo¢nog gasa 51 0 a.
u. respektivno, S-Lens RF nivo 50,00. Za snimanje masenih spektara niske rezolucije koris¢en je
tandemno-maseni spektrometar sa trostrukim kvadrupolom UPLC-QqQ-MS Waters Acquity UPLC
H-Class 1 TQD. Jedinjenja su bila rastvorena u metanolu, tako da je kona¢na koncentracija jedinjenja
iznosila ~ 1 mg/mL. Kao stacionarna faza kori$¢ena je kolona ACQUITY UPLC BEH C18 50 mm x
2,1 mm x 1,7 um, temperatura kolone je bila 40 °C, a mobilnu fazu ¢inili su 0,2% HCOOH u vodi
(A) 1 acetonitril. 0—1 min 5% B, 1-10 min 5% — 95% B, 10—11 min 95% B, 11-12 min 95% — 5%
B, 12-13 min 5% B. Maseni spektrometar je opremljen trostrukim kvadrupolom, od kojih jedan
predstavlja kolizionu ¢eliju sa argonom kao kolizionim gasom. ESI jonizacija je vrSena u pozitivnom
1 negativnom modu, a napon konusa je bio 35 V.

Za tankoslojnu hromatografiju koriS¢ene su ploce SiO2 1 RP-18 (Merck). Za dry-flash
hromatografiju koris¢en je SiO; (0,018-0,032 mm) i RP-18 (0,018—0,040 mm). Bioloski aktivnim
jedinjenjima je odredivana Cistoca visokoefikasnom te€nom hromatografijom na HPLC sistemu
Agilent 1200 opremljenog pumpom Quat Pump (G1311B), injektorom (G1329B) 1260 ALS, TCC
1260 (G1316A) i detektorom 1260 DAD VL+ (G1315C) koriste¢i najmanje dve razlicite metode.
Merenja su vrSena na talasnim duzinama koje odgovaraju apsorpcionim maksimumima jedinjenja
kako bi se ostvarila maksimalna selektivnost. Jedinjenja su bila rastvorena u metanolu HPLC ¢istoce,
tako da je konac¢na koncentracija jedinjenja iznosila ~ 1 mg/mL. KoriS¢ene su slede¢e metode:

Metoda A. Kao stacionarna faza je koriS¢ena kolona Zorbax Eclipse Plus C18 4,6 x 100 mm 1,8 p,
S. N. USUYDO04738. Eluent ¢ine sledeci rastvaraci: 0,1% HCOOH u vodi (A) i metanol (B). Protok
je bio 0,5 mL/min. Eluiranje sa kolone je radeno sistemom gradijenata: 0—1 min 95% A, 1-6 min
95% A— 5% A, 611 min 5% A, 11-14 min 5% A— 95% A, 14—15 min 95% A.
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Metoda B. Kao stacionarna faza je koriS¢ena kolona Zorbax SB—C18 4,6 x 150 mm 5 p, S. N.
USCMO074615. Eluent ¢ine slede¢i rastvaraci: 0,5% HCOOH u vodi (A) 1 0,3% HCOOH u metanolu
(B). Protok je bio 1,0 mL/min. Eluiranje sa kolone je radeno sistemom gradijenata: 0—1 min 95% A,
1-6 min 95% A— 5% A, 611 min 5% A, 11-14 min 5% A— 95% A, 14-15 min 95% A.

Metoda C. Kao stacionarna faza je koriS¢ena kolona Zorbax SB—CI8 4,6 x 150 mm 5 p, S. N.
USCMO074615. Eluent ¢ine sledec¢i rastvaraci: 5% HCOOH u vodi (A) 1 4% HCOOH u metanolu (B).
Protok je bio 1,0 mL/min. Eluiranje sa kolone je radeno sistemom gradijenata: 0—2 min 95% A, 2—-8
min 95% A— 5% A, 8-9 min 5% A, 9-12 min 5% A— 95% A, 12—-15 min 95% A.

Metoda D. Kao stacionarna faza je koriS¢ena kolona Zorbax SB—C18 4,6 x 150 mm 5 p, S. N.
USCMO074615. Eluent ¢ine slede¢i rastvaraci: 0,1% HCOOH u vodi (A) i metanol (B). Protok je bio
1,0 mL/min. Eluiranje sa kolone je radeno sistemom gradijenata: 0—1 min 95% A, 1-6 min 95% A—
5% A, 6-11 min 5% A, 11-14 min 5% A— 95% A, 14—15 min 95% A.

Metoda E. Kao stacionarna faza je koriS¢ena kolona Zorbax SB—C18 4,6 x 150 mm 5 p, S. N.
USCMO074615. Eluent ¢ine slede¢i rastvaraci: 0,1% HCOOH u vodi (A) 1 acetonitril (B). Protok je
bio 1,0 mL/min. Eluiranje sa kolone je radeno sistemom gradijenata: 0—1 min 95% A, 1-6 min 95%
A— 5% A, 6-11 min 5% A, 11-12 min 5% A— 95% A, 12—-13 min 95% A.

Metoda F. Kao stacionarna faza je koriS¢ena kolona InfinityLab Poroshell 120 CS—-C18 4,6 x 100
mm 2,7 u, S. N. USKBMO01053. Eluent ¢ine slede¢i rastvaraci: 0,1% HCOOH u vodi (A) i metanol

(B). Protok je bio 0,6 mL/min. Eluiranje sa kolone je radeno sistemom gradijenata: 0—1 min 95% A,
1-3 min 95% A— 5% A, 3-8 min 5% A, 811 min 5% A— 95% A, 11-13 min 95% A.

Metoda G. Kao stacionarna faza je koriS¢ena kolona InfinityLab Poroshell 120 CS—C18 4,6 x 100
mm 2,7 u, S. N. USKBMO01053. Eluent ¢ine slede¢i rastvaraci: 0,5% HCOOH u vodi (A) 1 0,3%
HCOOH u metanolu (B). Protok je bio 0,5 mL/min. Eluiranje sa kolone je radeno sistemom
gradijenata: 0—1 min 95% A, 1-6 min 95% A— 5% A, 6—12 min 5% A, 12—-14 min 5% A— 95% A,
14—15 min 95% A.

Metoda H. Kao stacionarna faza je koriS¢ena kolona Zorbax SB—C18 4,6 x 150 mm 5 p, S. N.
USCMO074615. Eluent ¢ine sledeci rastvaraci: 0,1% HCOOH u vodi (A) 1 acetonitril (B). Protok je
bio 1,0 mL/min. Eluiranje sa kolone je radeno sistemom gradijenata: 0—1 min 95% A, 1-6 min 95%
A— 5% A, 6-12 min 5% A, 12-14 min 5% A— 95% A, 14—15 min 95% A.

Metoda I. Kao stacionarna faza je koriS¢ena kolona InfinityLab Poroshell 120 CS—C18 4,6 x 100
mm 2,7 u, S. N. USKBMO01053. Eluent ¢ine slede¢i rastvaraci: 0,1% HCOOH u vodi (A) 1 acetonitril
(B). Protok je bio 0,6 mL/min. Eluiranje sa kolone je radeno sistemom gradijenata: 0—1 min 95% A,
1-6 min 95% A— 5% A, 6—12 min 5% A, 12—14 min 5% A— 95% A, 14-15 min 95% A.

Metoda J. Kao stacionarna faza je koriS¢ena kolona Zorbax Eclipse Plus C18 4,6 x 100 mm 1,8 p,
S. N. USUYDO04738. Eluent ¢ine sledeci rastvaraci: 0,1% HCOOH u vodi (A) i metanol (B). Protok
je bio 1,0 mL/min. Eluiranje sa kolone je radeno sistemom gradijenata: 0—1 min 95% A, 1-3 min
95% A— 5% A, 3-8 min 5% A, 8—11 min 5% A— 95% A, 11-13 min 95% A.

Metoda K. Kao stacionarna faza je koriS¢ena kolona InfinityLab Poroshell 120 CS—C18 4,6 x 100
mm 2,7p, S. N. USKBMO01053. Eluent ¢ine sledeci rastvaraci: 0,1% HCOOH u vodi (A) 1 acetonitril
(B). Protok je bio 0,6 mL/min. Eluiranje sa kolone je radeno sistemom gradijenata: 0—1 min 95% A,
1-6 min 95% A— 5% A, 6—11 min 5% A, 11-14 min 5% A— 95% A, 14-15 min 95% A.

Metoda L. Kao stacionarna faza je koriS¢ena kolona Zorbax SB—-C18 4,6 x 150 mm 5 p, S. N.
USCMO074615. Eluent ¢ine slede¢i rastvaraci: 0,1% HCOOH u vodi (A) i metanol (B). Protok je bio
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0,5 mL/min. Eluiranje sa kolone je radeno sistemom gradijenata: 0—1 min 95% A, 1-6 min 95% A—
5% A, 6-11 min 5% A, 11-14 min 5% A— 95% A, 14—15 min 95% A.

Metoda M. Kao stacionarna faza je koris¢ena kolona Zorbax XDB—C18 4,6 x 150 mm 5 p, S. N.
USKH161360. Eluent ¢ine sledec¢i rastvaraci: 0,1% HCOOH u vodi (A) i metanol (B). Protok je bio
1,0 mL/min. Eluiranje sa kolone je radeno sistemom gradijenata: 0—1 min 95% A, 1-6 min 95% A—
5% A, 6-11 min 5% A, 11-14 min 5% A— 95% A, 14-15 min 95% A.

Metoda N. Kao stacionarna faza je koriS¢ena kolona Zorbax Eclipse Plus C18 4,6 x 100 mm 1,8 p,
S.N. USUYDO04738. Eluent ¢ine sledeci rastvaraci: 0,1% HCOOH u vodi (A) i acetonitril (B). Protok
je bio 0,6 mL/min. Eluiranje sa kolone je radeno sistemom gradijenata: 0—1 min 95% A, 1-6 min
95% A— 5% A, 611 min 5% A, 11-14 min 5% A— 95% A, 14—15 min 95% A.

Metoda O. Kao stacionarna faza je koriS¢ena kolona Zorbax XDB—-C18 4,6 x 150 mm 5 p, S. N.
USKH161360. Eluent ¢ine slede¢i rastvaraci: 0,1% HCOOH u vodi (A) 1 acetonitril (B). Protok je
bio 1,0 mL/min. Eluiranje sa kolone je radeno sistemom gradijenata: 0—1 min 95% A, 1-6 min 95%
A— 5% A, 611 min 5% A, 11-14 min 5% A— 95% A, 14—15 min 95% A.

Metoda P. Kao stacionarna faza je koriS¢ena kolona InfinityLab Poroshell 120 CS—-C18 4,6 x 100
mm 2,7 w, S. N. USKBMO01053. Eluent ¢ine slede¢i rastvaraci: 0,1% HCOOH u vodi (A) i metanol

(B). Protok je bio 0,6 mL/min. Eluiranje sa kolone je radeno sistemom gradijenata: 0—1 min 95% A,
1-6 min 95% A— 5% A, 611 min 5% A, 11-14 min 5% A— 95% A, 14-15 min 95% A.

Tokom izrade ove doktorske disertacije koriS¢eni su N-Boc zaStieni diamini, koji su
sintetisani iz komercijalno dostupnih diamina i (Boc)2O postupcima poznatim u literaturi. Aldehidi
AdCHO i1 AdCH2CHO su sintetisani postupkom poznatim u literaturi polazec¢i iz odgovaraju¢ih
alkohola oksidacijom pomocu piridinijum-hlorhromata (PCC). Jedinjenja su pravljena neposredno
pre upotrebe usled smanjene stabilnosti molekula.

OpSta procedura A za Hekovu reakciju

U reakcioni balon, koji je prethodno osusen plamenom, dodati su sklareol 54 (1,0 ekv.), odgovarajuci
bromaldehid (2,0 ekv.), Pd(PPh3)Cl> (0,1 ekv.), KoCO3 (3,0 ekv.) i suv MeCN (12,3 mL/mmol
sklareol). Atmosfera u balonu je zamenjena argonom, a reakciona smeSa je meSana na sobnoj
temperaturi tokom 10 minuta, nakon ¢ega je zagrevana u uljanom kupatilu na temperaturi kljuc¢anja
rastvaraca tokom 24 ¢asa. Nakon zavrSene reakcije rastvarac je uklonjen pod sniZenim pritiskom, a
sirovi proizvod je precis¢en dry-flash hromatografijom na stubu.

OpSta procedura B za reduktivno aminovanje

U reakcioni balon, koji je prethodno osusen plamenom, dodati su jedinjenje 76 (1,0 ekv.), Ti(OiPr)4
(4,0 ekv.) 1 suv MeOH (1 mL/mmol). Uz neprekidno meSanje u reakcionu smesu je dodat diamin (6,0
ekv.) 1 meSanje je nastavljeno na sobnoj temperaturi tokom 16 Casova. Zatim je dodat NaBH4 (2,0
ekv.), a meSanje je nastavljeno tokom 2 Casa. Nakon toga dodata je voda i reakciona smesa je
procedena kroz tanak sloj SiO2. SiO; je potom dodatno ispran smeSom MeOH/NH3q) (V/v: 9/1).
Rastvaraci su uklonjeni isparavanjem pod snizenim pritiskom, a sirovi proizvod je preciscen dry-flash
hromatografijom na stubu SiO».

Opsta procedura C za sintezu 2,5-disupstituisanih [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7(4H)-ona

U reakcioni balon, koji je opremljen povratnim kondenzatorom, dodati su 3-amino-1,2,3-triazol 83
(1,0 ekv.) 1 supstituisani etil-acetoacetat (1,1 ekv.) i AcOH (1 mL/mmol). Reakciona smesa je
zagrevana do temperature kljucanja rastvaraca tokom 2-10 Casova. Po zavrSetku reakcije, smesa je

55



Eksperimentalni deo

ohladena do sobne temperature, talog je odvojen cedenjem i ispiran hladnim 96% etanolom.
Jedinjenja 84a-c su sintetisana prema prethodno objavljenim procedurama.'83184

Opsta procedura D za sintezu 2,5-disupstituisanih-7-hlor-[1,2,4]|triazolo[1,5-a]pirimidina

U reakcioni balon, koji je opremljen povratnim kondenzatorom, dodati su 2,5-disupstituisani
[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7(4H)-on 84 (1,0 ekv.) i POCI3 (19,5 ekv.), nakon Cega je reakciona
smeSa zagrevana u uljanom kupatilu na temperaturi kljucanja rastvaraca tokom 2 c¢asa. Nakon
hladenja do sobne temperature, sadrzaj balona je izliven u smesu leda i vode. MeSavina je preneta u
levak za odvajanje, a proizvod je ekstrahovan CH2Cl> (3 x 50 mL). Spojeni organski ekstrakti su
osuseni iznad anhidrovanog MgSQys 1 rastvara¢ je uklonjen isparavanjem pod snizenim pritiskom.
Proizvod preciséen dry-flash hromatografijom na stubu (SiO»). Jedinjenja 85a-c su sintetisana prema
prethodno objavljenim procedurama. #3184

Opsta procedura E za nukleofilnu aromati¢nu supstituciju

U reakcioni balon, koji je prethodno osuSen plamenom, dodati su redom jedinjenje 82a (1,0 ekv.),
apsolutni EtOH (4 mL/mmol), EtzN (1,5 ekv.), i 2,5-disupstituisani 7-hlor[1,2,4]triazolo[1,5-
alpirimidin (86, 1,1 ekv.). Reakciona smeSa je meSana na sobnoj temperaturi tokom 3 casa, uz
pracenje toka reakcije tankoslojnom hromatografijom (TLC). Po zavrSetku reakcije, rastvarac je
uklonjen isparavanjem pod snizenim pritiskom, a sirovi proizvod je preciS¢en dry-flash
hromatografijom na stubu SiO,.

Opsta procedura F za nukleofilnu aromati¢nu supstituciju

U reakcioni balon, koji je prethodno osusen plamenom, dodati su redom diaminski derivat sklareola
(82b-¢, 1,0 ekv.), apsolutni EtOH (4 mL/mmol), EtszN (1,5 ekv.), 1 2,5-disupstituisani-7-
hlor[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin (89, 1,0 ekv.). Reakciona smesSa je meSana na sobnoj temperaturi
tokom 16 Casova, uz pracenje toka reakcije tankoslojnom hromatografijom (TLC). Po zavrSetku
reakcije rastvarac¢ je uklonjen isparavanjem pod snizenim pritiskom, a sirovi proizvod je precis¢en
dry-flash hromatografijom na stubu SiO».

Opsta procedura G za reduktivno aminovanje

U reakcioni balon, koji je prethodno osusen plamenom, dodati su redom 81 (1,0 ekv.), suv MeOH (1
mL/mmol), 90 (1,1 ekv.) 1 Ti(OiPr)4 (4,0 ekv.). Reakciona smeSa je meSana na sobnoj temperaturi
tokom 16 sati, nakon ¢ega je dodat NaBH4 (2,0 ekv.) i meSanje je nastavljeno 2 ¢asa. U reakcionu
smesu je dodata voda i sadrzaj iz balona je proceden kroz tanak sloj SiO2, pri ¢emu je SiO> dodatno
ispran dihlormetanom. Rastvaraci su uklonjeni isparavanjem pod sniZzenim pritiskom i sirovi proizvod
je preciséen dry-flash hromatografijom na stubu SiO».

Opsta procedura H za reduktivno aminovanje!®

U reakcioni balon su dodati karbonilno jedinjenje sa adamantanskim motivom (1,0 ekv.), N-Boc
zaSti¢eni diamin (1,2 ekv.) i CH2Cl, (15 mL/mmol), Reakciona smesSa je meSana na sobnoj
temperaturi tokom 2 Casa, nakon ¢ega je dodat NaBH(OACc); (4,0 ekv.), MeSanje je nastavljeno tokom
24 casova, nakon ¢ega je dodat 1M vodeni rastvor NaOH. Reakciona smesa je prebacena u levak za
odvajanje, organski sloj je odvojen, a vodeni sloj je ekstrahovan CH>Cl> (3 x 20 mL). Spojeni
organski slojevi su osuSeni iznad anhidrovanog Na;SOs, nakon cega je rastvara¢ uklonjen
isparavanjem pod snizenim pritiskom. Dobijeni sirovi proizvod precis¢en je dry-flash
hromatografijom na stubu SiO».
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Opsta procedura I za reduktivno aminovanje'®®

U reakcionom balonu napravljen je rastvor 2-(1-adamantil)etanala (1,0 ekv.) u smesi CH,Cl,/MeOH
(v/v:2/1, 15 mL/mmol), nakon ¢ega su dodati N-Boc zasti¢eni diamin (2,0 ekv.) i glacijalna sir¢etna
kiselina (2,0 ekv.). Reakciona smeSa je meSana na sobnoj temperaturi tokom 3 casa, a zatim je dodat
NaBH(OAc)s3 (3,0 ekv.). Mesanje je nastavljeno tokom 24 Casa na sobnoj temperaturi. Reakcija je
prekinuta dodatkom 1M vodenog rastvora NaOH. Smesa je prebacena u levak za odvajanje, organski
sloj je odvojen, a vodeni sloj je ekstrahovan CH>Cl> (3 x 20 mL). Spojeni organski slojevi su osuseni
iznad anhidrovanog Na>SOj4, nakon Cega je rastvarac uklonjen isparavanjem pod snizenim pritiskom.
Sirovi proizvod preciséen je dry-flash hromatografijom na stubu SiO,.

OpSta procedura J za uklanjanje Boc-zaStitne grupe

U reakcioni balon dodati su redom jedinjenje 99 (1,0 ekv.), CH>Cl> (10 mL/mmol) i TFA (20 ekv.).
Reakciona smeSa je meSana na sobnoj temperaturi tokom 3 Casa, nakon Cega je reakcija prekinuta
dodatkom 1M vodeni rastvor NaOH do pH ~ 10. Organski sloj je odvojen, a vodeni sloj je
ekstrahovan CH2Cl> (3 x 20 mL). Spojeni organski slojevi su osuSeni iznad anhidrovanog NazSOs,
nakon ¢ega je rastvarac uklonjen isparavanjem pod snizenim pritiskom. Sirovi proizvod preciscen je
dry-flash hromatografijom na stubu SiO».

Opsta procedura K za reduktivno aminovanje

U reakcioni balon, koji je prethodno osusen plamenom, dodati su redom jedinjenje 75 (1,0 ekv.), suvi
MeOH (5 mL/mmol) 1 jedinjenje 99 (3,0 ekv.). Atmosfera u reakcionom balonu je izmenjena
argonom, nakon ¢ega je dodat Ti(OiPr)4 (4,0 ekv.). Reakciona smesa je meSana tokom 16 Casova,
nakon ¢ega je dodat NaBH4 (2,0 ekv.) i meSanje je nastavljeno 2 ¢asa. U reakcionu smesu je dodata
voda, a sadrzaj iz balona je proceden kroz tanak sloj SiO2, koji je dodatno ispran MeOH/NH3 ) (V/V:
9/1). Rastvaraci su uklonjeni isparavanjem pod sniZzenim pritiskom, a dobijeni sirovi proizvod je
preciscen dry-flash hromatografijom na stubu SiO».

Opsta procedura L za sintezu N-Boc-zaSticenih urea

U reakcioni balon dodati su trifozgen (0,4 ekv.) 1 suvi CH2Cl> (5 mL/mmol). Reakcioni balon je
ohladen u ledenom kupatilu, nakon ¢ega je tokom 1 sata ukapavan rastvor odgovarajuceg anilina (1,0
ekv.) 1 DIPEA (2,2 ekv.) u CH2CLx (5 mL/mmol). Reakciona smesSa je zatim zagrejana do sobne
temperature 1 meSanje je nastavljeno tokom 1 ¢asa. U dobijeni rastvor izocijanata je dodat rastvor N-
Boc zasticeni alkil-diamin (1,1 ekv.), a meSanje je nastavljeno tokom 3 Casa. Nakon zavrSetka
reakcije, smesSa je prebacena u levak za ekstrakciju i isprana vodom. Organski sloj je osusen iznad
anhidrovanog Na>SOys 1 rastvaraci su uklonjeni isparavanjem pod snizenim pritiskom. Sirovi proizvod
je preciséen dry-flash hromatografijom na stubu SiO,.

OpSta procedura M za sintezu karbamida sklareola

U reakcioni balon dodati su jedinjenje 110 (1,0 ekv.) i1 1M rastvor HCI/MeOH (10 ekv.). Reakciona
smesSa je meSana na sobnoj temperaturi tokom 1 ¢asa nakon ¢ega su rastvaraci uklonjeni isparavanjem
pod snizenim pritiskom. Dobijena sirova hidrohloridna so je kori§¢ena dalje bez precis¢enja.

U novi reakcioni balon su dodati dobijena hidrohloridna so (2,0 ekv.), MeOH (5 mL/mmol) i KoCO3
(3,0 ekv.). Nakon mesSana tokom 1 Casa, dodati su jedinjenja 81 (1,0 ekv.) i Ti(OiPr)s (4,0 ekv.).
Reakciona smeSa je meSana tokom 16 ¢asova na sobnoj temperaturi, a zatim je dodat NaBH4 (2,0
ekv.). Nakon 2 casa reakcija je prekinuta dodatkom vode, sadrzaj iz balona je proceden kroz SiOz 1
dodatno isprano je metanolom. Rastvaraci su uklonjeni isparavanjem pod snizenim pritiskom, nakon
cega je Cvrsti ostatak rasporeden izmedu CH>Cl i H2O. Organski sloj je odvojen, a vodeni sloj je
ekstrahovan CH2Cl2 (3 x 20 mL). Organski ekstrakti su spojeni, osuseni iznad anhidrovanog Na>SO4
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i rastvara¢ je uklonjen isparavanjem pod snizenim pritiskom. Sirovi proizvod je preciséen
hromatografijom na stubu SiO; (dry-flash i gravitaciona hromatografija).

Opsta procedura N za sintezu cikli¢nih karbamida sklareola

U plamenom osusen reakcioni balon, sa aktiviranim molekulskim sitima (4 A), dodati su DMAP (1,0
ekv.), piridin (1,0 ekv.), diaminski derivat sklareola (76, 1,0 ekv.) i suvi CH>Cl> (10 mL/mmol).
Reakciona smesa je ohladena u ledenom kupatilu, nakon ¢ega tokom 2 ¢asa ukapavan rastvor 4-
nitrofenilhlorformijata (1,0 ekv.) u CH2Cl, (1 mL/mmol).Po zavrSetku ukapavanja reakciona smesa
je zagrejana do sobne temperature i meSana tokom 24 ¢asa. Po zavrSetku reakcije, reakciona smesa
je rasporedena izmedu slojeva EtOAc i vode. Organski sloj je odvojen, a vodeni sloj je ekstrahovan
EtOAc (3 x 10 mL). Spojeni organski ekstrakti su osuseni iznad anhidrovanog Na»SOs i rastvarac je
uklonjen isparavanjem pod sniZenim pritiskom. Sirovi proizvod je pre€iS¢en hromatografijom na
stubu SiO;.

Sinteza jedinjenja 81 oksidativnom Hekovom reakcijom

4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R,4a8,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-1-il)-
3-metilpent-1-en-1-il)benzaldehid

U reakcioni balon osusen plamenom, koji je opremljen povratnim
kondenzatorom, dodati su sklareol 54 (150 mg, 0,486 mmol, 1,0 ekv.), 4—
formilfenilboronska kiselina (109 mg, 0,729 mmol, 1,5 ekv.), Cu(OAc)2
(177 mg, 0,972 mmol, 2,0 ekv.), NaOAc (120 mg, 1,458 mmol, 3,0 ekv.)
i Pd(OAc), (11 mg, 0,049 mmol, 10 mol%) i suv DMF (7,5 mL).
Atmosfera u balonu je zamenjena argonom 1 reakciona smesa je zagrevana
u uljanom kupatilu na 80 °C tokom 2 casa. Po zavrSetku reakcije,
reakciona smesa je procedena kroz celit i filtrat je rasporeden izmedu vode
1 etil-acetata. Organski sloj je odvojen, a vodeni sloj je ekstrahovan etil-acetatom (3 < 50 mL). Spojeni
organski ekstrakti su osuseni iznad anhidrovanog MgSQs, rastvara¢ je uklonjen isparavanjem pod
snizenim pritiskom 1 sirovi proizvod je preCis¢en dry-flash hromatografijom na stubu (SiOa:
Hex/EtOAc = 7/3). Dobijeno je 169 mg (84%) proizvoda 81 u obliku Zzutog ulja.

CHO

IC (ATR): v=3379,2927,2868, 2735, 1698, 1601, 1568, 1461, 1388, 1306, 1266, 1214, 1167, 1133,
1099, 1085, 1065, 1039, 997, 972, 938, 908, 863, 812, 786, 737, 702, 661 cm™.

'TH NMR (400 MHz, CDCls) 6 = 9,97 (s, 1H, -CHO), 7,81 (d, /= 7,9 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,50 (d, J
=17,9 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,69 (d, J=16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,46 (d, /= 16,2 Hz, 1H, =CH-), 2,45 (b
rs, 2H, 2 x —-OH), 1,84 (d, J = 12,1 Hz, 1H), 1,80-1,72 (m, 2H), 1,68-1,53 (m, 4H), 1,47-1,39 (m,
3H), 1,38 (s, 3H, Me), 1,37-1,33 (m, 1H), 1,29-1,25 (m, 1H), 1,24-1,21 (m, 1H), 1,17 (s, 3H, Me),
1,15-1,07 (m, 1H), 1,02-0,88 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,78 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {1H} NMR (100 MHz, CDCl3) 8 = 191,9; 143,7; 142,0; 135,3; 130,3; 127,0; 125,7; 75,2; 73,7;
61,4; 56,2; 45,1; 44,6 42,1; 39,9; 39.4; 33,5; 33,4 27,6 24.5; 21,6; 20,6; 19,2; 18,5; 15,4 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + Na]" izraCunato za C»7H41O3Na® 435,28697; detektovano
435,28704.

[a]*®p = +36,2 ° (¢ 0,21, MeOH)
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4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R,4a8,8a5)-2-hidroksi-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-1-il)-
3-metilpent-1-en-1-il)benzaldehid (81)

Primenom opste procedure A za Hekovu reakciju, polazeéi od sklareola 54 (100 mg, 0,324 mmol) i
4-brombenzaldehida (120 mg, 0,648 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc =
4/6), dobijen je proizvod 81 (115 mg, 85%) u obliku zutog ulja. Spektroskopski podaci se slazu sa
prethodno dobijenim prilikom sinteze oksidativnom Hekovom reakcijom.

(1R,2R.4aS,8aS5)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(piperazin-1-ilmetil)fenil)pent-4-en-1-il)-
2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (82a)

N Primenom opste procedure B za reduktivno aminovanje, polaze¢i od

NA\? jedinjenja 81 (102 mg, 0,25 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02: CH2Cl/(MeOH/NH3(q) 9/1) = 8/2), dobijen je proizvod 82a
(119 mg, 97%) u obliku bezbojne Cvrste supstance.

T. T. = 85 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v = 3373, 2931, 2868, 1668, 1511, 1459, 1388, 1366,
1345, 1135, 1005, 971, 939, 864 cm™.

TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & = 7,32 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,22 (d, J= 8,0 Hz, 2H, 2
x Ar-H), 6,47 (dd, J; = 16,0 Hz, J> = 2,1 Hz, 1H, =CH-), 6,27 (dd, J; = 16,1 Hz, J> = 1,6 Hz, 1H,
=CH-), 3,40 (s, 2H, Ar—CH2>-NH-), 2,74 (t, /= 4,8 Hz, 4H, -N—(CH2—-CH2),-N-), 2,32 (s, 4H, -N—
(CH2-CHz)>-N-), 1,78-1,73 (m, 1H), 1,67 (d, /= 12,3 Hz, 1H), 1,61 (d, J= 12,6 Hz, 1H), 1,56-1,47
(m, 3H), 1,47-1,39 (m, 1H), 1,38-1,28 (m, 3H), 1,22 (s, 1H), 1,21 (s, 3H, Me), 1,16 (d, /= 2,5 Hz,
1H), 1,15-1,03 (m, 1H), 0,98 (s, 1H), 0,96 (s, 3H, Me), 0,92-0,82 (m, 2H), 0,82 (s, 3H, Me), 0,74 (s,
3H, Me), 0,71 (s, 3H, Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, DMSO-dc): & = 160,7; 159,0; 138,3; 136,1; 129,2; 125,9; 125,2; 72,3;
72,0; 61,1; 55,8; 48,6; 46,1; 44,9; 44,2; 33,3; 32,9; 28,2; 23,9; 21,4; 20,1; 19,3; 18,0; 15,3 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]' izraunato za C3HsiN2O," 483,39451; detektovano
483,39451.

HPLC ¢istoca (A = 254 nm) metoda E: tr = 8,056 min, povrSina 99,04%; metoda F: tr = 8,692 min,
povrsina 98,73%.

[a]2p = + 15,8 ° (c 0,12, MeOH)

(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(4-(((3-aminopropil)amino)metil)fenil)-3-hidroksi-3-metilpent-4-
en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (82b)

Primenom opste procedure B za reduktivno aminovanje, polazeci
N2 od  jedinjenja 81 (50 mg, 0,121 mmol), nakon dry-flash
" hromatografije (SiO2: EtOAc/(MeOH/NHzwg 9/1) = 8/2), dobijen
je proizvod 82b (55 mg, 96%) u obliku bezbojne pene.

T. T. =74 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v = 3352, 2932, 2867, 1664, 1511, 1463, 1388, 1132,
970, 938, 909 cm’!.
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IH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 7,31 (d, J= 7,9 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,23 (d,J= 7,7 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,57 (d, J= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,26 (d, J = 16,1 Hz, 1H, =CH-), 3,75 (s, 2H, Ar—-CH>-NH-),
2,77 (t, J = 6,8 Hz, 2H, ~-CH,~CH2-NH-), 2,68 (t, J = 6,9 Hz, 2H, -CH,-CH2-NH-), 2,31 (b s, 5
H, 2 x —OH, -NH, -NH2), 1,82 (dt, J; = 12,1 Hz, J> = 3,1 Hz, 1H), 1,78-1,70 (m, 2H), 1,68—1,50 (m,
SH), 1,46-1,36 (m, 4H), 1,35 (s, 3H, Me), 1,33-1,31 (m, 1H), 1,26-1,17 (m, 2H), 1,14 (s, 3H, Me),
1,13-1,07 (m, 1H), 1,00-0,88 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

3C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) & = 139,2; 137,9; 136,2; 128,5; 12656, 126;6, 74;9; 73,6; 61,6;
56,2; 53,8;47,4; 45,4;44,5; 42,1, 40,6; 39,9; 39.4; 33,5; 33,4; 33,1; 27,6; 24,4; 21,6, 20,6; 19,3; 18,6;
15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]' izraunato za C3oHsiN20," 471,39451; detektovano
471,39349.

HPLC distoca (A =254 nm).metoda A: tr = 8,665 min, povrsina 98,27%; metoda D: tr = 7,421 min,
povrsina 98,79%.

[0]2° = + 23,0 ° (¢ 0,10, MeOH)

(1R,2R.4aS,8aS5)-1-((R,E)-5-(4-(((6-aminoheksil)amino)metil)fenil)-3-hidroksi-3-metilpent-4-
en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (82c)

NN Primenom opste procedure B za reduktivno aminovanje, polazeci

H od jedinjenja 81 (280 mg, 0,679 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: EtOAc/(MeOH/NH3g 9/1) = 8/2), dobijen
je proizvod 82¢ (334 mg, 96%) u obliku bezbojnog ulja.

IC (ATR): v=3363, 2930, 2864, 1511, 1462, 1388, 1132, 970, 938
-1
cm.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) § = 7,32 (d, J= 7,6 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,24 (d, J= 8,0 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,58 (d, J = 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,27 (d, J = 16,2 Hz, 1H, =CH-), 3,75 (s, 2H, Ar-CH>-NH-),
2,66 (t,J= 7,0 Hz, 2H, ~-CH,~CH2-NH-), 2,60 (t, J = 7,2 Hz, 2H, -CH,~CH>-NH-), 1,99 (b rs, 5H,
2 x ~OH, -NH, -NH2), 1,82 (dt, J; = 12,2 Hz, J> = 3,1 Hz, 1H), 1,79-1,70 (m, 2H), 1,66-1,59 (m,
3H), 1,56 (t, J = 3,1 Hz, 1H), 1,53-1,47 (m, 2H), 1,46-1,37 (m, SH), 1,36 (s, 3H, Me), 1,34-1,29 (m,
SH), 1,26 (s, 1H), 1,23-1,18 (m, 1H), 1,14 (s, 3H, Me), 1,15-1,06 (m, 1H), 1,01-0,88 (m, 2H), 0,84
(s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) & = 139,5; 137,7; 136,2; 128,5; 126,5; 126,4; 74,9; 73,6; 61,5;
56,2;53,8;49,3; 45,4, 44,5;42,2; 42,1, 39,9; 39,4; 33,7; 33,5; 33,4, 30,1; 27,8; 27,3; 26,9; 24,4; 21,6;
20,6; 19,3; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraGunato za C33Hs7N20>" 513,4415; detektovano 513,4407.

HPLC distoca (A =254 nm) metoda A: tr = 8,676 min, povrsina 99,09%; metoda D: tr = 7,377 min,
povrsina 99,46%.

[@]*®p = + 20,0 ° (c 0,10, MeOH)
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(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(4-(((2-aminoetil)amino)metil)fenil)-3-hidroksi-3-metilpent-4-en-1-
il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (82d)

N >N Primenom opste procedure B za reduktivno aminovanje, polazeéi

H od jedinjenja 81 (192 mg, 0,465 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: CH2Clo/(MeOH/NH34q) 9/1) = 7/3), dobijen
je proizvod 82d (188 mg, 89%) u obliku bezbojnog ulja koje
stajanjem ocvrs¢ava.

T. T. =49-50 °C (amortfni prah)

IC (ATR): v=3361,2933,2668, 2385, 2314, 1590, 1512, 1462, 1416, 1388, 1366, 1341, 1266, 1173,
1132, 1085, 1040, 996, 972, 939, 909, 864, 804, 737, 703 cm.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 =7,33 (d, /= 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,24 (d, J = 8,0 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,58 (d, /= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,27 (d, J= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 3,76 (s, 2H, Ar—CH>—NH-),
2,80 (t, J= 5,8 Hz, 2H, -CH,—CH2>-NH-), 2,68 (t, /= 5,9 Hz, 2H, -CH,—CH2-NH-), 2,28 (br s, 5H,
2 x —OH, -NH, —-NH3), 1,88-1,79 (m, 1H), 1,78-1,70 (m, 2H), 1,66—1,52 (m, 4H), 1,46—1,37 (m,
4H), 1,36 (s, 3H, Me), 1,27-1,22 (m, 1H), 1,19 (t, J= 3,8 Hz, 1H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,13 (d, J=4,1
Hz, 1H), 0,99-0,88 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) & = 139,4; 137,9; 136,2; 128,5; 126,5; 126,3; 74,9; 73,5; 61,6;
56.,2;53,6;51,7;45,4; 44,5;42,1; 41,6; 39,8; 39.4; 33,5; 33,3; 27,6; 24,4; 21,6; 20,6; 19,2; 18,6; 15,5
ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]' izraunato za CoHsoN>O," 457,37886; detektovano
457,37807.

HPLC cistoéa (A = 254 nm) metoda M: tr = 7,125 min, povrSina 98,95%; metoda O: tr = 5,210 min,
povrsina 98,44%.

[a]2p = +21,6 ° (¢ 0,55, MeOH)

(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(4-(((8-aminooktil)amino)metil)fenil)-3-hidroksi-3-metilpent-4-en-
1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (82e)

N So 2 Primenom opste procedure B za reduktivno aminovanje, polazeci
" od jedinjenja 81 (100 mg, 0,242 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (Si02: CH2Cl2/(MeOH/NH3z g 9/1) = 7/3), dobijen
je proizvod 82e (108 mg, 82%) u obliku bezbojne ¢vrste supstance.

T. T. = 68-70 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v = 3358, 2929, 2856, 1675, 1568, 1511, 1463, 1387,
1310, 1202, 1134, 1085. 1035. 971, 939, 909, 863, 802, 722 cm™"

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 7,33 (d, J= 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,24 (d, J= 8,2 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,59 (d, /= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,28 (dd, J; = 16,1 Hz, J> = 1,3 Hz, 1H, =CH-), 3,76 (s, 2H,
Ar-CH>-NH-), 2,66 (t,J=7,1 Hz, 2H, -CH>-CH>-NH-), 2,60 (t, /= 7,2 Hz, 2H, -CH>—CH>-NH-
), 1,91 (brs, 5SH, 2 x —-OH, -NH, -NH2), 1,83 (d, /= 12,3 Hz, 1H), 1,78-1,70 (m, 2H), 1,66—1,54 (m,
4H), 1,52-1,46 (m, 2H), 1,45-1,37 (m, 5H), 1,36 (s, 3H, Me), 1,34-1,32 (m, 1H), 1,31-1,25 (m, 6H),
1,23-1,18 (m, 2H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,13-1,08 (m, 1H), 1,00-0,88 (m, 2H), 0,85 (s, 3H), 0,77 (s,
6H, 2 x Me) ppm.
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13C {IH} NMR (100 MHz, CDCls) 8§ = 139,6; 137,7; 136,1; 128,5; 126,5; 126,4; 74,9; 73;6, 61:6,
56;2,53;9,49:4,45:4, 44:5, 42;3, 42;1, 39,9, 39;4, 33,8, 33;5, 33:4, 30;1; 29,6; 29,5; 27,7, 27,3; 27,0;
24.4; 21,6; 20,6; 19,3; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M — H] izraGunato za Ci3sHeO2N2" 541,47276; detektovano
541,47205.

HPLC c¢istoéa (A = 254 nm) metoda K: tr = 5,974 min, povrSina 97,47%; metoda L: tr = 9,930 min,
povrsina 95,83%.

[a]2'p = +18,4 ° (c 0,49, MeOH)

1H-1,2,4-triazol-3-amin (83a)

NH, Jedinjenje je sintetisano prema prethodno objavljenoj proceduri. !

HN7N\
k" U reakcioni balon, koji je opremljen povratnim kondenzatorom, dodat je

) aminoguanidinijum-bikarbonat (950 mg, 6,98 mmol, 1,0 ekv.) nakon ¢ega je HCOOH (0,28
mL, 7,40 mmol, 1,06 ekv.) dodavana u porcijama tokom 30 minuta. Reakciona smeSa je zatim
zagrevana na 80 °C dok nije postala potpuno homogena. Dobijeni rastvor aminoguanidinijum—
formijata je zatim zagrevan na 120 °C tokom 5 ¢asova. Nakon hladenja do sobne temperature dodato
je 3,5 mL 95% etanola. Smesa je zatim zagrejana do klju¢anja i procedena na toplo. Rastvaraci su
uklonjeni pod snizenim pritiskom i proizvod je susen pod istim uslovima. Dobijeno je 563 mg
jedinjenja 83a (96%) u obliku bezbojne kristalne supstance. Proizvod je preciS¢en ponovnom
kristalizacijom i1z apsolutnog EtOH.

T. T. = 153-154 °C (EtOH)

IC (ATR): v=3419,3321, 3229, 3092, 2954, 2868, 2780, 2727, 1808, 1690, 1640, 1555, 1488, 1363,
1265, 1118, 1062, 1013, 974, 907, 755, 606, 442 cm™ .

'H NMR (400 MHz, DMSO—d6): § = 7,44 (s, 1H, =CH-), 5,75 (s, 2H, ~NHz) ppm.
13C {IH} NMR (100 MHz, DMSO-d6): 6 = 162,5; 147,8 ppm.

3-fenil-1H-1,2,4-triazol-5-amin (83b)

i, Jedinjenje je sintetisano prema prethodno objavljenoj proceduri.'®

Ij\\\,N U balon su dodati aminoguanidinijum-bikarbonat (3,00 g, 22,04 mmol, 2,0 ekv.),

e N tetrabutilamonijum-bromid (355 mg, 1,10 mmol, 0,1 ekv.) i 1,4-dioksan (55 mL).
Suspenzija je ohladena u ledenom kupatilu na 0 °C, nakon ¢ega je benzoil-hlorid (1,28 mL, 11,02
mmol, 1,0 ekv.) ukapavan tokom 30 minuta. Reakciona smeSa je potom zagrejana do sobne
temperature, a meSanje je nastavljeno tokom 12 ¢asova. Rastvara¢ je uklonjen isparavanjem pod
snizenim pritiskom. Suvi ostatak je rastvoren je u 30 mL vode, a pH vrednost rastvora je podeSena na
12 ukapavanjem 1M rastvora NaOH. Nastali talog je odvojen cedenjem, nakon ¢ega je suspendovan
u 30 mL vode i suspenzija je zagrevana do temperature klju¢anja tokom 12 ¢asova. Nakon hladenja
do sobne temperature, proizvod je odvojen cedenjem 1 osusSen. Dobijeno je 1,35 g (76%) jedinjenja
83b u obliku zute Cvrste supstance.

T. T. = 184 °C (amortni prah)
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IC (ATR): v=3367,3127,2995, 2934, 2856, 2810, 1665, 1599, 1580, 1535, 1495, 1464, 1444, 1430,
1400, 1344, 1288, 1174, 1159, 1132, 1109, 1083, 1049, 1026, 1000, 985, 910, 822, 768, 747, 722,
695, 682, 664, 518, 494, 481, 440 cm™.

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § = 7,89 (d, J= 7,1 Hz, 2H, 2 x Ph-H), 7,40 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 2
x Ph—-H), 7,34 (t,J = 7,4 Hz, 1H, Ph—H), 5,98 (s, 2H, -NH2) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, DMSO-d6): 6 = 158,2; 157,7; 131,8; 128,4; 125,3 ppm.
HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izradunato za C13H2,Ns" 248,18697; detektovano 248,18661.

5-metil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7(4H)-on (84a)

Primenom ops$te procedure C za sintezu 2,5-disupstituisanih [1,2,4]triazolo[1,5-
a]pirimidin-7(4H)-ona, polaze¢i od jedinjenja 83a (200 mg, 2,379 mmol) i etil-
| j; Y acetoacetata (334 pL, 2,616 mmol) dobijen je proizvod 84a (286 mg, 80%) u obliku
N” N bezbojne &vrste supstance.

(0]

T. T. = 285 °C (EtOH)

IC (ATR): v=3259,3110, 2889, 2806, 1834, 1687, 1615, 1568, 1479, 1410, 1384, 1334, 1298, 1312,

1298, 1253, 1208, 1190, 1155, 1141, 1055, 1017, 957, 921, 846, 822, 750, 662, 648, 594, 520, 478
-1

cm .

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 6 = 8,17 (s, 1H, HetAr-H2), 5,82 (d, J = 0,8 Hz, 1H, HetAr—Hs),
2,31 (d,J=0,8 Hz, 3H, Me—HetAr) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, DMSO-d6): 6 = 155,8; 151,8; 151,6; 150,6; 98,2; 18,6 ppm.

5-fenil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7(4H)-on (84b)

0 Primenom opste procedure C za sintezu 2,5-disupstituisanih [1,2,4]triazolo[1,5-

/ELN/N\> a]pirimidin-7(4H)-ona, polaze¢i od jedinjenja 83a (105 mg, 1,249 mmol) 1 etil-
N~ SN benzoilacetata (238 pL, 1,374 mmol) dobijen je proizvod 84b (140 mg, 53%) u obliku
H bezbojne Cvrste supstance.

Ph

T. T. =294 °C (EtOH)

IC (ATR): v=13286, 3258,3107, 3032, 2955, 2835, 2790, 2569, 1885, 1686, 1624, 1558, 1510, 1488,
1455, 1407, 1367, 1295, 1269, 1245, 1229, 1199, 1156, 1126, 1061, 1026, 980, 945, 911, 875, 829,
791, 775, 756, 718, 699, 676, 628, 598, 536 cm’'.

TH NMR (400 MHz, DMSO-d6): 6 = 8,34 (s, 1H, HetAr-Hz), 7,91 (dd, J; = 7,5 Hz, J> = 2,4 Hz, 2H,
2 x Ph—H), 7,56-7,49 (m, 3H, 3 x Ph—H), 6,33 (s, 1H, HetAr—Hs) ppm.

13C {'TH} NMR (100 MHz, DMSO-d6): & = 156,6; 154,4; 152,0; 150,2; 134,0; 130,8; 128,9; 127,5;
96,8 ppm.
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5-(trifluormetil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]|pirimidin-7(4H)-on (84c¢)

0 Primenom opste procedure C za sintezu 2,5-disupstituisanih [1,2,4]triazolo[1,5-
fj\ /N\> a]pirimidin-7(4H)-ona, polaze¢i od jedinjenja 83a (150 mg, 1,784 mmol) i etil-
)\N trifluoracetoacetata (354 pL, 1,962 mmol) dobijen je proizvod 84c (211 mg, 58%) u

F;C
0 obliku bezbojne Cvrste supstance.

T. T. =264 °C (EtOH)

IC (ATR): v=13366,2910,2695, 1698, 1661, 1563, 1541, 1454, 1345, 1275, 1235,1169, 1130, 1101,
1058, 978, 942, 908, 872, 827, 770, 733, 718, 685, 640, 628, 604, 531, 435 cm™..

'TH NMR (400 MHz, DMSO-d6): & = 8,38 (s, 1H, HetAr-Hz), 7,94 (s, 1H, =NH-), 6,12 (s, 1H,
HetAr—He) ppm.

13C {1H} NMR (100 MHz, DMSO-d6): § = 157,0; 153,8; 150,0 (q, 2Jc_r = 33,1 Hz); 149,2; 142,9;
121,8 (q, Jer=275,1 Hz); 94,8 (q, *Jer, J = 2,5 Hz) ppm.

5-metil-2—fenil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin—7(4H)—on (84d)

Primenom opste procedure C za sintezu 2,5—disupstituisanih [1,2,4]triazolo[1,5-
a]pirimidin—7(4H)—ona, polaze¢i od jedinjenja 83b (150 mg, 0,936 mmol) i etil-
)\ \>—Ph acetoacetata (131 pL, 1,030 mmol) dobijen je proizvod 84d (185 mg, 87%) u obliku

N bezbojne ¢vrste supstance.

T.T. =317 °C (EtOH)

IC (ATR): v=3071, 2924, 2781, 1684, 1620, 1576, 1531, 1444, 1424, 1370, 1339, 1307, 1175, 1119,
1072, 1028, 966, 925, 857, 789, 749, 721, 710, 694, 678, 547, 494 cm.

'TH NMR (400 MHz, DMSO-d6): 6 = 8,11 (dd, J; = 7,6 Hz, J> = 2,1 Hz, 2H, 2 x Ph-H), 7,57-7,48
(m, 3H, 3 x Ph—H), 5,84 (s, 1H, HetAr—Hs), 2,33 (s, 3H, Me-HetAr) ppm.

3C {H} NMR (100 MHz, DMSO-d6): 6 = 160,7; 155,7; 151,4; 151,3; 130,2; 130,1; 128,8; 126,5;
98.,4; 18,6 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izracunato za Ci2HiiN4O" 227,09274; detektovano
227,09264.

2,5-difenil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7(4H)-on (84e)

o Primenom opste procedure C za sintezu 2,5-disupstituisanih [1,2,4]triazolo[1,5-

N alpirimidin-7(4H)-ona, polaze¢i od jedinjenja 83b (150 mg, 0,936 mmol) i etil-

/EL )\\’ S—pn benzoilacetata (178 pL, 1,030 mmol) dobijen je proizvod 84e (220 mg, 81%) u
obliku bezbojne Cvrste supstance.

T. T. = 240 °C (EtOH)

IR (ATR): v=3322,3060, 1982, 1702, 1680, 1620, 1580, 1444, 1412, 1370, 1325, 1308, 1279, 1248,
1177,1154,1118, 1091, 1073, 1015, 983, 920, 892, 849, 835, 784, 730, 691, 634, 604, 589, 530, 504,
491, 459, 412 cm'.
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'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): & = 8,17 (dd, J; = 7,8 Hz, J> = 1,7 Hz, 2H, 2 x Ph-H), 7,98-7,93
(m, 2H, 2 x Ph-H), 7,56-7,49 (m, 6H, 6 x Ph-H), 6,29 (s, 1H, HetAr—Hs) ppm.

3C {'H} NMR (100 MHz, DMSO-d6): & = 160,4; 156,7; 134,5; 130,6; 130,4; 130,0; 128,7; 128,7;
128,6; 127,2; 126,5; 125,5; 95,8 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]' izraunato za Ci7HisN4O" 289,10839; detektovano
289,10817.

2-fenil-5-(trifluormetil)-[1,2,4|triazolo[1,5-a]pirimidin-7 (4H)-on (84f)

0 Primenom opSte procedure C za sintezu 2,5—disupstituisanih [1,2,4]triazolo[1,5-

/fLN/N\>—Ph a]pirimidin—7(4H)—ona, polazeé¢i od jedinjenja 83b (250 mg, 1,561 mmol) i etil-

PO N)\\N trifluoracetoacetata (251 pL, 1,717 mmol) dobijen je proizvod 84d (284 mg, 65%)
H u obliku bezbojne ¢vrste supstance.

T. T. =234 °C (EtOH)

IC (ATR): v=13389, 3308, 3070, 2965, 2876, 1903, 1699, 1666, 1602, 1582, 1560, 1547, 1523, 1461,
1445, 1410, 1381, 1331, 1280, 1193, 1156, 1137, 1094, 1073, 1027, 1012, 980, 962, 944, 924, 891,
948, 817, 789, 766, 730, 693, 6334, 604, 498, 459 cm™.

TH NMR (400 MHz, DMSO-d6) 5 = 8,17 (d, J = 6,6 Hz, 2H, 2 x Ph—H), 7,52-7,40 (m, 3H, 3 x Ph—
H), 5,99 (s, 1H, HetAr—Hs) ppm.

13C {'"H} NMR (100 MHz, DMSO-d6) § = 161,5; 158,8; 157,9; 149.9 (q, °Jcr = 32,8 Hz); 131,9;
129,5; 128,6; 126,6; 120,6 (q, "Jc-r = 275,2 Hz); 92,4 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraCunato za Ci2HsF3N4O" 281,06447; detektovano
281,06444.

7-hlor-5-metil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin (852)

Cl Primenom opste procedure D za sintezu 2,5-disupstituisanih-7-hlor-[1,2,4]triazolo[1,5-

/E\N’N\> a]pirimidina, polaze¢i od jedinjenja 84a (250 mg, 1,665 mmol), nakon dry-flash

Sy~ =N hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 6/4), dobijen je proizvod 85a (214 mg, 76%) u
obliku bezbojne ¢vrste supstance.

T. T. =150 °C (amortni prah)

IC (ATR): v=3116, 3070, 1800, 1749, 1708, 1676, 1624, 1609, 1562, 1521, 1443, 1381, 1368, 1308,
1286, 1250, 1192, 1054, 990, 905, 875, 772, 653, 631, 497 cm™..

'TH NMR (400 MHz, CDCl3): 8 = 8,49 (s, 1H, HetAr-Hz), 7,10 (s, 1H, HetAr—Hs), 2,72 (s, 3H, Me—
HetAr) ppm.

13C {1H} NMR (100 MHz, CDCls): § = 165,4; 156,2; 155,9; 139,1; 111,4; 25,2 ppm.
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7-hlor-5-fenil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin (85b)

cl Primenom opste procedure D za sintezu 2,5-disupstituisanih-7-hlor-[ 1,2,4]triazolo[1,5-

A NN, a]pirimidina, polazeci od jedinjenja 84b (174 mg, 0,820 mmol), nakon dry-flash

)\ > hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 8/2), dobijen je proizvod 85b (116 mg, 61%)
obliku u zute ¢vrste supstance.

T. T. = 148 °C (amortni prah)

IC (ATR): v=3116, 3046, 2925, 1615, 1526, 1491, 1452, 1433, 1377, 1334, 1314, 1292, 1280, 1256,
1224, 1186, 1168, 1088, 1070, 1028, 1001, 934, 918, 858, 842, 789, 764, 701, 684, 653, 632, 570,
485 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 8 = 8,57 (s, 1H, HetAr-H2), 8,21-8,17 (m, 2H, 2 x Ph-H), 7,69 (s, 1H,
HetAr—Hs), 7,59-7,53 (m, 3H, 3 x Ph—H) ppm.

3C {'H} NMR (100 MHz, CDCl3): 8 = 162,0; 156,8; 156,2; 139,8; 135,5; 132,1; 129,4; 128,1; 108,0
ppm.

7-hlor-5-(trifluormetil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin (85c¢)

Cl Primenom opSte procedure D za sintezu  2,5-disupstituisanih-7-hlor-
= N’N> [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidina, polaze¢i od jedinjenja 84c¢ (50 mg, 0,245 mmol),
nakon ekstrakcije, dobijen je sirovi proizvod 85c¢ (41 mg, 75%) koji je koriS¢en dalje

F5C N
bez preciS¢avanja.

7-hlor-5-metil-2-fenil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin (85d)

Cl Primenom opSte procedure D za sintezu  2,5-disupstituisanih-7-hlor-
= N’N>_ [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidina, polaze¢i od jedinjenja 84d (20 mg, 0,088 mmol),
nakon dry-flash hromatografije (S102: Hex/EtOAc = 8/2), dobijen je proizvod 85d

(21 mg, 97%) obliku u Zute Cvrste supstance.

T. T.=217 °C (amortni prah)

IC (ATR): v=13120, 3062, 3007, 1686, 1608, 1582, 1521, 1496, 1461, 1442, 1398, 1350, 1324, 1298,
1284, 1258, 1202, 1163, 1133, 1056, 1027, 988, 956, 928, 906, 864, 838, 789, 764, 750, 714, 703,
691, 655, 628, 615, 546, 518, 496, 435, 408 cm’'.

TH NMR (400 MHz, CDCl3): § = 8,39-8,31 (m, 2H, 2 x Ph-H), 7,52-7,46 (m, 3H, 3x Ph-H), 7,02
(s, 1H, HetAr—Hs), 2,68 (s, 3H, Me—HetAr) ppm.

13C {IH} NMR (100 MHz, CDCl3): 8 = 166,2; 164,8; 156;6 138,5; 131,0; 130,2; 128,8; 127,8; 110,9;
25,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraCunato za Ci2HioCINs" 245,05885; detektovano
245,05905.
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7-hlor-2,5-difenil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin (85e¢)

cl Primenom opSte procedure D za sintezu 2,5-disupstituisanih-7-hlor-

% N/N\>—Ph [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidina, polazeéi od jedinjenja 84e (210 mg, 0,728 mmol),

\NJ\\N nakon dry-flash hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 9/1), dobijen je proizvod 85e
(201 mg, 90%) obliku u zute ¢vrste supstance.

Ph

T. T. =213 °C (amortni prah)

IC (ATR): v=3056, 2957, 2920, 2851, 1732, 1606, 1579, 1524, 1487, 1448, 1435, 1392, 1352, 1286,
1262, 1226, 1179,1070, 1031, 1011, 973, 929, 867, 824, 806, 792, 775, 718, 706, 691, 632, 604, 573,
472 cm!.

TH NMR (400 MHz, CDCls): 5 = 8,45-8,40 (m, 2H, 2 x Ph—H), 8,26-8,20 (m, 2H, 2 x Ph-H), 7,63
(s, 1H, HetAr—Hs), 7,58-7,54 (m, 3H, 3 x Ph-H), 7,54-7,50 (m, 3H, 3 x Ph-—H) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3): 6 =166,9; 161,3; 157,0; 139,3; 135,6; 131,9; 131,1; 130,2; 129,3;
128,9; 129,0; 127,9; 107,6 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M +H]" izratunato za C17H12CIN4" 307,0745; detektovano 307,07463.

7-hlor-2-fenil-5-(trifluormetil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]|pirimidin (85f)

cl Primenom opste procedure D za sintezu 2,5-disupstituisanih-7-hlor-
/ﬁ\NzN»_Ph [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidina, polaze¢i od jedinjenja 84f (250 mg, 0,892 mmol),
e SN )\\N nakon dry-flash hromatografije (Si02: Hex/EtOAc = 8/2), dobijen je proizvod 85f

(216 mg, 81%) obliku u bezbojne Cvrste supstance.
T. T. =150 °C (amortni prah)

IC (ATR): v=3134,3101, 3075, 1604, 1539, 1522, 1447, 1394, 1372, 1331, 1305, 1283, 1248, 1179,
1160, 1140, 1098, 1031, 951, 933, 880, 836, 819, 793, 768, 722, 694, 656, 616, 501, 453, 410 cm™".

'TH NMR (400 MHz, CDCl3): = 8,43-8,39 (m, 2H, 2 x Ph-H), 7,56-7,53 (m, 3H, 3 x Ph-H), 7,51
(s, 1H, HetAr—He) ppm.

13C {'TH} NMR (100 MHz, CDCl3): § = 168,6; 155,7; 151,3 (q, °Jc-r = 37,9 Hz); 141,3; 131,9; 129,3;
129,1; 128,2; 120,0 (q, !Jcr=276,1 Hz); 106,7 (q, 3Jcr=2,4Hz) ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izracunato za Ci2HeF3CINs" 299,03059; detektovano
299,03059.

(1R,2R,4aS,8aS8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-((4-(5-metil-[1,2,4]triazolo[1,5-a] pirimidin-7-
il)piperazin-1-il)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (86a)

Primenom opSte procedure E za nukleofilnu supstituciju,
polazeci od jedinjenja 82a (12 mg, 0,025 mmol) i 85a (4,6 mg,
0,027 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
EtOAc/MeOH = 9/1), dobijen je proizvod 86a (14 mg, 92%) u
obliku bezbojne ¢vrste supstance.

T. T. =105 °C (amortfni prah)
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IC (ATR): v = 3420, 2925, 2865, 1601, 1548, 1360, 1256, 1203, 1131, 1000, 828 cm™.

TH NMR (500 MHz, CDs0D) 6 = 8,29 (s, 1H, HetAr—H2), 7,38 (d, J = 8,2 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,29
(d, /=179 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,59 (d, J= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,43 (s, 1H, HetAr—Hs), 6,34 (d, J
= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 3,90 (t, J = 5,0 Hz, 4H, HetAr—N—(CH2—CH3)>—N-), 3,58 (s, 2H, Ar—CH2—
NH-), 2,68 (t, J = 5,0 Hz, 4H, HetAr—N—(CH>—CH2)>-N-), 2,52 (s, 3H, Me-HetAr), 1,86 (td, J; =
12,9 Hz, J> = 5,0 Hz, 1H), 1,80 (dt, J; = 12,4 Hz, J> = 3,3 Hz, 1H), 1,72-1,65 (m, 2H), 1,64—1,62 (m,
1H), 1,61-1,57 (m, 1H), 1,56-1,50 (m, 1H), 1,45 (td, J; = 13,5 Hz, J> = 3,8 Hz, 1H), 1,42—-1,36 (m,
2H), 1,35 (s, 3H, Me), 1,33-1,29 (m, 1H), 1,28-1,25 (m, 1H), 1,17-1,10 (m, 2H), 1,10 (s, 3H, Me),
0,99-0,89 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,78 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 3H, Me) ppm.

13C {{H} NMR (125 MHz, CD30D) § = 166,6; 158,0; 154,2; 151,5; 138,6; 138,3; 137,0; 130,8; 127,6;
127.,4; 95,9; 75,1; 74,3; 63,3; 62,7; 57,5; 53,3; 49,9; 47,1, 45,1; 43,2; 41,1, 40,5; 34,1; 33,9; 27,9;
24,7, 24,0; 22,0; 21,5; 20,8; 19,5; 16,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + Na]" izraGunato za C37Hs4sNsO2Na" 637,42005; detektovano
637,41880.

HPLC cistoc¢a (A = 254 nm) metoda E: tr = 6,385 min, povrSina 98,49%; metoda F: tr =6,345 min,
povrsina 97,36%

[a]2'p = + 8,0 (c 0,10, McOH)

(1R,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-((4-(5-fenil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7-
il)piperazin-1-il)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (86b)

N/\ Primenom opS$te procedure E za nukleofilnu supstituciju,
K/NWPh polaze¢i od jedinjenja 82a (43 mg, 0,089 mmol) i1 85Fb (23

N mg, 0,098 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOx:
EtOAc/MeOH = 9/1), dobijen je proizvod 86b (40 mg, 66%)
u obliku Zuckaste, ¢vrste supstance.

T. T.= 126 °C (amortni prah)

IC (ATR): v=3407, 2931, 2866, 1605, 1551, 1509, 1452, 1418, 1388, 1338, 1306, 1256, 1236, 1206,
1131, 1040, 1027, 1000, 972, 933, 765, 694 cm™.

TH NMR (400 MHz, CD30D) & = 8,36 (s, 1H, HetAr-Hz), 8,12 (dd, J; = 6,8 Hz, J> = 2,9 Hz, 2H, 2
x Ph—H), 7,50-7,45 (m, 3H, 3 x Ph—H), 7,39 (d, /= 8,2 Hz, 2H, 2 x Ar—H), 7,30 (d, /= 8,0 Hz, 2H,
2 x Ar-H), 6,91 (s, 1H, HetAr-Hs), 6,59 (d, /= 16,3 Hz, 1H, =CH-), 6,33 (d, /= 16,1 Hz, 1H,=CH-
), 3,97 (t, J = 5,4 Hz, 4H, HetAr-N—(CH2—CH>)>-N-), 3,58 (s, 2H, Ar—-CH2-NH-), 2,69 (t, J = 5,0
Hz, 4H, HetAr—N—(CH>—-CH2)>-N-), 1,91-1,76 (m, 2H), 1,73-1,68 (m, 1H), 1,67-1,60 (m, 2H),
1,58-1,46 (m, 2H), 1,45-1,39 (m, 1H), 1,39-1,36 (m, 2H), 1,35 (s, 3H, Me), 1,34-1,31 (m, 1H),
1,30-1,25 (m, 1H), 1,20-1,11 (m, 2H), 1,10 (s, 3H, Me), 1,02-0,90 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,79
(s, 3H, Me), 0,78 (s, 3H, Me) ppm.

3C {IH} NMR (100 MHz, CD30D) § = 163,6; 158,5; 154,7; 152,2; 138,56; 138,5; 138,2; 137,2;
131,9; 130,8; 129,8; 128,8; 127,7; 127,4; 93,0; 75,2; 74,4; 63,4; 62,7; 57,5; 53,4; 49,2; 47,1; 45,2;
43,2;41,2; 40,5; 34,2; 33,9; 27,9; 24,0; 22,0; 21,5; 20,8; 19,5; 16,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + Na]" izracunato za Cs2Hs¢NeO2Na™ 699,43570; detektovano
699,43413.
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HPLC c¢istoéa (A = 254 nm) metoda E: tr = 7,144 min, povrsina 98,80 %; metoda F: tr = 6,618 min,
povrsina 96,59%

[@]**p =+ 20,5 (¢ 0,13, MeOH)

(1R,2R,4aS,8aS8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-((4-(5-(trifluormetil)-[1,2,4]| triazolo[1,5-
a]pirimidin-7-il)piperazin-1-il)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-2-ol (86c¢)

Primenom opste procedure E za nukleofilnu supstituciju,
polaze¢i od jedinjenja 82a (37 mg, 0,077 mmol) i 85¢ (19
mg, 0,084 mmol), nakon dry-flash hromatografije (RP-SiOx:
H>0/MeOH = 6/94), dobijen je proizvod 86¢ (45 mg, 88%)
u obliku crvenkaste, ¢vrste supstance.

T. T. =102 °C (amortni prah)

IC (ATR): v =3379, 2925, 2866, 1611, 1563, 1437, 1388, 1323, 1297, 1251, 1146, 1026, 998, 971,
945, 863, 791, 772, 709, 672, 641, 538 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 8 = 8,41 (s, 1H, HetAr-H2), 7,35 (d, /= 7,7 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,30~
7,23 (m, 2H, 2 x Ar—H), 6,60 (d, /= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,53 (s, |H, HetAr-Hs), 6,29 (d, /= 16,2
Hz, 1H, =CH-), 4,04 (t, J = 4,7 Hz, 4H, HetAr—N—(CH2—CH>)—-N-), 3,58 (s, 2H, Ar—-CH>-NH-),
2,70 (t, J = 4,9 Hz, 4H, HetAr-N—(CH>—CH2),-N-), 1,83 (d, J = 12,5 Hz, 1H), 1,79-1,70 (m, 2H),
1,66-1,51 (m, 4H), 1,47-1,39 (m, 2H), 1,36 (s, 3H, Me), 1,35-1,31 (m, 2H), 1,30-1,23 (m, 2H),
1,22-1,19 (m, 1H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,13-1,07 (m, 1H), 0,99-0,88 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,77
(s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {'H} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 157,0; 155,4; 152,1 (d, 2Je_r = 35,7 Hz); 151,0; 138,2; 136.8;
136,1; 129,5; 126,5; 126,1; 120,8 (d, 'Jc.r = 276,2 Hz); 89,9 (q, *Jor = 2,7 Hz); 75,0; 73,6; 62,5;
61,5; 56,2; 52.4; 48,7; 45,3; 44,5 42,1; 39,8; 39,4; 33,5; 33,3; 27,6; 24.4; 21,6; 20,6; 19,2; 18,5; 15,5
ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izracunato za C37Hs:F3NeO," 669,40984; detektovano
669,40903.

HPLC ¢istoca (A =254 nm) metoda E: tr = 8,877 min, povrSina 98,79%; metoda F: tr = 6,683 min,
povrsina 98,91%.

[a]*®p =+ 18,1 (¢ 0,27, MeOH)

(1R,2R,4aS,8aS)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-((4-(5-metil-2-fenil-[1,2,4]triazolo[1,5-
a]pirimidin-7-il)piperazin-1-il)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-2-ol (86d)

N/\ Primenom opSte procedure E za nukleofilnu supstituciju,
K/NW polazec¢i od jedinjenja 82a (45 mg, 0,093 mmol) i 85d (25 mg,
N & 0,103 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
N}\’E/ EtOAc/MeOH = 9/1), dobijen je proizvod 86d (39 mg, 61%)

PK u obliku Zute, ¢vrste supstance.
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T. T.=127-128 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=3408,2932, 1611, 1586, 1550, 1446, 1417, 1387, 1327, 1269, 1204, 1156, 1132, 1027,
1001, 972, 939, 766 cm.

'TH NMR (400 MHz, CD30D) 6 = 8,18-8,15 (m, 2H, 2 x Ph-H), 7,47-7,44 (m, 3H, 3 x Ph-H), 7,38
(d,J=28,0 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,29 (d, J= 8,0 Hz, 2H, 2 x Ar—H), 6,59 (d, /= 16,1 Hz, 1H, =CH-),
6,37-6,30 (m, 2H, =CH-, HetAr—Hg), 3,90 (t, J = 4,9 Hz, 4H, HetAr—N—(CH2—CH>)>—N-), 3,57 (s,
2H, Ar—CH2-NH-), 2,67 (t, J = 4,9 Hz, 4H, HetAr—N—(CH>—CH2)>-N-), 2,50 (s, 3H, Me—HetAr),
1,86 (dd, J; = 12,8 Hz, J>= 5,1 Hz, 1H), 1,79 (dt, J; = 12,3 Hz, J> = 3,1 Hz, 1H), 1,71-1,65 (m, 2H),
1,63-1,49 (m, 3H), 1,47-1,36 (m, 3H), 1,35 (s, 3H, Me), 1,31 (s, 1H), 1,26 (dt, J; =9,2 Hz, J> = 3,2
Hz, 1H), 1,20-1,10 (m, 2H), 1,09 (s, 3H, Me), 1,00-0,88 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,78 (s, 3H, Me),
0,76 (s, 3H, Me) ppm.

3C {'H} NMR (100 MHz, CD30D) 6 =166,2; 164,2; 159,0; 151,2; 138,5; 138,3; 137,2; 131,7; 131,5;
130.,8; 129,7; 128.,2; 127,7; 127.,4; 95,8; 75,2; 74,3; 63.4; 62,7; 57,5; 53,4; 49,0; 47,1; 45,1; 43,2;
41,1; 40,5; 34,1; 33,9; 27,9; 24,8; 24,0; 22,0; 21,5; 20,8; 19,5; 16,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraGunato za CaizHsoNeO2" 691,4694; detektovano
691,46795.

HPLC cistoca (A = 254 nm) metoda E: tr = 7,261 min, povrsina 99,50%; metoda F: tr = 8,692 min,
povrsina 98,73%.

[a]2p =+ 11,4 (c 0,13, MeOH)

(1R,2R,4aS,8aS8)-1-((R,E)-5-(4-((4-(2,5-difenil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7-il)piperazin-1-
il)metil)fenil)-3-hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (86¢)

Primenom opSte procedure E za nukleofilnu supstituciju,
polaze¢i od jedinjenja 82a (43 mg, 0,09 mmol) 1 85e (30 mg,
0,098 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
Hex/EtOAc = 1/9), dobijen je proizvod 86e (46 mg, 69%) u
obliku Zute, ¢vrste supstance.

T. T.= 128 °C (amortfni prah)

IC (ATR): v=13396,2926,2867, 1604, 1585, 1549, 1447, 1386, 1326, 1269, 1236, 1208, 1028, 1001,
971, 939, 763, 718, 694 cm™.

'TH NMR (400 MHz, CDCl3) 8 = 8,34 (dd, J; = 7,3 Hz, J> = 2,4 Hz, 2H, 2 x Ph-H), 8,17-8,11 (m,
2H, 2 x Ph—H), 7,50-744 (m, 6H, 6 x Ph—-H), 7,37 (d, /= 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,31 (d, /= 8,0 Hz,
2H, 2 x Ar-H), 6,66 (s, 1H, HetAr—Hs), 6,62 (d, J= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,31 (d, J= 16,0 Hz, 1H,
=CH-), 3,97 (t, /= 4,9 Hz, 4H, HetAr—N—(CH2—CH;),—N-), 3,62 (s, 2H, Ar—CH2-NH-), 2,76 (t, J
= 4,8 Hz, HetAr—N—(CH>—CH2)>—N-), 2,53 (b rs, 2H, 2 x -OH), 1,84 (dt, J; = 12,3 Hz, J> = 3,2 Hz,
1H), 1,80-1,71 (m, 2H), 1,66—1,52 (m, 4H), 1,47-1,40 (m, 3H), 1,38 (s, 3H, Me), 1,36-1,32 (m, 1H),
1,26 (d,J=2,1 Hz, 1H), 1,23-1,19 (m, 1H), 1,16 (s, 3H, Me), 1,14-1,08 (m, 1H), 1,01-0,88 (m, 2H),
0,85 (s, 3H, Me), 0,78 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 3H, Me) ppm.

13C {1H} NMR (100 MHz, CDCl3) § = 164,4; 161,5; 158,5; 150,6; 138,1; 137,6; 136,7; 136,4; 131,0;
130,7;130,4; 129,6; 128,9; 128,7; 127,7; 127,5; 126,5; 126,3; 91,3; 75,0; 73,7; 62,7; 61,5; 56,2; 52.4;
48,3;45,3; 44,5; 42,1, 39,9; 39.4; 33,5; 33,3; 27,8; 24,4; 21,6; 20,6; 19,3; 18,6; 15,5 ppm.
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HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izradunato za CisHeiNeO2" 753,48505; detektovano
753,48333.

HPLC ¢istoca (A = 254 nm) metoda F: tr = 9,930 min, povrSina 96,76%; metoda I: tr = 7,148 min,
povrsina 98,52%.

[a]2p = + 15,0 (c 0,15, MeOH)

(1R,2R,4aS,8aS)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-((4-(2-fenil-5-(trifluormetil)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7-il)piperazin-1-il)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-2-ol (86f)

Primenom opste procedure E za nukleofilnu supstituciju,
polaze¢i od jedinjenja 82a (43 mg, 0,089 mmol) 1 85f (29 mg,
0,098 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2:
EtOAc/MeOH = 9/1), dobijen je proizvod 86f (39 mg, 59%)
u obliku Zute, ¢vrste supstance.

T. T. =126 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=3386, 2926, 2868, 1612, 1565, 1515, 1446, 1386, 1326, 1256, 1185, 1145, 1114, 1029,
998, 953, 792, 766, 723, 694 cm’!.

'H NMR (400 MHz, CD;0D) & = 8,18-8,13 (m, 2H, 2 x Ph-H), 7,45 (dd, J; = 5,3 Hz, J, = 1,9 Hz,
3H, 3 x Ph-H), 7,39 (d, /= 8,2 Hz, 2H, 2 x Ar—H), 7,31 (d, J= 8,0 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,79 (s, 1H,
HetAr—Hs), 6,59 (d, J = 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,34 (d, J = 16,1 Hz, 1H, =CH-), 4,14 (t, J = 4,9 Hz,
4H, HetAr-N—(CH2-CHa),-N-), 3,61 (s, 2H, Ar-CH2-NH-), 2,73 (t, J = 4,8 Hz, 4H, HetAr-N—
(CH,-CH2),-N-), 1,86 (td, J; = 12,8 Hz, J> = 5,1 Hz, 1H), 1,82-1,76 (m, 1H), 1,72-1,65 (m, 2H),
1,64-1,51 (m, 3H), 1,47-1,37 (m, 3H), 1,35 (s, 3H, Me), 1,34-1,31 (m, 1H), 1,27 (s, 1H), 1,19-1,12
(m, 2H), 1,10 (s, 3H, Me), 1,01-0,90 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,79 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 3H, Me)

13C {IH} NMR (100 MHz, CD30D) § = 165,5; 158,9; 152,6 (d, °Jc_r=28,4 Hz); 151,9; 138,6; 138,3;
137,1; 132,0; 131,1; 130,8; 129,8; 128,4; 127,7; 127,4; 122.3 (q, "Jcr = 274,8 Hz); 91,8 (q, *Jcr =
2,9 Hz); 75,2; 74,3; 63,3; 62,7, 57,5; 53,4; 49,9; 47,1, 45,2; 43,2; 41,2; 40,5; 34,2; 33,9; 27,9; 24,0;
21,9; 21,5; 20,8; 19,5; 16,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + Na]® Izracunato za C43HssN¢O2Na™ 767,42308; detektovano
767,42123.

HPLC c¢istoc¢a (A = 254 nm) metoda F: tr = 7,857 min, povrsina 99,38%; metoda I: tr = 6,919 min,
povrsina 99,14%.

[a]2°p = + 18,0 (c 0,13, MeOH)
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(IR,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(((3-((5-metil-[1,2,4| triazolo[1,5-a]pirimidin-
7-il)amino)propil)amino)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol
(86g)

Primenom opSste procedure F za nukleofilnu supstituciju, polazeci od
jedinjenja 82b (19 mg, 0,040) i 89s (6,8 mg, 0,040 mmol), nakon dry-
flash hromatografije (SiO2: EtOAc/(MeOH/NHj3wng 9/1) = 8/2),
HN dobijen je proizvod 86g (15 mg, 62%) u obliku bezbojne, Cvrste
"1OH = N’N\> supstance.

NS

NN T T =93 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=13368, 2925, 2855, 1695, 1626, 1591, 1534, 1442, 1369, 1341, 1254, 1192, 1134, 969,
820, 775, 647 cm™'.

'TH NMR (500 MHz, CD30D) & = 8,22 (s, 1H, HetAr-H2), 7,36 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,32
(d, J=8,4 Hz, 2H, 2 x Ar—H), 6,53 (d, J= 16,2 Hz, 1H, =CH-), 6,32 (d, J= 16,2 Hz, 1H, =CH-),
6,25 (s, 1H, HetAr—He), 4,02 (s, 2H, Ar—CH2-NH-), 3,51 (t, J = 6,8 Hz, 2H, HetAr—NH-CH>—CH>—
), 3,01 (t, J=7,6 Hz, 2H, —CH>—CH2>-NH-), 2,45 (s, 3H, Me—HetAr), 2,04 (quint, J = 7,0 Hz, 2H,
CH»—CH2-CH»>-), 1,82 (dd, J; = 13,0 Hz, J> = 4,9 Hz, 1H), 1,76 (dt, J; = 12,4 Hz, J> = 3,2 Hz, 1H),
1,68-1,64 (m, 1H), 1,63—1,54 (m, 3H), 1,50-1,44 (m, 1H), 1,44-139 (m, 1H), 1,39-1,32 (m, 2H),
1,31 (s, 3H, Me), 1,30-1,28 (m, 1H), 1,27-1,22 (m, 1H), 1,15-1,10 (m, 1H), 1,10-1,07 (m, 1H), 1,06
(s, 3H, Me), 0,96-0,88 (m, 2H), 0,82 (s, 3H, Me), 0,76 (s, 3H, Me), 0,75 (s, 3H, Me) ppm.

13C {TH} NMR (125 MHz, CD30D) 6 =166,5; 156,4; 154,7; 149,1; 139,5; 133,7, 130,8; 127,8; 127,3;
89,3;75,2;74,3; 62,7; 57,5; 52,7, 49,8, 47,0; 46,2; 45,1; 43,2; 41,1, 40,6; 40,5; 34,2; 33,9; 27,9; 27,3;
24.8; 24,0; 21,9; 21,5; 20,8; 19,5; 16,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + Na]® izracunato za C3cHs4sNe¢O2Na" 625,4200; detektovano
625,4187.

HPLC ¢istoca (A = 254 nm) metoda D: tr = 7,973 min, povrSina 99,31%; metoda E: tr = 6,321 min,
povrsina 97,81%.

[a]?p =+ 8,0 (¢ 0,10, MeOH)

(IR,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(((5-metil-[1,2,4]| triazolo[1,5-a] pirimidin-7-
i)(3-((5-metil-[1,2,4]|triazolo[1,5-a]pirimidin-7-il)amino)propil)amino)metil)fenil)pent-4-en-1-
il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (87a)

N Primenom opste procedure F za nukleofilnu supstituciju, polazeci
od jedinjenja 82b (19 mg, 0,040) i 85a (6,8 mg, 0,040 mmol),
nakon dry-flash hromatografije (S102: EtOAc/(MeOH/NH34q) 9/1)
= 95/5), dobijen je proizvod 87a (6 mg, 21%) u obliku bezbojne,
¢vrste supstance.

T. T.= 143 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v = 3389, 2926, 2867, 1623, 1550, 1510, 1439, 1387,
1365, 1341, 1254, 1201, 1131, 1085, 1032, 970, 939, 772, 642 cm™.

'H NMR (400 MHz, CD;0OD) 6 = 8,27 (s, 1H, HetAr-Hb), 8,23 (s, 1H, HetAr-Ha), 7,28 (d, J = 8.3
Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,19 (d, J= 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,50 (d, J = 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,29 (s,
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1H, HetAr-Hs), 6,27 (d, J= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,18 (s, 1H, HetAr—Hs), 5,05 (s, 2H, Ar—CH2—NH)
4,12-4,02 (m, 2H, -CH>—CH2-N-), 3,50 (t, J = 6,3 Hz, 2H, -CH>—CH2-NH-), 2,44 (s, 3H, Me—
HetAr), 2,37 (s, 3H, Me—HetAr), 2,20 (quint, J = 6,6 Hz, 2H, -CH>—CH2—CH»>-), 1,87-1,73 (m, 2H),
1,70-1,56 (m, 4H), 1,56—1,42 (m, 2H), 1,43-1,31 (m, 4H), 1,31 (s, 3H, Me), 1,28-1,24 (m, 1H), 1,13
(dd, J; = 13,9 Hz, J> = 4,4 Hz, 1H), 1,08 (s, 1H), 1,06 (s, 3H, Me), 0,99-0,86 (m, 1H), 0,82 (s, 3H,
Me), 0,76 (s, 3H, Me), 0,75 (s, 3H, Me) ppm.

13C {'H} NMR (100 MHz, CD30D) 8 = 166,4; 166,0; 163,8; 158,5; 156,4; 154,8; 154,4; 151,1; 149,1;
138,9; 138,6; 136,0; 128,7; 127,8; 127,4; 95,2; 89,3; 75,2; 74,3; 62,7; 57,5; 55,4; 47,0; 45,2; 43,2;
41,2; 40,5; 40,4; 34,2; 33,9; 28,0; 27,9; 24,8; 24,5; 24,0; 21,9; 21,5; 20,9; 19,5; 16,0 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraGunato za C42HsoN19O2" 735,4817; detektovano 735,4795.

HPLC distoéa (A = 254 nm) metoda B: tr = 10,771 min, povrSina 96,31%; metoda D: tr = 9,515 min,
povrsina 97,11%; metoda F: tR = 7,055 min, povrsina 96,62%.

[a]2°p = + 18,0 (c 0,10, MeOH)

(IR,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(((3-((5-fenil-[1,2,4| triazolo[1,5-a]pirimidin-
7-il)amino)propil)amino)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol
(86h)

NH Primenom opste procedure F za nukleofilnu supstituciju, polazeéi od
jedinjenja 82b (41 mg, 0,087) 1 85b (20 mg, 0,087 mmol), nakon dry-
flash hromatografije (S102: EtOAc/MeOH = 8/2), dobijen je proizvod

) N 86h (39 mg, 67%) u obliku bezbojne, ¢vrste supstance.
e
ph” "N N

T. T.= 114 °C (amortfni prah)

IC (ATR): v=3385, 2927, 2866, 1625, 1593, 1511, 1462, 1387, 1342, 1254, 1216, 1188, 1157, 971,
938, 908, 766, 693 cm.

TH NMR (400 MHz, CDCIl3) & = 8,28 (s, 1H, HetAr-Hz), 8,11-8,07 (m, 2H, 2 x Ph-H), 7,47-7,45
(m, 3H, 3 x Ph—H), 7,37 (d, J= 8,0 Hz, 2H, 2 x Ar—H), 7,29 (d, J= 8,0 Hz, 2H, 2 x Ar—H), 6,57 (d,
J=16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,47 (s, 1H, HetAr—Hs), 6,26 (d, /= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 3,84 (s, 2H, Ar-
CH2-NH-), 3,59 (t, J = 6,1 Hz, 2H, HetAr—NH-CH>—CH>-), 2,93 (t, J = 5,7 Hz, 2H, —-CH>—CH2—
NH-), 1,98 (quint, J = 5,1 Hz, 2H, -CH>,—CH2—-CH>-), 1,83 (dt, J; = 12,3 Hz, J> = 3,1 Hz, 1H), 1,80-
1,67 (m, 2H), 1,65-1,53 (m, 4H), 1,48-1,37 (m, 3H), 1,36 (s, 3H, Me), 1,33 (d, /= 3,1 Hz, 1H), 1,25
(s, 1H), 1,23-1,18 (m, 1H), 1,15 (s, 3H), 1,12-1,07 (m, 1H), 1,00-0,87 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me),
0,77 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 3H, Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) § = 162,1; 156,0; 154,9; 147,9; 138,2; 138,1; 136,6; 130,5; 129,5;
128.9; 128,8; 127,7; 126,5; 126,2; 84,7; 74,9; 73,6; 61,6; 56,2; 53,9; 53,6; 47.8; 45,4; 44.5; 42,4,
42,1; 39,8; 39.,4; 33,5; 33,3; 27,7; 24,4; 21,6; 20,6; 19,2; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + Na]" izracunato za C41HssNsO2Na+ 687,4357; detektovano
687,43458.

HPLC distoca (A = 254 nm) metoda B: tr = 8,125 min, povrsina 97,21%; metoda D: tr = 8,086 min,
povrsina 99,16%; metoda F: tr = 6,040 min, povrSina 99,50%.

[a]2 = + 15,0 (c 0,07, MeOH)
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(IR,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(((5-fenil-[1,2,4] triazolo[1,5-a]pirimidin-7-
il)(3-((5-fenil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7-il)amino)propil)amino)metil)fenil)pent-4-en-1-
il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (87b)

Primenom opste procedure F za nukleofilnu supstituciju, polazeci
od jedinjenja82b (41 mg, 0,087) i 85b (20 mg, 0,087 mmol),
nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/MeOH = 95/5),
dobijen je proizvod 87b (10 mg, 13%) u obliku bezbojne, cvrste
supstance.

T. T.= 130 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v = 3634, 3305, 2926, 2866, 1604, 1555, 1511, 1466,
1387, 1364, 1344, 1255, 1233, 1188, 1159, 1129, 1031, 938, 765,
694 cm!.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) § = 8,62 (d, J= 2,4 Hz, 1H, HetAr-H2), 8,25 (d, J= 1,9 Hz, 1H, HetAr—
Hz), 8,00-7,93 (m, 2H, 2 x Ph-H), 7,85-7,77 (m, 2H, 2 x Ph-H), 7,44 (t, J = 5,2 Hz, 1H, CH,-NH-
HetAr), 7,37-7,32 (m, 3H, 3 x Ph-H), 7,31-7,26 (m, 3H, 3x Ph-H), 7,25 (d, J=7,0 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 7,14 (d, J = 7,0 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,53-6,40 (m, 2H, =CH-, HetAr—Hs ), 6,33 (s, 1H, HetAr—
Hs), 6,20 (d, J= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 4,77 (s, 2H, Ar-CH2-NH-), 4,19-4,09 (m, 2H CH,~CH2-N-
), 3,47 (q, J = 5,6 Hz, 2H, -CH,~CH2-NH-HetAr), 2,28 (quint, J = 7,2 Hz, 2H, -CH,— CHz-CH,-),
1,79-1,72 (m, 1H), 1,72-1,67 (m, 1H), 1,66-1,59 (m, 1H), 1,57-1,48 (m, 3H), 1,46-1,41 (m, 1H),
1,37-1,30 (m, 2H), 1,27 (s, 3H, Me), 1,26-1,21 (m, 2H), 1,14-1,10 (m, 2H), 1,07 (s, 3H, Me), 1,04—
0,99 (m, 1H), 0,90-0,78 (m, 2H), 0,74 (s, 3H, Me), 0,68 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) § = 162,0; 161,7; 158,1; 155,9; 155,7; 155,0; 150,0; 147,7; 139,2;
137,9; 137,6; 137,3; 133,5; 130,6; 130,5; 128,8; 127,7; 127,5; 127,2; 125,5; 90,9; 84,7; 74,9; 73,5;
61,6;56.,2;54,8; 48,5, 45,2;44,4; 42,1; 39,8; 39,4; 39.3; 33,5; 33,3; 27,8; 27,3; 24,4; 21,5; 20,6; 19,1;
18,5; 15,4 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" IzraGunato za Cs:Hs3N10O2" 859,51300; detektovano
859,51049.

HPLC ¢isto¢a (A = 254 nm) metoda D: tr = 10,737 min, povrsina 97,70%; metoda G: tr = 11,522
min, povrsina 96,17%.

[a]2°p = + 13,5 (c 0,07, MeOH)

(IR,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(((3-((5-metil-2-fenil-[1,2,4] triazolo[1,5-
a]pirimidin-7-il)amino)propil)amino)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-2-ol (86i)

Primenom opste procedure F za nukleofilnu supstituciju, polazeci
od jedinjenja 82b (39 mg, 0,083) 1 85d (20 mg, 0,083 mmol),
nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/MeOH = 8/2),
dobijen je proizvod 86i (35 mg, 62%) u obliku bezbojne, ¢vrste
supstance.

T. T.= 107 °C (amortni prah)

IC (ATR): v=13378, 2924, 2866, 1626, 1594, 1554, 1510, 1446, 1388, 1325, 1300, 1224, 1131, 1061,
1032, 971,938, 767, 719, 694 cm™'.
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'TH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 8,25-8,22 (m, 2H, 2 x Ph-H), 7,43-7,41 (m, 3H, 3 x Ph-H), 7,35
(d, J=17,8 Hz, 2H, 2xAr-H), 7,26 (d, J = 8,0 Hz, 2H, 2xAr-H), 6,53 (d, J= 16,1 Hz, 1H, =CH-),
6,21 (d, J= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 5,86 (s, 1H, HetAr-Hs), 3,90 (s, 2H, Ar—CH2>-NH-), 3,49 (t, J =
6,1 Hz, 2H, -CH,—CH2-NH-HetAr), 2,95 (t, J = 5,9 Hz, 2H, -CH,—CH2-NH-), 2,49 (s, 3H, Me-
HetAr), 1,99 (quint, J = 5,5 Hz, 2H, —-CH>—CH2—CH>-), 1,83 (dt, J; = 12,3 Hz, J> = 3,3 Hz, 1H),
1,79-1,73 (m, 1H), 1,73-1,69 (m, 1H), 1,67-1,53 (m, 4H), 1,46—1,37 (m, 4H), 1,35 (s, 3H, Me), 1,31
(d,J=9,1 Hz, 1H), 1,25 (s, 1H), 1,22—-1,19 (m, 1H), 1,14 (s, 3H, Me), 1,13-1,07 (m, 1H), 0,99-0,88
(m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {1H} NMR (100 MHz, CDCl3) § = 164,5; 164,2; 160,7; 156,4; 147,0; 138,1; 136,6; 131,2; 130,1;
128.8; 128,7; 127,5; 126,7; 126,1; 87,6; 75,0; 73,6; 61,6; 56,2; 53,8; 47,6; 45,3; 44,5; 42,1; 39,9;
39.4; 33,5; 33,4; 27,7; 25,5; 24,5; 21,6; 20,6; 19,2; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + Na]" Izracunato za CsHssN¢O2Na" 701,45135; detektovano
701,45006.

HPLC distoca (A = 254 nm) metoda B: tr = 8,036 min, povrsSina 96,76%; metoda E: tr = 6,985 min,
povrsina 96,21%; metoda F: tr = 6,108 min, povrsina 99,65%.

[a]**p =+ 15,0 (¢ 0,07, MeOH)

(IR,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(((5-metil-2-fenil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]
pirimidin-7-il)(3-((5-metil-2-fenil-[1,2,4] triazolo[1,5-a] pirimidin-7-il)amino)propil)amino)
metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (87¢)

Ph Primenom opste procedure F za nukleofilnu supstituciju, polazeci

A\ od jedinjenja 82b (39 mg, 0,083) 1 85d (20 mg, 0,083 mmol),
N nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc), dobijen je

N)\/K proizvod 87¢ (11 mg, 15%) u obliku bezbojne, Cvrste supstance.

5 T. T. = 144 °C (amortni prah)

IC (ATR): v =3390, 2928, 2868, 1626, 1596, 1551, 1446, 1389,
)\ \>—Ph 1325 1302, 1204, 1131, 1072, 1028, 970, 939, 766, 718 695 cm”

TH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 8,30-8,25 (m, 2H, 2 x Ph-H), 8,24-8,19 (m, 2H, 2 x Ph-H), 7,44
(d, J=8,1 Hz, 3H, 3 x Ph-H), 7,42-7,38 (m, 3H, 3 x Ph-H), 7,27 (d, J = 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H),
7,23 (d,J=8,1 Hz, 2H, 2 x Ar—H), 6,43 (d, /= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,20 (d, /= 16,1 Hz, 1H, =CH-
), 6,15 (t, J=5,8 Hz, IH, -CH>—CH>-NH-), 6,03 (s, 1H, HetAr-He), 5,79 (s, 1H, HetAr—Hs), 4,94
(d, J=5,2 Hz, 2H, Ar—-CH2>-N-), 3,99 (t, /= 7,1 Hz, 2H, -CH,—CH2>-N-), 3,42 (q, /= 6,5 Hz, 2H, —
CH>—CH2>-NH-HetAr), 2,48 (s, 3H, Me—HetAr), 2,43 (s, 3H, Me-HetAr), 2,23-2,15 (m, 2H, -CH>—
CH>—CH»-), 1,84 (dt, J; = 12,2 Hz, J> = 3,0 Hz, 1H), 1,80-1,73 (m, 1H), 1,73-1,67 (m, 1H), 1,66—
1,57 (m, 3H), 1,56-1,49 (m, 1H), 1,48-1,42 (m, 1H), 1,42-1,35 (m, 2H), 1,34 (s, 3H, Me), 1,33-1,32
(m, 1H), 1,26 (s, 1H), 1,23—-1,20 (m, 1H), 1,16 (s, 3H, Me), 1,14-1,06 (m, 1H), 1,02—0,89 (m, 2H),
0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) § = 164,8; 164,5; 164,4; 164,0; 158,6; 156,1; 149,0; 146,6; 138,8;
137,5; 134,3; 130,9; 130,9; 130,5; 130,4; 128,8; 128,7; 128,1; 127,5; 127,4; 127,0; 125,5; 94,1; 87,8;
74.9;73.,4;61,7;56,2; 54,8; 47,7; 45,1; 44,5; 42,1; 39,9; 39,7; 39,4; 33,5; 33.,4; 27,3; 27,3; 25,4; 25,3;
24.,4; 21,6; 20,6; 19,1; 18,6; 15,5 ppm.
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HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]' izraGunato za CssHe7N10O," 887,5443; detektovano
887,54165.

HPLC disto¢a (A = 254 nm) metoda A: tr = 14,290 min, povrSina 98,99%; metoda B: tr = 12,326
min, povrsina 96,84%; metoda D: tr = 10,990 min, povrsSina 98,57%; metoda F: tr = 8,124 min,
povrsina 95,33%.

[a]*®p = + 16,2 (c 0,08, MeOH)

(IR,2R,4aS,8aS)-1-((R,E)-5-(4-(((3-((2,5-difenil-[1,2,4]|triazolo[1,5-a|pirimidin-7-il)amino)
propil)amino)metil)fenil)-3-hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-2-ol (86j))

Primenom opste procedure F za nukleofilnu supstituciju, polazeci
od jedinjenja 82b (35 mg, 0,074 mmol) i 85e (23 mg, 0,074
mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/MeOH =
7/3), dobijen je proizvod 86j (45 mg, 82%) u obliku bezbojne,
¢vrste supstance.

T. T. =123 °C (amortni prah)

IC (ATR): v = 3395, 3062, 2926, 2867, 1623, 1594, 1448, 1434, 1385, 1325, 1294, 1248, 1178,
1132, 1084, 1028, 970, 938, 763, 719, 695 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCls) & = 8,33-8,26 (m, 2H, 2 x Ph-H), 8,16-8,11 (m, 2H, 2 x Ph-H), 7,99
(brs, 1H, NH), 7,47-7,45 (m, 3H, 3 x Ph—H), 7,44-7,41 (m, 3H, 3 x Ph—H), 7,33 (d, /= 7,6 Hz, 2H,
2 x Ar-H), 7,26 (d, J= 8,0 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,54 (d, /= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,46 (s, 1H, HetAr—
Hps), 6,21 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 3,85 (s, 2H, Ar—CH2>-NH-), 3,57 (t, J = 6,1 Hz, 2H, -CH>—
CH2-NH-HetAr), 2,93 (t, J = 5,7 Hz, 2H, -CH>—CH2-NH-), 1,98 (quint, J = 6,1 Hz, 2H, —CH>-
CH>-CH»-), 1,87-1,80 (m, 1H), 1,78-1,70 (m, 2H), 1,66—1,52 (m, 4H), 1,46—-1,37 (m, 3H), 1,35 (s,
3H, Me ), 1,24 (s, 1H), 1,23-1,17 (m, 2H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,10 (d, J = 13,4 Hz, 1H), 1,00-0,88
(m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) 6 = 164,7; 161,6; 156,8; 147,6; 138,6; 138,1; 137,9; 136,4; 131,2;
130,4; 130,2; 128,8; 128,7; 128,6; 127,7; 127,6; 126,7; 126,2; 84,6; 75,0; 73,7; 61,6; 56,2; 54,0; 47,9;
45,3; 44,5; 42,6, 42,1, 39,9; 39,4; 33,5; 33,3, 27,8; 27,7; 24,4, 21,6; 20,6; 19,2; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + Na]' izracunato za Cs7HeoNeO2Na" 763,46700; detektovano
763,46541.

HPLC c¢istoca (A = 254 nm) metoda B: tr = 8,317 min, povrsina 96,00%; metoda F: tr = 6,220 min,
povrsina 99,22%.

[a]*®p =+ 13,6 (¢ 0,07, MeOH)
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(IR,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(((3-((2-fenil-5-(trifluormetil)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7-il)amino)propil)amino)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-2-ol (86k)

Primenom opste procedure F za nukleofilnu supstituciju, polazeci
od jedinjenja 82b (35 mg, 0,074 mmol) 1 85f (22 mg, 0,074 mmol),
nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/MeOH = 7/3),
dobijen je proizvod 86k (39 mg, 72%) u obliku bezbojne, Cvrste
supstance.

T. T.=109 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=3380, 2928, 2867, 1631, 1597, 1511, 1447, 1385, 1328, 1287, 1200, 1146, 1107, 1029,
971, 937, 794, 768, 723, 694 cm’'.

'TH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 8,22 (dd, J; = 7,9 Hz, J> = 1,8 Hz, 2H, 2 x Ph-H), 7,48-7,39 (m,
3H, 3 x Ph—H), 7,33 (d, /= 8,0 Hz, 2H, 2 x Ar—H), 7,26 (d, J = 8,1 Hz, 2H, 2xAr-H), 6,54 (d, J =
16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,33 (s, 1H, HetAr—Hs), 6,21 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 3,87 (s, 2H, Ar-
CH2-NH-), 3,56 (t, J = 6,0 Hz, 2H, -CH,—CH2>-NH-HetAr), 2,99-2.92 (m, 2H, -CH,—CH2-NH),
1,97 (quint, J = 5,8 Hz, 2H, -CH,—CH2>—CH>-), 1,83 (dt, J; = 12,3 Hz, J> = 3,2 Hz, 1H), 1,78-1,69
(m, 2H), 1,67-1,54 (m, 3H), 1,45-1,37 (m, 4H), 1,35 (s, 3H, Me), 1,31 (d, J=9,7 Hz, 1H), 1,26 (s,
1H), 1,21 (t, J= 4,2 Hz, 1H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,13-1,07 (m, 1H), 1,01-0,89 (m, 2H), 0,85 (s, 3H,
Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 165,6; 155,7; 151,9 (d, °Jcr = 35,4 Hz); 148,0; 138,2; 137.8;
136,3; 130,5; 130,3; 128,6; 128,5; 127,5; 126,6; 126,0; 120,8 (d; "Jcr = 275,7 Hz); 84,0 (q, *Jcr =
2,9 Hz); 74,8; 73,5; 61,4; 56,1; 53,8; 48,0; 45,2; 44,4; 43,2; 42,0; 39,7; 39,2; 33,3; 33,2; 27,6, 26,9,
24.3; 21.,4; 20,5; 19,1; 18,4; 15,3 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + Na]" izra¢unato za C4,HssF3NeO2Na" 755,42308; detektovano
755,421209.

HPLC c¢istoéa (A = 254 nm) metoda B: tr = 8,203 min, povrSina 96,76%; metoda D: tr = 8,164 min,
povrsina 98,76%; metoda E: tr = 8,203 min, povrSina 98,18%.

[a]*p =+ 16,8 (¢ 0,11, MeOH)

(IR,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(((6-((5-metil-[1,2,4| triazolo[1,5-a]pirimidin-
7-il)amino)heksil)amino)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol
(861)

Primenom opste procedure F za nukleofilnu supstituciju, polazeéi od
jedinjenja 82¢ (33 mg, 0,064 mmol) 1 85a (11 mg, 0,064 mmol), nakon
dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/(MeOH/NH3pg 9/1) = 9/1),
dobijen je proizvod 861 (30 mg, 72%) u obliku bezbojne, ¢vrste
supstance.

T. T.= 108 °C (amortni prah)

IC (ATR): v=3384,2933,2865, 1624, 1591, 1510, 1441, 1387, 1340, 1255, 1199, 1149, 1084, 1033,
971, 939, 773 cm’'.
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TH NMR (400 MHz, CDCls) & = 8,25 (s, 1H, HetAr-Hz), 7,31 (d, J = 7,8 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,23
(d, J=17,9 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,57 (d, /= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,26 (d, /= 16,0 Hz, 1H, =CH-),
6,15 (b rs, 1H, HetAr—NH-CH>»), 5,98 (s, 1H, HetAr-Hs), 3,75 (s, 2H, Ar—CH2-NH-), 3,37 (q, J =
7,1 Hz, 2H, -CH>—CH2-NH-), 2,62 (t, J = 7,1 Hz, 2H, -CH>—CH2-NH-), 2,56 (s, 3H, Me—HetAr),
1,83 (d, J= 12,3 Hz, 1H), 1,78-1,69 (m, 4H), 1,65-1,50 (m, 6H), 1,47-1,37 (m, 8H), 1,36 (s, 3H,
Me), 1,24-1,16 (m, 2H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,13—-1,06 (m, 1H), 1,01-0,87 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me),
0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

3C {IH} NMR (100 MHz, CDCl3) 8 = 165,1; 155,6; 154,6; 147,2; 139,5; 137,7; 136,2; 128,4;
126,5; 126,3; 87,8; 74,9; 73,6; 61,6; 56,2; 53,9; 49,2; 45,4; 44,5; 42,4; 42,1; 39,9; 39,4; 33,5; 33,3;
30,0; 28,9; 27,8; 27,0; 26,8; 25,6; 24,4; 21,6; 20,6; 19,3; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + Na]’ Izratunato za C39HesNsO2Na" 667,46700; detektovano
667,46503.

HPLC c¢istoéa (A = 254 nm) metoda D: tr = 8,005 min, povrSina 99,26%; metoda E: tr = 6,341 min,
povrsina 97,69%.

[a]2p =+ 16,8 (c 0,11, MeOH)

(IR,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(((6-((5-fenil-[1,2,4| triazolo[1,5-a]pirimidin-
7-il)amino)heksil)amino)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol
(86m)

Primenom opSte procedure F za nukleofilnu supstituciju, polaze¢i od
jedinjenja 82¢ (32 mg, 0,062 mmol) i 85b (14 mg, 0,062 mmol),
nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/(MeOH/NH3g) 9/1) =
9/1), dobijen je proizvod 86m (28 mg, 63%) u obliku bezbojne, cvrste
supstance.

T. T.=97-98 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=3390, 2930, 2861, 1625, 1593, 1511, 1463, 1387, 1340, 1254, 1216, 1157, 1032, 971,
938, 766, 697 cm'.

'TH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 8,32 (s, 1H, HetAr-H2), 8,12 (dd, J; = 6,6 Hz, J> = 3,0 Hz, 2H, 2 x
Ph-H), 7,49 (dd, J; = 5,3 Hz, J> = 1,8 Hz, 3H, 3xPh-H), 7,31 (d, J = 8,0 Hz, 2H, 2xAr-H), 7,24 (d,
J=38,1 Hz, 2H, 2xAr-H), 6,60-6,52 (m, 2H, =CH-, HetAr—Hs), 6,33 (t, /= 5,1 Hz, 1H, -CH,-NH-
HetAr), 6,26 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 3,79 (s, 2H, Ar—~CH>-NH-), 3,51-3,44 (m, 2H, -CH>—
CH>-NH-HetAr), 2,88 (br s, 3H, 2 x -OH, -NH)), 2,65 (t, /= 7,2 Hz, 2H, -CH>,—CH2>-NH-), 1,86~
1,70 (m, 5H), 1,67-1,53 (m, 6H), 1,50-1,37 (m, 9H), 1,35 (s, 3H, Me), 1,33 (s, 1H), 1,25 (s, 1H),
1,23-1,18 (m, 1H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,14-1,06 (m, 1H), 1,00-0,88 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,77
(s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) 6 = 167,3; 162,4; 156,0; 155,1; 147,8; 138,1; 138,1; 136,6; 130,6;
128,9; 128,8; 127,8; 126,6; 126,2; 85,0; 75,0; 73,6; 61,6; 56,2; 53,1; 48,5; 45,4; 44,5; 42,5; 42,1;
39.9; 39.4; 33,5; 33,4; 29,2; 28,9; 27,8; 26,9; 26,7; 24,5; 21,6; 20,6; 19,3; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + Na]" izracunato za CssHe2NeO2Na®™ 729,48265; detektovano
729,48103.

HPLC ¢istoéa (A = 254 nm) metoda D: tr = 8,127 min, povrsina 99,48%; metoda F: tr = 6,124 min,
povrsina 99,50%.
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[@]**p =+ 13,5 (¢ 0,07, MeOH)

(IR,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(((5-fenil-[1,2,4]| triazolo[1,5-a]pirimidin-7-
il)(6-((5-fenil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7-il)amino)heksil)amino)metil)fenil)pent-4-en-1-
il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (87d)

/N Primenom opste procedure F za nukleofilnu supstituciju, polazeci
N\N»\N od jedinjenja 82¢ (32 mg, 0,062 mmol) i 85b (14 mg, 0,062

PPN mmol), nakon dry-flash hromatografije (Si02:
h P EtOAc/(MeOH/NHsy) 9/1) = 95/5), dobijen je proizvod 87d (8
i mg, 14%) u obliku bezbojne, cvrste supstance.
)4

T. T.= 113 °C (amortfni prah)

\
N)\\N> IC (ATR): v = 3354, 2926, 2854, 1729, 1624, 1602, 1554, 1511,
1464, 1378, 1343, 1308, 1254, 1157, 1031, 972, 765, 696 cm.

'TH NMR (400 MHz, CDCl3) 4 = 8,33 (s, 2H, 2 x HetAr-H>), 8,11 (dd, J; = 6,6 Hz, J> = 2,9 Hz, 2H,
2 x Ph-H), 8,00 (dd, J; = 6,6 Hz, J> = 2,9 Hz, 2H, 2 x Ph-H), 7,52-7,45 (m, 3H, 3 x Ph—H), 7,48—
7,42 (m, 3H, 3 x Ph—H), 7,35 (d, J = 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,23 (d, J = 7,9 Hz, 2H, 2 x Ar-H),
6,62-6,51 (m, 3H, =CH-, 2 x HetAr-Hs), 6,28 (d, J = 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,27-6,20 (m, 1H, —
CH>-NH-HetAr), 5,07 (s, 2H, Ar—CH2-NH-), 3,90 (t, /= 7,6 Hz, 2H, -CH,—CH2-N-), 3,48 (q, J =
6,7 Hz, 2H, -CH,—CH2-NH—-HetAr), 1,88-1,69 (m, 8H), 1,66-1,57 (m, 3H), 1,56-1,48 (m, 4H),
1,47-1,38 (m, 3H), 1,35 (s, 3H, Me), 1,32 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 1,30-1,22 (m, 1H), 1,21 (d, J = 3,7
Hz, 1H), 1,14 (s, 3H, Me), 1,14-1,07 (m, 1H), 1,00-0,86 (m, 2H), 0,83 (s, 3H, Me), 0,76 (s, 6H, 2 x
Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) § = 162,4; 161,6; 158,2; 155,9; 155,1; 154,6; 150,0; 147,7; 138,6;
138.,0; 137,8; 137.4; 134,7; 130,7; 130,6; 128,9; 128,9; 127.8; 127,7; 127,6; 127,1; 125,9; 90,9; 84,9;
75,0; 73,7; 61,5; 56,2; 54,8; 51,3; 45,3, 44,6, 42,5;42,1; 39,9; 39.4; 33,5; 33,4; 29,0; 28,0; 27,9; 26,7,
26,5; 24,5; 21,6, 20,7; 19,2; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraunato za CssHeoN10O2" 901,55995; detektovano
901,55702.

HPLC ¢istoéa (A = 254 nm) metoda D: tr = 11,480 min, povrSina 96,75%; metoda G: tr = 11,811
min, povrsina 95,71%.

[@]*'p =+ 7,0 (¢ 0,10, MeOH)

(IR,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(((6-((5-metil-2-fenil-[1,2,4]triazolo[1,5-
a]pirimidin-7-il)amino)heksil)amino)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-2-ol (86n)

NH Primenom opste procedure F za nukleofilnu supstituciju, polazeci
h od jedinjenja 82¢ (50 mg, 0,097 mmol) i 85d (24 mg, 0,097

) mmol), nakon dry-flash hromatografije (S102:
EtOAc/(MeOH/NHj3(q) 9/1) = 9/1), dobijen je proizvod 86n (42
_ )N\\ S—pn Mg, 60%) u obliku bezbojne, ¢vrste supstance.

T. T.=91 °C (amorfni prah)
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IC (ATR): v=3392, 2930, 2863, 1626, 1594, 1508, 1445, 1388, 1324, 1298, 1224, 1131, 1030, 971,
938, 767, 719, 695 cm™.

H NMR (400 MHz, CDCls) & = 8,32-8,27 (m, 2H, 2 x Ph-H), 7,51-7,41 (m, 3H, 3 x Ph-H), 7,31
(d,J=8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,25 (d, /= 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,56 (d, J= 16,1 Hz, 1H, =CH-),
6,26 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,19 (t, J = 5,7 Hz, 1H, ~CH,-NH-HetAr), 5,96 (s, 1H, HetAr—
Hs), 3,78 (s, 2H, Ar-CH2-NH-), 3,37 (q, J = 6,8 Hz, 2H, ~CHo~CH>-NH-HetAr), 2,65 (t, J= 7.2
Hz, 2H, -CH>-CH>-NH-), 2,55 (s, 3H, Me-HetAr), 2,26 (b rs, 3H, 2 x —~OH, -NH), 1,82 (dt, J; =
12,2 Hz, J> = 3,1 Hz, 1H), 1,80-1,70 (m, 4H), 1,66-1,51 (m, 6H), 1,46-1,37 (m, 6H), 1,35 (s, 3H,
Me), 1,33 (s, 1H), 1,27-1,24 (m, 1H), 1,23-1,18 (m, 1H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,13-1,06 (m, 1H), 1,02—
0,88 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {H} NMR (100 MHz, CDCl3) § = 167,4; 164,8; 164,5; 156,4; 146,9; 137.9; 136,4; 131,1; 130,3;
128,7; 128,6; 127,5; 126,6; 126,3; 87,8; 75,0; 73,7; 61,6; 56,2; 54,5; 48.9; 45.4; 44,5; 42.4; 42,1;
39,9; 39,4; 33,5; 33.,4; 29,6; 29,0; 27,8; 27,0; 26,8; 25,6; 24,5; 21,6; 20,6; 19,3; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + Na]" izratunato za CisHesNeO2Na" 743,4983; detektovano
743,49672.

HPLC c¢istoéa (A = 254 nm) metoda B: tr = 8,238 min, povrsina 95,14%; metoda E: tr = 7,036 min,
povrsina 95,74%; metoda F: tr = 6,122 min, povrsina 97,09%.

[a]**p =+ 18,0 (¢ 0,10, MeOH)

(IR,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(((5-metil-2-fenil-[1,2,4] triazolo[1,5-
a]pirimidin-7-il)(6-((5-metil-2-fenil-[1,2,4] triazolo[1,5-a]pirimidin-7-il)amino)
heksil)amino)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (87¢)

Primenom opste procedure F za nukleofilnu supstituciju, polazeci
od jedinjenja 82c¢ (50 mg, 0,097 mmol) 1 85d (24 mg, 0,097
mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/MeOH =
9/1), dobijen je proizvod 87e (27 mg, 30%) u obliku bezbojne,
cvrste supstance.

T. T.= 119 °C (amortni prah)

IC (ATR): v = 3358, 3379, 2925, 2862, 1625, 1594, 1552, 1445,
1388, 1324, 1301, 1204, 1130, 1070, 1031, 969, 766, 718, 694 cm
1

'TH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 8,30-8,24 (m, 4H, 4 x Ph-H), 7,47-7,40 (m, 6H, 6 x Ph-H), 7,35
(d,J=8,1 Hz, 2H, 2 x Ar—H), 7,24 (d, /= 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar—H), 6,58 (d, J= 16,1 Hz, 1H, =CH-),
6,28 (d, J=16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,12 (t, J = 5,7 Hz, 1H, -CH,-NH-HetAr), 5,95 (s, 1H, HetAr—
He), 5,91 (s, 1H, HetAr—Hes), 5,04 (s, 2H, Ar—CH2-N-), 3,86 (t, J = 7,7 Hz, 2H, —-CH,—CH2-N-),
3,39-3,30 (m, 2H, —-CH>—CH2-NH-HetAr), 2,53 (s, 3H, Me—HetAr), 2,48 (s, 3H, Me-HetAr), 1,86—
1,80 (m, 3H), 1,77-1,71 (m, 3H), 1,66-1,52 (m, 4H), 1,51-1,36 (m, 7H), 1,35 (s, 3H, Me), 1,32 (s,
1H), 1,27-1,19 (m, 2H), 1,14 (s, 3H, Me), 1,13-1,05 (m, 1H), 1,02-0,87 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me),
0,76 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

3C {H} NMR (100 MHz, CDCl3) § = 164,8; 164,5; 164,1; 163,6; 158,7; 156,4; 155,4; 149,1; 146,8;
138,6;137,2;134,9; 131,2; 131,1; 130,3; 130,2; 128,7; 128,6; 127,7; 127,5; 127,4; 127,0; 125,9; 93,4
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87,7;75,0;73,6; 61,5; 56,2; 54,5; 51,1, 45,2; 44,6;42.4;42,1; 39,9; 39.4; 33,5; 33,3; 29,1; 28,0; 27,8;
26,8; 26,6; 25,6; 25,3; 24,5; 21,6; 20,6; 19,2; 18,5; 15,4 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraCunato za CaisHesNeO2" 929,59125; detektovano
929,59031.

HPLC C¢istoéa (A = 254 nm) metoda D: tr = 11,518 min, povrSina 95,51%; metoda E: tr = 11,700
min, povrsina 95,20%.

[0]®p = + 12,8 (c 0,14, MeOH)

(IR,2R,4aS,8aS8)-1-((R,E)-5-(4-(((6-((2,5-difenil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7-
il)amino)heksil)amino)metil)fenil)-3-hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-2-ol (860)

NH Primenom opste procedure F za nukleofilnu supstituciju, polazeci
od jedinjenja 82¢ (30 mg, 0,058 mmol) i 85e (18 mg, 0,058 mmol),
y nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/(MeOH/NH3g)
HN 9/1) = 9/1), dobijen je proizvod 860 (27 mg, 59%) u obliku
ZINN bezbojne, Cvrste supstance.
Ph ’
A

T. T. =90 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=3397,2925,2856, 1623, 1593, 1512, 1448, 1384, 1324, 1248, 1177, 1133, 1085, 1029,
970, 938, 764, 719, 694 cm™.

'"H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 8,32 (dd, J; = 6,8 Hz, J> = 2,7 Hz, 2H, 2 x Ph— H), 8,12 (dd, J; =
6,5 Hz, J>=2,9 Hz, 2H, 2 x Ph-H), 7,45 (s, 6H, 6 X Ph—-H), 7,34-7,20 (m, 4H, 4 x Ar—H), 6,54 (d, J
=16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,47 (s, 1H, HetAr-Hs), 6,37 (t,J = 6,2 Hz, 1H, -CH,-NH-HetAr), 6,24 (d,
J=15,9 Hz, 1H, =CH-), 3,81 (s, 2H, Ar—CH2-NH-), 3,40 (t, /= 10,8, 2H, -CH,—~CH2—NH-HetAr),
3,11 (brs, 3H, 2 x -OH, -NH), 2,69 (t, /= 7,3 Hz, 2H-CH,—-CH>—NH-), 1,82 (d, J = 12,9 Hz, 1H),
1,77-1,66 (m, 5H), 1,64—1,52 (m, 5H), 1,46—1,36 (m, 8H), 1,33 (s, 3H, Me), 1,25 (q, /= 6,5 Hz, 1H),
1,18-1,16 (m, 1H), 1,14 (s, 3H, Me), 1,12—-1,05 (m, 1H), 0,99-0,86 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,76
(s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) = 164,8; 161,8; 156,6; 155,4; 147,4; 138,3; 137,9; 136,8; 130,9;
130,5; 130,4; 128,9; 128,8; 128,8; 128,7; 127,7; 127,5; 126,6; 126,0; 84,8; 74,9; 73,6; 61,6; 56,2;
53,1;48,6; 45,3, 44,4, 42,5; 42,1; 39,8; 39,3; 33,5; 33,3, 28,9; 27,4, 26,8, 26,7; 24,3; 21,6; 20,6; 19,2;
18,5; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + Na]* Izracunato za CsoHesN¢O2Na™ 805,51395; detektovano
805,51172.

HPLC ¢istoca (A = 254 nm) metoda B: tr = 8,364 min, povrsina 95,17%; metoda F: tr = 6,252 min,
povrsina 96,36%.

[a]2p = + 12,0 (c 0,10, MeOH)
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(IR,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(((6-((2-fenil-5-(trifluormetil)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7-il)amino)heksil)amino)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-2-ol (86p)

Primenom opste procedure F za nukleofilnu supstituciju, polazeci
od jedinjenja 82¢ (60 mg, 0,117 mmol) i 85f (35 mg, 0,117 mmol),
nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/MeOH = 9/1),
dobijen je proizvod 86p (48 mg, 53%) u obliku bezbojne, Cvrste
supstance.

T. T.=97-98 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=3383, 2932, 2865, 1632, 1598, 1512, 1447, 1386, 1329, 1287, 1202, 1176, 1146, 1107,
1029, 972, 938, 724 cm™.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & = 8,34-8,30 (m, 2H, 2 x Ph-H), 7,51-7,48 (m, 3H, 3 x Ph-H), 7,32
(d,J=8,0 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,24 (d, J= 8,2 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,62 (b rs, H, ~CH,~-NH-HetAr),
6,57 (d, J= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,44 (s, 1H, HetAr-Hs), 6,26 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 3,77 (s,
2H, Ar-CH2-NH-), 3,51 (t, J = 6,8 Hz, 2H, -CH»~CH2-NH-HetAr), 2,65 (t, J = 7,0 Hz, 2H, ~CHa—
CH2-NH-), 1,88-1,79 (m, 3H), 1,78-1,74 (m, 2H), 1,65-1,60 (m, 2H), 1,60-1,54 (m, 4H), 1,52—1,44
(m, 4H), 1,43-1,37 (m, 3H), 1,36 (s, 3H, Me), 1,34-1,32 (m, 1H), 1,26 (s, 1H), 1,24-1,20 (m, 2H),
1,15 (s, 3H, Me), 1,13-1,08 (m, 1H), 1,03-0,87 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {IH} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 166,0; 155,7; 152,2 (d, °Jcr= 35,7 Hz); 148,2; 138.,4; 137,0;
130,9; 130,5; 130,3; 129,2; 128,8; 127,7; 126,7; 126,0; 120,9 (d, 'Jc-r = 275,8 Hz); 84,4; 75,0; 73,6;
61,6;56,2;52,8;48,2;45,3;44,5;42,7,42,1;39,9; 39,4; 33,5; 33,3; 28,8; 27,6; 26,7; 26,5; 24,4; 21,6;
20,6; 19,2; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + Na]" Izraunato za C4sHeiF3NsO2Na* 797,47003; detektovano
797,46814.

HPLC ¢istoca (A = 254 nm) metoda B: tr = 8,293 min, povrsina 96,76%; metoda F: tr = 6,315 min,
povrsina 98,96%.

[a]*®p =+ 17,7 (¢ 0,07, MeOH)

(IR,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(((2-fenil-5-(trifluormetil)-[1,2,4] triazolo[1,5-
a]pirimidin-7-il)(6-((2-fenil-5-(trifluormetil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7-
il)amino)heksil)amino)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol

(871)

Ph Primenom opSte procedure F za nukleofilnu supstituciju,
N>‘ hY polazec¢i od jedinjenja 82¢ (60 mg, 0,117 mmol) 1 85f (35 mg,
) 0,117 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc
= 1/1), dobijen je proizvod 87f (22 mg, 18%) u obliku bezbojne,
¢vrste supstance.

T. T. =121 °C (amortni prah)

IC (ATR): v=3390, 2930, 2864, 1629, 1601, 1563, 1512, 1446,
1386, 1330, 1287, 1174, 1145, 1108, 1028, 972, 954, 936, 795,
766, 722, 693 cm.
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H NMR (400 MHz, CDCls) & = 8,32-8,25 (m, 2H, 2 x Ph-H), 8,28-8,21 (m, 2H, 2 x Ph-H), 7,51
7,46 (m, 3H, 3 x Ph-H), 7,45-7,41 (m, 3H, 3 x Ph-H), 7,37 (d, J = 8,3 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,24 (d,
J=8,3 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,59 (d, J = 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,55 (t, J = 6,1 Hz, |H-CH,-NH—
HetAr), 6,40 (s, 1H, HetAr—Hs), 6,39 (s, 1H, HetAr-Hs), 6,29 (d, J = 16,1 Hz, 1H, =CH-), 5,19 (s,
2H, Ar-CH2-N-), 3,98 (t, J = 7,9 Hz, 2H, -CH»-CH2-N-), 3,49 (q, J = 6,9 Hz, 2H, -CH,~CH2—
NH-HetAr), 1,94-1,87 (m, 2H), 1,88-1,78 (m, 3H), 1,77-1,74 (m, 2H), 1,65-1,47 (m, 8H), 1,45—
1,34 (m, 3H), 1,35 (s, 3H, Me), 1,34-1,31 (m, 1H), 1,23-1,22 (m, 2H), 1,14 (s, 3H, Me), 1,10 (d, J =
6,0 Hz, 1H), 0,96-0,87 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {'H} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 166,1; 165,2; 158.2; 155,6; 152,3 (q, °Jc-r= 35,9 Hz); 151,7
(q, 2Jcr= 35,5 Hz); 150,1; 148,1; 138,9; 137,7; 133,9; 131,0; 131,0; 130,9; 130,3; 130,2; 128.9;
128,9; 128,8; 127,7; 127,6; 127,2; 125,8; 1209 (q, 'Jc-r = 275,8 Hz); 89,1 (q, *Jcr = 2,5 Hz); 84,3
(q, *Jer = 3,7 Hz); 75,1; 73,7; 61,5; 56,2; 55,2; 51,9; 45.2; 44.,6; 42,7; 42,1; 39,9; 39,4; 33,5; 33.4;
29,0; 27,9; 26,7; 26,6; 24,5; 21,6; 20,6; 19,2; 18,5; 15,4 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" Izradunato za Cs7He7F¢N10O2" 1037,53472; detektovano
1037,5321.

HPLC C¢istoéa (A = 254 nm) metoda D: tr = 12,575 min, povrsina 98,83%; metoda F: tr = 12,503
min, povrsina 99,06%; metoda H: tr = 13,578 min, povrSina 97,98%.

[0]2 =+ 19,7 (c 0,11, MeOH)

(IR,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(((3-((5-(trifluormetil)-[1,2,4]triazolo[1,5-
a]pirimidin-7-il)Jamino)propil)amino)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-2-ol (86q)

Primenom opste procedure G za reduktivno aminovanje, polazeci od
jedinjenja 81 (30 mg, 0,073 mmol) 1 90d (21 mg, 0,080 mmol), nakon
dry-flash hromatografije (SiO2: CH2Clo/(MeOH/NH3(,4) 9/1) = 9/1),
dobijen je proizvod 86q (34 mg, 71%) u obliku bezbojne pene.

T. T. =84 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=13349,2927,2868, 1633, 1592, 1512, 1436, 1388, 1366, 1349, 1284, 1260, 1196, 1175,
1152, 1114, 971, 938, 864, 800, 735, 640 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCls) 6 = 8,39 (s, 1H, HetAr-Hz), 7,38 (d, /= 7,9 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,31
(d, J=38,0 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,58 (d, J= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,39 (s, 1H, HetAr—Hs), 6,27 (d, J
=15,9 Hz, 1H, =CH-), 3,84 (s, 2H, Ar—CH2>-NH-), 3,59 (t,J= 5,9 Hz, 2H, -CH,—CH2-NH-), 2,97—
2,92 (m, 2H, -CH>—CH2-NH-), 1,95 (quint, J = 5,8 Hz, 2H, -CH>—CH2—CH>—, 1,84 (dt, J; = 12,1
Hz, J> = 3,1 Hz, 1H), 1,78-1,71 (m, 2H), 1,67-1,53 (m, 4H), 1,47-1,37 (m, 3H), 1,37 (s, 3H, Me),
1,36-1,31 (m, 1H), 1,24 (s, 2H), 1,23-1,18 (m, 2H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,14-1,09 (m, 1H), 1,01-0,87
(m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {'H} NMR (100 MHz, CDCls) & = 155,7; 155,0; 152,4 (q, *Jc-r = 35,5 Hz); 148,6; 138,4; 137,5;
136,9; 129,1; 126,5; 126,0; 120.9 (q, 'Jc-r = 275,7 Hz); 84,3; 75,0; 73.6; 61,6; 56,2; 53,7; 47,8; 45,3;
44.4; 42,1; 39,8; 39,4; 33,5; 33,3; 33,3; 29,8; 27,5; 26,8; 24,4; 21,6; 20,6; 19,2; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + Na]" izra¢unato za C3cHs1F3sNeO2Na" 679,39178; detektovano
679,39007.
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HPLC ¢istoc¢a (A = 254 nm) metoda D: tr = 8,018 min, povrsina 96,40%; metoda F: tr =6,136 min,
povrsina 95,18%.

[a]*°p =+ 6,5 (¢ 0,26, MeOH)

(IR,2R,4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-(((6-((5-(trifluormetil)-[1,2,4]triazolo[1,5-
a]pirimidin-7-il)amino)heksil)amino)metil)fenil)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-2-ol (86r)

Primenom opste procedure G za reduktivno aminovanje, polaze¢i od
jedinjenja 81 (40 mg, 0,097 mmol) i 90e (32 mg, 0,107 mmol), nakon
dry-flash hromatografije (Si02: CH2Clo/(MeOH/NH3q) 9/1) = 9/1),
dobijen je proizvod 86r 65 mg, 96%) u obliku bezbojne, Cvrste
supstance.

T. T. =84 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=3304, 2928, 2862, 1631, 1593, 1511, 1434, 1387, 1349, 1282, 1260, 1195, 1147, 1113,
1030, 996, 970, 908, 862, 798, 753, 731, 679, 640, 606, 563 cm".

IH NMR (400 MHz, CDCls): & = 8,32 (s, 1H, HetAr-Hz), 7,22 (d, J = 8,2 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,17
(d, J= 8,3 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,47 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,37 (s, 1 H, HetAr-Hs), 6,19 (d, J
= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 4,45 (s, 4H, 2 x ~OH, 2 x -NH), 3,74 (s, 2H, Ar-CH>-NH-), 3,41 (t, J=7,1
Hz, 2H, ~CH,~CH2-NH-HetAr), 2,60 (t, J = 7,3 Hz, 2H, ~CH,-CH2-NH-), 1,80-1,60 (m, SH),
1,59-1,45 (m, 6H), 1,41-1,27 (m, 8H), 1,27 (s, 3H), 1,15-1,07 (m, 2H), 1,08 (s, 3H, Me), 1,08-0,98
(m, 1H), 0,91-0,79 (m, 2H), 0,77 (s, 3H, Me), 0,69 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {'TH} NMR (100 MHz, CDCl3): § = 155,8; 155,0; 152,5 (q, °Jc-r = 35,7 Hz); 148,7; 138,7; 137,0;
135,8; 129,1; 126,6; 125,8; 120,81 (q, 'Jc-r = 276,0 Hz); 84,44 (q, *Jc_r = 2,7 Hz); 74,9; 73,4; 61,7,
56.2;52.4;47.8;45,3;,44,3; 42,6; 42,1; 39,8; 39,3; 33,5; 33,3; 28,5; 28,2; 27.,2; 26,5; 26.,4; 24,3; 21,5;
20,6; 19,1; 18,5; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + Na]" izra¢unato za C3oHs7F3NeO2Na" 721,43873; detektovano
721,43762.

HPLC ¢istoc¢a (A = 254 nm) metoda D: tr = 8,077 min, povrsina 98,65%; metoda F: tr =6,153 min,
povrsina 99,15%.

[a]*®p = + 8,3 (¢ 0,12, MeOH)

N!-(5-(trifluormetil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7-il)propan-1,3-diamin (892a)
Nukleofilna supstitucija (88a):

o~ U reakcioni balon je dodati su jedinjenje 85¢ (126 mg, 0,566 mmol, 1,0 ekv.) i
HN NiBoe apsolutni EtOH (2 mL), nakon Cega je uz mesanje, u porcijama dodat zerc-butil-
7 N’N\> (3-aminopropil)karbamat (148 mg, 0,849 mmol, 1,5 ekv.). Reakciona smesa je
SN As N meSana na sobnoj temperaturi tokom 2 ¢asa, nakon ¢ega su rastvaraci uklonjeni

isparavanjem pod snizenim pritiskom. Proizvod 88a je dobijen nakon dry-flash
hromatografije na stubu (Si02: EtOAc) u obliku bezbojne ¢vrste supstance (149 mg, 73%).

F5C

T. T.= 134 °C (amorfni prah)
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IC (ATR): v=13363,2981,2936, 1682, 1639, 1597, 1515, 1440, 1393, 1367, 1352, 1319, 1284, 1259,
1196, 1162, 1140, 1040, 1004, 963, 919, 867, 801, 725, 712, 638, 610, 572, 536 cm™.

H NMR (400 MHz, CDCls): & = 8,43 (s, 1H, HetAr-Hz), 7,72 (b s, 1H, HetAr-NH-CH,-), 6,46
(s, IH, HetAr-He), 5,02 (t, J = 6,2 Hz, 1H, -CH>-NHCOO-), 3,61 (q, J = 6,5 Hz, 2H, HetAr-NH-
CH2-CHy-), 3,33 (q, J = 6,4 Hz, 2H, -CH,~CH2-NHBoc), 1,91 (quint, J = 6,7, Hz, 2H, -CH,~CH2—
CHy-), 1,45 (s, 9H, -NHCOO-C(CHs)3) ppm.

13C {'H} NMR (100 MHz, CDCl3): § = 157,2; 156,1; 155,1; 152,5 (q, °Jc-r= 35,5 Hz); 120,8 (q, "Jc-
r=275,8 Hz); 84,2 (q, 3Jc.r=2,7 Hz); 80,2; 39,7; 37,2; 29,7; 28,5 ppm.

Boc-deprotekcija (89a):

NS N U reakcioni balon dodati su redom jedinjenje 88a (50 mg, 0,139 mmol, 1,0 ekv.),
N CH2Clx (2mL) 1 TFA (531 pL, 6,94 mmol, 50 ekv.). Reakciona smesa je meSana
L N na sobnoj temperaturi tokom 30 minuta, nakon ¢ega je dodat zasieni rastvor
N amonijaka u metanolu do potpune neutralizacije TFA. Rastvaraci su uklonjeni
isparavanjem pod snizenim pritiskom. Proizvod 89a je dobijen nakon dry-flash hromatografije na
stubu (Si02: EtOAc/MeOH = 7/3) = 9/1) u obliku Zuckaste, ¢vrste supstance (29 mg, 80%).

=
>

F,¢7 N

T. T. =151 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v = 3067, 2902, 2135, 1888, 1673, 1473, 1438, 1195, 1143, 1088, 842, 802, 726, 601,
518,410 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,38 (s, 1H, HetAr-Hz), 6,41 (s, 1H, HetAr—He), 3,64 (t, J = 6,1
Hz, 2H, HetAr—NH-CH2—-CH>-), 3,14-3,01 (m, 2H, -CH>—CH2-NH>), 1,93 (quint, J = 5,9 Hz, 2H,
—CH>—CH2—CH>x-) ppm.

13C {'TH} NMR (100 MHz, CDCl3): § = 155,9; 155,2; 152,4 (q, *Jc—r= 35,5 Hz); 148,6; 120,9 (q, Jc-
r=275,8 Hz); 84,2 (q, >Jcr=2,9 Hz); 43,4; 41,2; 29,4 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraGunato za CoH12NeF3" 261,10701; detektovano
261,10694.

HPLC c¢istoéa (A = 320 nm) metoda C: tr = 5,663 min, povrsina 99,34%; metoda E: tr = 4,224 min,
povrsina 99,47%.

N!-(5-(trifluormetil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7-il)heksan-1,6-diamin (89b)
Nukleofilna supstitucija (88b):

N 7 nHBoe U reakceioni balon je dodati su jedinjenje 85¢ (100 mg, 0,449 mmol, 1,0 ekv.) i
SN apsolutni EtOH (2 mL), nakon Cega je, uz meSanje, u porcijama dodat ferc-
< )QN\> butil-(6-aminoheksil)karbamat (146 mg, 0,674 mmol, 1,5 ekv.).. Reakciona
smesa je meSana na sobnoj temperaturi tokom 2 ¢asa, nakon ¢ega su rastvaraci
uklonjeni isparavanjem pod snizenim pritiskom. Proizvod 88b je dobijen nakon dry-flash
hromatografije na stubu (SiO2: EtOAc) u obliku zuckaste, ¢vrste supstance (142 mg, 79%).

F,¢7 N

T. T. =76 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=3370, 2983, 2940, 2874, 1688, 1640, 1593, 1520, 1482, 1437, 1390, 1366, 1345, 1279,
1252, 1220, 1167, 1112, 1049, 995, 977, 925, 870, 780, 726, 712, 680, 639, 608 cm™.
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TH NMR (400 MHz, CDCl3): & = 8,40 (s, 1H, HetAr—H?z), 7,06 (t, J= 5,9 Hz, 1H, HetAr-NH—CH—
), 6,45 (s, 1H, HetAr—Hs), 4,63 (s, 1H, -CH,-NHCOO-), 3,52 (q, J = 6,9 Hz, 2H, HetAr-NH-CH2—
CH»-), 3,11 (q, J = 6,9 Hz, 2H, -CH,~CH2-NHBoc), 1,80 (quint, J = 7,2 Hz, 2H, HetAr-NH-CH,—
CHz-), 1,54-1,44 (m, 4H, 2 x -CH2-), 1,41 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3), 1,38-1,33 (m, 2H, -CH2—
) ppm.

13C {'H} NMR (100 MHz, CDCl3): § = 156,2; 155,9; 155,0; 152,5 (q, *Jc_r= 35,9 Hz); 148,6; 120,8
(q, Jer=275,8 Hz); 84,4 (q, 3Jc.r=2,7Hz); 79,2; 42,6; 40,2; 30,1; 28,7; 26,2; 26,1; 26,1 ppm.

Boc-deprotekcija (89b):

N N, U reakcioni balon dodati su redom jedinjenje 88b (80 mg, 0,199 mmol, 1,0 ekv.),
) CHxCl, (2 mL) 1 TFA (761 pL, 9,95 mmol, 50 ekv.). Reakciona smeSa je meSana
Sy-N , : ) y . o
P S na sobnoj temperaturi tokom 30 minuta, nakon ¢ega je dodat zasi¢eni rastvor
Fi¢” N7 N amonijaka u metanolu do potpune neutralizacije TFA. Rastvaraci su uklonjeni
isparavanjem pod snizenim pritiskom. Proizvod 89b je dobijen nakon dry-flash hromatografije na
stubu (Si02: EtOAc/(MeOH/NH3,4) 9/1) = 9/1) u obliku zuckaste, ¢vrste supstance (52 mg, 86%).

T. T. =119 °C (amortni prah)

IC (ATR): v=3065, 2904, 2138, 1884, 1675, 1475, 1437, 1193, 1128, 952, 841, 802, 724, 601, 518,
410 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl; + CDsOD): 6 = 8,30 (s, 1H, HetAr-H2), 6,41 (s, 1H, HetAr—Hs), 3,44
(t,J=17,2 Hz, 2H, HetAr—NH-CH2-CH»-), 2,61 (t, J = 6,8 Hz, 2H, -CH>—CH2-NH>), 1,73 (quint, J
=17,3 Hz, 2H, HetAr—NH-CH>—CH»-), 1,47-1,30 (m, 6H, 3 x —CH2-) ppm.

13C {'H} NMR (100 MHz, CDCl; + CD;0D): § = 155,4; 154,9; 152,4 (q, °Jc-r = 35,8 Hz); 148,7;
120,7 (q, Jc-r = 275,7 Hz); 84,5 (q, *Jc_r = 2,7 Hz); 42,6; 41,3; 32,6; 28,5; 26,4; 26,3 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]' izraGunato za Ci2HigNeF3" 303,15396; detektovano
303,15368.

HPLC c¢istoéa (A = 320 nm) metoda C: tr = 7,123 min, povrsina 97,14%; metoda E: tr = 4,779 min,
povrsina 98,73%.

N!-(5-metil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-7-il)propan-1,3-diamin (89c¢)
Nukleofilna supstitucija (88c):

aN" >"nNHBoc U reakcioni balon, koji je opremljen povratnim kondenzatorom, dodati su

SN jedinjenje 85a (111 mg, 0,658 mmol, 1,0 ekv.), ferc-butil-(3-

“ )QN\> aminopropil)karbamat (115 mg, 0,658 mmol, 1,0 ekv.), KoCO3 (109 mg, 0,790

N mmol, 1,2 ekv.) i 1,4-dioksan (3,4 mL). Reakciona smesa je potom zagrevana u

uljanom kupatilu na temperaturi kljuanja rastvara¢a tokom 3 casa. Nakon hladenja do sobne

temperature, sadrzaj balona je proceden, a talog je ispran 1,4-dioksanom. Talog je odbacen, a spojeni

filtrati su koncentrovani uklanjanjem rastvarac¢a pod snizenim pritiskom. Proizvod 88¢ je dobijen

nakon dry-flash hromatografije na stubu (SiO2: CH>Cl/(MeOH/NHswg 9/1) = 95/5) u obliku
bezbojne, ¢vrste supstance (185 mg, 92%).

T. T. =151 °C (amortni prah)
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IC (ATR): v=3353,3253,3114, 3050, 2970, 2924, 2480, 2386, 1695, 1626, 1587, 1499, 1462, 1437,
1416, 1389, 1365, 1340, 1312, 1278, 1251, 1236, 1194, 1140, 1083, 1036, 1014, 956, 926, 901, 868,
801, 813, 785, 770, 754, 705, 680, 638, 595, 547, 476 cm™.

'TH NMR (400 MHz, CDCl3): & = 8,26 (s, 1H, HetAr-H2), 7,17 (s, 1H, HetAr-NH-CH>-), 5,96 (s,
1H, HetAr—He), 5,53 (t, /= 7,0 Hz, 1H, -CH>-NHCOO), 3,48 (q, J = 6,4 Hz, 2H, HetAr—NH—CH>—
CH»>-), 3,27 (q, J = 6,3 Hz, 2H, -CH>—CH2-NHBoc), 2,51 (s, 3H, Me-HetAr), 1,88 (quint, J = 6,5
Hz, 2H, -CH>—CH2—CH>-), 1,40 (s, 9H, -NHCOO—-C(CH3)3) ppm.

13C {IH} NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 164,9; 156,8; 155,6; 154,5; 147.2; 87,7; 79,5; 39,4; 37.4;
29.3; 28,5; 25,4 ppm.

Boc-deprotekcija (89c¢):

U reakcioni balon dodati su redom jedinjenje 88¢ (50 mg, 0,163 mmol, 1,0 ekv.),

HN"""NH,  CH,Cl> (2 mL) i TFA (624 puL, 8,15 mmol, 50 ekv.). Reakciona smesa je mesana

NN na sobnoj temperaturi tokom 30 minuta, nakon cega je dodat zasieni rastvor

\N)*N> amonijaka u metanolu do potpune neutralizacije TFA. Rastvarac¢i su uklonjeni

isparavanjem pod snizenim pritiskom. Proizvod 89¢ je dobijen nakon dry-flash

hromatografije na stubu (SiO2: EtOAc¢/(MeOH/NH3z,g) 9/1) = 9/1) u obliku zuckaste, ¢vrste supstance
(31 mg, 92%).

T. T. =228 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=13590, 3062, 2973, 2642, 1628, 1587, 1508, 1476, 1435, 1373, 1340, 1315, 1298, 1253,
1203, 1189, 1157, 1146, 1061, 959, 935, 895, 822, 769, 723, 683, 641, 610, 549, 499, 410 cm.

TH NMR (400 MHz, CDCls): & = 8,20 (s, 1H, HetAr-Hz), 5,97 (s, 1H, HetAr-He), 3,48 (t, J = 6,5
Hz, 2H, HetAr—NH-CH>-CH»>-), 2,93 (t, J= 6,2 Hz, 2H, -CH,—CH2-NH>), 2,51 (s, 3H, Me—HetAr),
1,86 (quint, J = 6,4 Hz, 2H, -CH,—CH2—CH>—) ppm.

13C {H} NMR (100 MHz, CDCl3): 8 = 165,0; 155,5; 154,3; 147,3; 87,8; 41,4; 40,0; 30,5; 25,2 ppm.
HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraunato za CoHisNs" 207,13527; detektovano 207,135009.

HPLC c¢istoéa (A = 320 nm) metoda C: tr = 6,454 min, povrsina 98,60%; metoda E: tr = 4,642 min,
povrsina 98,56%.

5-metil-7-(piperazin-1-il)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin (89d)

i U reakcioni balon, koji je opremljen povratnim kondenzatorom, dodati su jedinjenje 85a
[ j (51 mg, 0,302 mmol, 1,0 ekv.), piperazin (26 mg, 0,302 mmol, 1,0 ekv.), K2CO3 (50 mg,
N 0,362 mmol, 1,2 ekv.) i 1,4-dioksan (1,5 mL). Reakciona smesa je zagrevana u uljanom
~>n-N,  kupatilu na temperaturi kljuCanja rastvaraca tokom 3 Casa. Nakon hladenja do sobne
\NJ\\N> temperature, sadrzaj balona je proceden, a talog je ispran 1,4-dioksanom. Talog je
odbacen, a spojeni filtrati su koncentrovani uklanjanjem rastvaraca pod sniZenim

pritiskom. Proizvod 89d je dobijen kao zuta, ¢vrsta supstanca (56 mg, 85%).

T. T. =198 °C (amortni prah)

IC (ATR): v=13362,2923,2722, 1653, 1606, 1547,1372, 1331, 1305, 1271, 1218, 1205, 1127, 1057,
993, 831, 813, 772, 690, 648, 565, 455 cm™.
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TH NMR (400 MHz, CDCl3): 8 = 8,28 (s, 1H, HetAr-Hz), 6,13 (s, 1H, HetAr-Hs), 3,79-3,74 (m,
4H, HetAr—N—(CH2—CH2)-N-), 3,15-3,06 (m, 4H, HetAr—-N—(CH>—CH2)-NH), 2,57 (s, 3H, Me—
HetAr) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3): & = 165,0; 157.,4; 154,3; 150,6; 94,6; 49,3; 45,7, 25,3 ppm.
HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izracunato za C1oHisNe" 219,13527; detektovano 219,13534.

HPLC ¢istoéa (A =280 nm) metoda D: tr = 4,590 min, povrsina 98,35%; metoda E: tr = 10,780 min,
povrsina 99.44%.

7-(piperazin-1-il)-5-(trifluormetil)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin (89d)

I U reakcioni balon su dodati je jedinjenje 85¢ (48 mg, 0,216 mmol, 1,0 ekv.) 1 apsolutni

[ j EtOH (1 mL). Zatim je tokom 10 minuta, uz mesanje, ukapavan rastvor piperazina (37

N mg, 0,432 mmol, 2,0 ekv.) u apsolutnom EtOH (1 mL). Reakciona sme$a je meSana

= N/N\> na sobnoj temperaturi tokom 3 ¢asa, nakon ¢ega je rastvara¢ uklonjen isparavanjem

c \N)QN pod snizenim pritiskom. Dobijeni suvi ostatak je rasporeden izmedu slojeva CH2Clz 1

vode. Organski sloj je odvojen, dok je vodeni sloj je ekstrahovan CH2Cl> (2 x 20 mL).

Spojeni organski ekstrakti su osuseni iznad anhidrovanog MgSQO4, nakon ¢ega je rastvarac¢ uklonjen

pod snizenim pritiskom. Proizvod 89d je dobijen nakon dry-flash hromatografije na stubu (SiO»:
EtOAc/MeOH = 9/1) u obliku zute, amorfne supstance (37 mg, 63%).

F;

T. T. =159 °C (amortni prah)

IC (ATR): v=3305,3110, 3052, 2921, 2853, 1610, 1563, 1445, 1329, 1296, 1246, 1216, 1195, 1163,
1140, 1016, 951, 896, 825, 808, 791, 769, 708, 670, 638, 616, 595, 540, 470 cm’".

TH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 8,39 (s, 1H, HetAr—H2z), 6,54 (s, 1H, HetAr-Hs), 4,04-3,97 (m, 4H,
HetAr—N—(CH2—CH»)-N-), 3,15-3,08 (m, 4H, HetAr—-N—(CH>—CH2)-NH), 1,98 (s, 1H, -NH-)
ppm.

13C {'"H} NMR (100 MHz, CDCl3) § = 157,0; 155,4; 152,1 (q, *Jc_r= 35,7 Hz); 151,1; 120,8 (q, 'Jc-
F=275,9 Hz); 89,8 (q, *Jcr = 2,7 Hz); 49,8; 45,8 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]' izraGunato za CioHi2F3Ng™ 273,10701; detektovano
273,10695.

HPLC dcistoca (A = 320 nm) metoda C: tr = 7,123 min, povrSina 97,14%; metoda E: tr = 4,779 min,
povrsina 98,73%.

terc-butil (2-(((adamantan-1-il)metil)amino)etil)karbamat (93a)

adamantan-1-karbaldehida (57 mg, 0,353 mmol) i N-Boc-1,2-diaminoetana
(68 mg, 0,424 mmol), nakon dry-flash hromatografije (Si02: EtOAc/MeOH =
9/1), dobijen je proizvod 93a (74 mg, 66%) u obliku Zutog ulja.

@H Primenom opsSte procedure H za reduktivho aminovanje, polazeéi od
N
" NHBoc

IC (ATR): v=3351, 2976, 2902, 2847, 1715, 1522, 1453, 1391, 1366, 1272, 1251, 1174, 1042, 987,
866, 779 cm™.
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IH NMR (400 MHz, CDCls) & = 5,04 (br s, 1H, -CH,-NHCOO-), 3,33-3,26 (m, 1H, -CH,-NH-
CH:-), 3,16 (q, J = 6,1 Hz, 2H, ~-CH,~CH2-NHBoc), 2,65 (t, J = 6,0 Hz, 2H, ~CH,~CH>-NH-), 2,18
(s, 2H, Ad-CH2-NH-), 1,93-1,89 (m, 3H, 3 x —-CH (Ad)), 1,73-1,56 (m, 6H, 3 x ~CH, (Ad)),1,46
(s, 6H, 3 x ~CHa (Ad)), 1,40 (s, 9H, -NHCOO-C(CHs)3) ppm.

13C {IH} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 156,3; 79,1; 62,3; 50,0; 40,9; 37,3; 33,5; 28,5; 28,4 ppm.

terc-butil (3-(((adamantan-1-il)metil)amino)propil)karbamat (93b)

adamantan-1-karbaldehida (63 mg, 0,384 mmol) i N-Boc-1,3-diaminopropana
(80 mg, 0,460 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/MeOH =
9/1), dobijen je proizvod 93b (102 mg, 82%) u obliku zutog ulja.

Primenom ops$te procedure H za reduktivnho aminovanje, polaze¢i od
H
@\/ N\(\jz/\NHBoc

IC (ATR): v=13342,2975,2902, 2847, 2658, 1700, 1516, 1453, 1391, 1365, 1346, 1275, 1252, 1174,
1116, 1065, 1049, 870, 780 cm.

TH NMR (400 MHz, CDCl) & = 6,06 (s, 1H, -CH,-NHCOO-), 3,17 (q, J= 5,9 Hz, 2H, -CH,~CHz—
NHBoc), 2,64 (t, J = 6,2 Hz, 2H, -CH,~CH2-NH-), 2,18 (s, 2H, Ad-CH2-NH-), 1,92 (s, 3H, 3 x —
CH (Ad)), 1,71-1,60 (m, 6H, 3 x —CH; (Ad)), 1,60-1,55 (m, 2H, -CH,-CH2-CH,-), 1,48 (br s, 6H,
3 x —~CHa (Ad)), 1,38 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3) ppm.

3C {'H} NMR (100 MHz, CDCl3) § = 156,3; 78,6; 62,8; 49,7; 40,9; 40,4; 37,3; 33,3; 28,8; 28,5;
28,5 ppm.

terc-butil (6-(((adamantan-1-il)metil)amino)heksil)karbamat (93c¢)

u Primenom opsSte procedure H za reduktivho aminovanje, polaze¢i od
N> nmBo. adamantan-1-karbaldehida (80 mg, 0,487 mmol) i N-Boc-1,6-

diaminoheksana (126 mg, 0,584 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02: EtOAc/MeOH = 8/2), dobijen je proizvod 93¢ (148 mg, 83%) u obliku zutog ulja.

IC (ATR): v = 3350, 2904, 2486, 1736, 1667, 1563, 1452, 1362, 1345, 1316, 1121 cm™.

'H NMR (400 MHz, CDCl) § = 4,70 (br s, 1H, -CH,-NHCOO-), 3,02 (q, J = 6,7 Hz, 2H, ~CHa—
CH2-NHBoc), 2,47 (t, J = 7,3 Hz, 2H, -CH,-CH>-NH-), 2,15 (s, 2H, Ad-CH>-NH-), 1,96-1,82
(m, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,68-1,53 (m, 6H, 3 x —CH, (Ad)), 1,44 (s, 6H, 3 x ~CHa (Ad)), 1,42-1,37
(m, 4H, 2 x ~CH>-CH,-NH-) 1,36 (s, 9H, -NHCOO-C(CHs)3), 1,28-1,22 (m, 4H, -CH>~CHz-)

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) § = 156,0; 78,8; 63,0; 51,0; 40,9; 40,5; 37,2; 33,3; 30,0; 29,8;
28,5; 28.,4; 27,0; 26,7 ppm.

terc-butil (8-(((adamantan-1-il)metil)amino)oktil)karbamat (93d)

adamantan-1-karbaldehida (92 mg, 0,560 mmol) i N-Boc-1,8-diaminooktana
(164 mg, 0,672 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOx:
CH2Cl2/(MeOH/NH3g) 9/1) = 95/5), dobijen je proizvod 93d (195 mg, 89%) u obliku zutog ulja.

" Primenom ops$te procedure H za reduktivno aminovanje, polazeé¢i od
N 7™ NHBoc
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IC (ATR): v=13343,2975,2903, 2849, 1697, 1528, 1453, 1391, 1365, 1273, 1251, 1174, 1041, 1001,
870, 779 cm.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 = 4,54 (s, 1H, -CH,-NHCOO-), 3,07 (¢, J = 6,8 Hz, 2H, -CH,—CH2—
NHBoc), 2,53 (t, J= 7,3 Hz, 2H, -CHo~CH>-NH-), 2,22 (s, 2H, Ad-CH2-NH-), 1,99-1,92 (m, 3H,
3 x —CH (Ad)), 1,74-1,58 (m, 6H, 3 x —CHa (Ad)), 1,50 (s, 6H, 3 x —CHa (Ad)), 1,48-1,43 (m, 4H,
2 x —CHz-), 1,42 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3), 1,36-1,24 (m, 8H, 4 x —CHz—) ppm.

13C {IH} NMR (100 MHz, CDCls) § = 156,1; 79,1; 63,2; 51,2; 41,1; 37,4; 33,4; 30,2; 30,0; 29,6;
29.4; 28,6; 28,5; 27,4; 26,9 ppm.

terc-butil (2-((2-(adamantan-1-il)etil)amino)etil)karbamat (93e)

adamantil)etanala (90 mg, 0,505 mmol) i N-Boc-1,2-diaminoetana (162 mg,
1,01 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/MeOH = 8/2),
dobijen je proizvod 93e (120 mg, 74%) u obliku zutog ulja.

@\MH Primenom opste procedure I za reduktivno aminovanje, polaze¢i od 2-(1-
N NHBoc

IC (ATR): v =3338, 2975, 2903, 2846, 1700, 1521, 1451, 1391, 1365, 1273, 1251, 1174, 1045, 988,
870, 779 cm™'.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) § = 5,11 (s, 1H, -CH,-NHCOO-), 3,17 (q, J= 5,9 Hz, 2H, ~CH,~CHz—
NHBoc), 2,68 (t, J = 5,9 Hz, 2H, ~CH,~CH2-NH-), 2,62-2,50 (m, 2H, Ad-CH>-CH>-NH-), 1,92—
1,84 (m, 3H, 3 x ~CH (Ad)), 1,69-1,52 (m, 6H, 3 x ~CHa (Ad)), 1,44 (d, J= 3,1 Hz, 6H, 3 x —-CH,
(Ad)), 1,40 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3), 1,27-1,16 (m, 2H, Ad-CH2~CH,-NH-) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) 8 = 156,2; 79,1; 49,4; 44,6, 44,0, 42,7, 37,2; 31,9; 28,7; 28,5 ppm.
pp

terc-butil (3-((2-(adamantan-1-il)etil)amino)propil)karbamat (93f)

. Primenom opSte procedure I za reduktivno aminovanje, polaze¢i od 2-(1-
Ny ~nmpoe  @damantil)etanala (95 mg, 0,533 mmol) i N-Boc-1,3-diaminopropana (186

mg, 1,07 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/MeOH = §/2),
dobijen je proizvod 93f (158 mg, 88%) u obliku Zutog ulja.

IC (ATR): v = 3346, 2907, 2848, 1701, 1518, 1453, 1391, 1366, 1275, 1252, 1175, 870, 779 cm’".

TH NMR (400 MHz, CDCl3) § = 5,16 (s, 1H, -CH>-NHCOO-), 3,17 (t, J = 6,6 Hz, 2H, -CH,—CHz—
NHBoc), 2,66 (t, J = 6,7 Hz, 2H, —-CH,~CH2-NH-), 2,61-2,53 (m, 2H, Ad-CH>-CH>-NH-), 1,95—
1,86 (m, 3H, 3 x ~CH (Ad)), 1,71-1,56 (m, SH, 3 x -CH, (Ad), -CH,~CH2~CH>), 1,46 (d, J = 3,2
Hz, 6H, 3 x ~CHa (Ad)), 1,41 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3), 1,31-1,20 (m, 2H, Ad-CH>-CH,-NH-)
ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) & = 156,3; 79,1; 47,6; 44,3; 44,2; 42.7; 39,1; 37,2; 32,0; 29,8;
28,8; 28,5 ppm.

90



Eksperimentalni deo

terc-butil (6-((2-(adamantan-1-il)etil)amino)heksil)karbamat (93g)

adamantil)etanala (90 mg, 0,505 mmol) i N-Boc-1,6-diaminoheksana (218
mg, 1,01 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/MeOH = 7/3),
dobijen je proizvod 93g (153 mg, 80%) u obliku bezbojnog ulja.

" Primenom opste procedure I za reduktivno aminovanje, polaze¢i od 2-(1-
% NHBoc

IC (ATR): v = 3344, 2906, 2848, 1697, 1523, 1452, 1390, 1365, 1273, 1251, 1174, 1041, 869, 779
-1
cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCls) & = 4,58 (br s, 1H, -CH,-NHCOO-), 3,06 (q, J = 6,7 Hz, 2H, -CH»—
CH2-NHBoc), 2,59-2,52 (m, 4H, Ad—CH,—-CH2-NH-CH2-), 1,93-1,86 (m, 3H, 3 x —CH (Ad)),
1,70-1,55 (m, 6H, 3 x —CH2 (Ad)), 1,50-1,47 (m, 6H, 3 x —CH> (Ad)), 1,46—1,41 (m, 4H, 2 x —CH2—
CH>—NH-), 1,40 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3), 1,32-1,26 (m 4H, 2 x —CH2—), 1,26—1,20 (m, 2H, Ad-
CH2-CH>-NH-) ppm.

BC {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) é = 156,1; 79,0; 50,1; 44,7; 44,4; 42,7; 37,3; 31,9; 30,1; 30,0;
28,8; 28,5; 27,1, 26,8; 26,4 ppm.

terc-butil (8-((2-(adamantan-1-il)etil)amino)oktil)karbamat (93h)

adamantil)etanala (60 mg, 0,337 mmol) i N-Boc-1,8-diaminooktan (164 mg,
0,673 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/MeOH = 7/3),
dobijen je proizvod 93h (104 mg, 76%) u obliku Zutog ulja.

" Primenom opste procedure I za reduktivno aminovanje, polaze¢i od 2-(1-
N
5 % " NHBoc

IC (ATR): v=3353, 2975, 2903, 2849, 1700, 1525, 1453, 1391, 1365, 1346, 1272, 1250, 1174, 1042,
1000, 870, 779 cm’'.

'TH NMR (400 MHz, CDCl3) § = 4,53 (br s, 1H, -CH,-NHCOO-), 3,07 (q, J = 6,6 Hz, 2H, -CH>—
CH:>-NHBoc), 2,62-2,52 (m, 4H, Ad—CH>—CH>-NH-CH»-), 1,94-1,88 (m, 3H, 3 x —CH (Ad)),
1,72— 1,58 (m, 6H, 3 x —CHz (Ad)), 1,48 (d, /= 3,1 Hz, 6H, 3 x -CH: (Ad)), 1,47-1,43 (m, 4H, 2 %
—CH2-CH-NH-), 1,42 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3), 1,31-1,22 (m, 10H, 4 x CH2, Ad—-CH2—CH>—
NH-) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) & = 156,1; 79,1; 50,3; 44,7; 44,4; 42.8; 40,7; 37,3; 32,0; 30,2;
29,6; 29,3; 28.8; 28,6; 27,5; 26,9 ppm.

terc-butil (6-((1-(adamantan-1-il)etil)Jamino)heksil)karbamat (93i)

Primenom opsSte procedure H za reduktivnho aminovanje, polaze¢i od

@\(ﬁ adamantil-metil-ketona (77 mg, 0,432 mmol) i N-Boc-1,6-diaminoheksana

I E T NHBoo (112 mg, 0,518 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/MeOH
=9/1), dobijen je proizvod 93i (121 mg, 74%) u obliku zutog ulja.

IC (ATR): v=3344, 2974, 2907, 2850, 1710, 1527, 1452, 1392, 1365, 1273, 1251, 1175, 1079, 1042,
1013, 870, 778, 650 cm™.

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & = 4,54 (br s, 1H, -CH,-NHCOO-), 3,27 (br s, 1H, -CH,-NH-CHx>—
), 3,08 (dd, J; = 12,9 Hz, J> = 6,0 Hz, 2H, -CH,~CH2-NHBoc), 2,78 (dt, J; = 11,6 Hz, J, = 7,4 Hz,
1H, Ad-CH(Me)-NH-CH2-CHay-), 2,46 (dt, J; = 11,6 Hz, J> = 7,4 Hz, 1H, Ad-CH(Me)-NH-CHz—
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CH»-), 2,13 (q, J = 6,4 Hz, 1H, Ad—CH(Me)-NH-), 1,99-1,93 (m, 3H, 3 x —-CH (Ad)), 1,74-1,55
(m, 10H), 1,53—1,45 (m, 6H), 1,42 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3), 1,35-1,27 (m, 4H, 2 x —-CH2-), 0,99
(d, J=6,5 Hz, 3H, -CH-Me) ppm.

13C {IH} NMR (100 MHz, CDCl3) § = 156,0; 79,0; 62,7; 48,2; 40,5; 38.5; 37,1; 35,8; 30,0; 29,1;
28,4; 28,1; 26,9; 26,6; 12,9 ppm.

terc-butil 4-((adamantan-1-il)metil)piperazin-1-karboksilat (93j)

1-karbaldehida (100 mg, 0,609 mmol) i 1-Boc-piperazina (136 mg, 0,731 mmol),
nakon dry-flash hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 8/2), dobijen je proizvod
93j (145 mg, 71%) u obliku bezbojnog praha.

@V nBoc  Primenom opste procedure H za reduktivno aminovanje, polazeci od adamantan-

T.T.=92°C

IC (ATR): v=2976, 2901, 2847, 2676, 1696, 1475, 1455, 1419, 1365, 1321, 1289, 1267, 1242, 1175,
1125, 1105, 1086, 1011, 866, 794, 772, 588, 532 cm’.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) § = 3,35 (t, J = 4,9 Hz, 4H, -N— (CH,~CH:z)>-NBoc), 2,38 (t, J = 5,2
Hz, 4H, ~N—(CH2—CH,)>-NBoc), 1,94-1,87 (m, SH, 3 x ~CH (Ad), Ad-CHz-N-), 1,70-1,55 (m,
6H, 3 x ~CH, (Ad)), 1,46-1,44 (m, 6H, 3 x -CH, (Ad)), 1,42 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) § = 155,0; 79,4; 71,1; 55,8; 41,0; 37,3; 35,1; 28,6; 28,5 ppm.

terc-butil 4-(2-(adamantan-1-il)etil)piperazin-1-karboksilat (93k)

(\NBOC Primenom opSte procedure I za reduktivho aminovanje, polaze¢i od 2-(1-
@\“ adamantil)etanala (63 mg, 0,353 mmol) i 1-Boc-piperazina (132 mg, 0,707

mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 7/3), dobijen je
proizvod 93k (95 mg, 77%) u obliku bezbojnog praha.

T.T.=86°C

IC (ATR): v=2975, 2903, 2847,2814,1700, 1451, 1420, 1365, 1344, 1286, 1247, 1173, 1125, 1004,
869, 770 cm™'.

H NMR (400 MHz, CDCls) & = 3,38 (t, J = 5,2 Hz, 4H, -N—(CH,—CH2:),-NBoc), 2,37-2,25 (m, 6H,
~N—(CH2-CH,)-NBoc, Ad-CH,~CH2-N-), 1,89 (s, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,70-153 (m, 6H, 3 x —
CH, (Ad)), 1,44 (d,J=2,9 Hz, 6H, 3 x -CH, (Ad)), 1,41 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)s), 1,26-1,19 (m,
2H, Ad-CH2-CH,-NH-) ppm.

13C {H} NMR (100 MHz, CDCls) § = 154,8; 79,6; 53,2; 52,9; 42,6, 40,9; 37,2; 31,8; 28,7; 28,5 ppm.

N-((adamantan-1-il)metil)etan-1,2-diamin (94a)

" Primenom opSte procedure J za uklanjanje Boc-zastitne grupe, polaze¢i od
@\/N\/\ jedinjenja 93a (75 mg, 0,243 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:

CH2Cl2/(MeOH/NH34g) 9/1) = 7/3), dobijen je proizvod 94a (41 mg, 81%) u
obliku Zutog ulja.
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IC (ATR): v = 3305, 2902, 2847, 1667, 1572, 1452, 1346, 1153, 1104 cm™".

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § = 2,78 (t, J = 5,9 Hz, 2H, -CH,~CH>-NH-), 2,64 (t, J = 5,9 Hz, 2H,
~CH~CH2-NH-), 2,23 (s, 2H, Ad-CH>-NH-), 2,21 (br s, 3H, -NH, -NH2), 1,97-1,91 (m, 3H, 3 x
~CH (Ad)), 1,73-1,59 (m, 6H, 3 x -CHa (Ad)), 1,51 (d, J= 3,3 Hz, 6H, 3 x -CH, (Ad)) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 62,7; 53,1; 41,3; 41,0; 37,3; 33,6; 28,6 ppm.
HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraunato za Ci3HasN2"209,20123; detektovano 209,20118.

N-((adamantan-1-il)metil)propan-1,3-diamin (94b)

" Primenom opste procedure J za uklanjanje Boc-zastitne grupe, polazeéi od
Ny >wm, Jedinjenja 93b (98 mg, 0,304 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:

CH>Clo/(MeOH/NH3sg) 9/1) = 7/3), dobijen je proizvod 94b (66 mg, 98%) u
obliku zutog ulja.

IC (ATR): v = 3299, 2902, 2846, 1736, 1667, 1563, 1452, 1362, 1345, 1316, 1121 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 2,76 (t, J = 6,8 Hz, 2H, -CH>~CH»>-NH-), 2,64 (t, J = 7,0 Hz, 2H,
—CH,—-CH2-NH-), 2,23 (s, 2H, Ad—CH2-NH-), 1,95 (s, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,74-1,63 (m, 6H, 3 %
—CHz (Ad)), 1,63-1,59 (m, 2H, -CH,—CH2—CH>), 1,51 (d, J = 3,2 Hz, 6H, 3 X —CHz (Ad)), 1,48 (br
s, 3H, -NH, —-NH2) ppm.

13C {H} NMR (100 MHz, CDCl3) 8 = 63,3; 49,2; 41,1; 40,9; 37,4; 33,8; 33,5; 28,6 ppm.

N-((adamantan-1-il)metil)heksan-1,6-diamin (94c)

" Primenom opste procedure J za uklanjanje Boc-zaStitne grupe, polaze¢i od
N> wn, Jedinjenja 93¢ (112 mg, 0,307 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOx:

CH2Cl2/(MeOH/NH3s ) 9/1) = 7/3), dobijen je proizvod 94¢ (76 mg, 94%) u
obliku Zutog ulja.

IC (ATR): v = 3289, 2904, 2848, 1660, 1559, 1453, 1376, 1315, 1201, 1153, 1121, 721 cm’".

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 = 2,92 (br s, 3H, -NH, -NH2), 2,67 (t, J = 7,1 Hz, 2H, ~-CH,—CHz—
NH-), 2,54 (t, J = 7,3 Hz, 2H, ~-CH,~CH>-NH-), 2,22 (s, 2H, Ad-CH2-NH-), 1,96-1,91 (m, 3H, 3
x ~CH (Ad)), 1,71-1,58 (m, 6H, 3 x -CH, (Ad)), 1,49 (d,J=3,3 Hz, 6H, 3 x -CH, (Ad)), 1,48-1,40
(m, 4H, 2 x ~CH>~CH,-NH-), 1,33-1,24 (m, 4H, -CH>~CH2-) ppm.

13C {'H} NMR (100 MHz, CDCl3) § = 63,0; 51,0; 41,7; 41,0; 37,3; 33,4; 32,8; 29,7; 28,6; 27,2; 26,8
ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izradunato za C17H33N>" 265,26383; detektovano 265,26357.

93



Eksperimentalni deo

N-((adamantan-1-il)metil)oktan-1,8-diamin (94d)

jedinjenja 93d (195 mg, 0,495 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2:

@H Primenom opste procedure J za uklanjanje Boc-zastitne grupe, polazec¢i od
Mo N, SO A
CH2Cl2/(MeOH/NHsg) 9/1) = 7/3), dobijen je proizvod 94d (131 mg, 90%) u

obliku zutog ulja.

IC (ATR): v=13279, 2913, 2848, 1658, 1562, 1511, 1452, 1362, 1345, 1316, 1221, 1153, 1118, 830,
748 cm’!.

TH NMR (500 MHz, CDCl3) & = 2,66 (t, J= 7,1 Hz, 2H, -CH,—CH2-NH-), 2,54 (t, J = 7,4 Hz, 2H,
—CH>—CH2-NH-), 2,22 (s, 2H, Ad-CH2-NH-), 1,98-1,93 (m, 3H, 3 x —-CH (Ad)), 1,74-1,59 (m,
6H, 3 x —CHz (Ad)), 1,51 (s, 6H, 3 x —CH:z (Ad)), 1,51-1,40 (m, 4H, 2 x -CH2—CH>-NH-), 1,36—
1,23 (m, 8H, 4 x —CH2-) ppm.

I3C {H} NMR (125 MHz, CDCl3) 8 = 63,1; 51,2; 42,2; 41,1; 37,4; 33,7; 33,4; 30,0; 29,6; 29,5; 28,6;
27,4; 26,9 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izradunato za C19H37N>" 293,29513; detektovano 293,29481.

N-((adamantan-1-il)etil)etan-1,2-diamin (94e)

@\MH Primenom opste procedure J za uklanjanje Boc-zastitne grupe, polazec¢i od
NN, jedinjenja 93e (105 mg, 0,326 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:

CH2Clo/(MeOH/NH34) 9/1) = 8/2), dobijen je proizvod 94e (62 mg, 86%) u
obliku Zutog ulja.

IC (ATR): v = 3350, 2904, 2847, 1661, 1568, 1451, 1346, 1317, 1265, 1202, 1106, 813, 737, 702
-1
cm™.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 = 2,84-2,77 (m, 5H, -CH>—~CH2-NH—, -NH, -NH2), 2,68 (t, /= 5,9
Hz, 2H, -CH,-CH2>-NH-), 2,65-2,54 (m, 2H, Ad—-CH>—CH>-NH-), 1,92-1,85 (m, 3H, 3 x —CH
(Ad)), 1,67-1,53 (m, 6H, 3 x -CHz (Ad)), 1,44 (d, J = 3,2 Hz, 6H, 3 x —CH:z (Ad)), 1,30-1,22 (m,
2H, Ad-CH>—CH>-NH-) ppm.

13C {IH} NMR (100 MHz, CDCls) § = 52,0; 44,1; 44,0; 42,6; 41,1; 37,2; 31,9; 28,7; 28,7 ppm.
HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izradunato za C14H27N>" 223,21688; detektovano 223,21691.

N-((adamantan-1-il)etil)propan-1,3-diamin (94f)

" Primenom opste procedure J za uklanjanje Boc-zaStitne grupe, polazec¢i od
Nagg>wm, Jedinjenja 93f (190 mg, 0,565 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOx:

CH2Cl2/(MeOH/NH3qg) 9/1) = 8/2), dobijen je proizvod 94f (118 mg, 88%) u
obliku Zutog ulja.

IC (ATR): v = 3374, 2905, 2848, 1684, 1564, 1451, 1388, 1124, 735 cm™.

'"H NMR (400 MHz, CDCls) & = 2,80-2,65 (m, 7H, 2 x -CH,—~CH2-NH-, -NH, -NH3>), 2,61-2.55
(m, 2H, Ad—CH,—-CH2-NH-), 1,95-1,89 (m, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,71-1,57 (m, 8H, 3 x —-CHa (Ad),
—~CH>-CH2-CH>»-), 1,47 (d, J= 3,1 Hz, 6H, 3 x —CH: (Ad)), 1,28-1,21 (m, 2H, Ad—CH>—CH>-NH-
) ppm.

94



Eksperimentalni deo

I3C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) & = 48,1; 44,6; 44,5; 42,8; 40,6; 37,3; 33,4; 32,0; 28,8 ppm.
HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraGunato za C1sH2oN>" 237,23225; detektovano 237,2225.

N-((adamantan-1-il)metil)heksan-1,6-diamin (94g)

@\MH Primenom opste procedure J za uklanjanje Boc-zastitne grupe, polazeé¢i od
Neor >N, jedinjenja 93g (80 mg, 0,211 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOx:

CH2Clo/(MeOH/NH34q) 9/1) = 8/2), dobijen je proizvod 94g (51 mg, 88%) u
obliku Zutog ulja.

IC (ATR): v = 3289, 2903, 2847, 1689, 1451, 1346, 1316, 1202, 176, 1132, 832, 800, 721 cm™".

TH NMR (400 MHz, CDCl3) § = 2,66 (t, J = 6,9 Hz, 2H, ~CH,~CH2-NH-), 2,62-2,57 (m, 4H, 2 x —
CH,-CH2-NH-), 2,31 (br s, 3H, -NH, -NH2), 1,93-1,88 (m, 3H, 3 x -CH (Ad)), 1,70-1,56 (m, 6H,
3 x —CHa (Ad))1,55-1,49 (m, 2H, -CH2~CH,NH-), 1,46 (d, J = 3,2 Hz, 6H, 3 x —CH» (Ad)), 1,44—
1,38 (m, 2H, ~CH2~CH,-NH-), 1,34-1,22 (m, 6H, 3 x ~CHz-) ppm.

13C {'H} NMR (100 MHz, CDCLs) § = 50,0; 44,3; 42,8; 42.1; 37,3; 33,4; 32,0; 29,8; 28,8; 27,3; 26,8
ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izradunato za CisH3sN>" 279,27948; detektovano 279,27923.

N-((adamantan-1-il)etil)oktan-1,8-diamin (94h)

. Primenom opste procedure J za uklanjanje Boc-zastitne grupe, polazec¢i od
N wn, Jedinjenja 93h (90 mg, 0,221 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOx:

CH2Cl/(MeOH/NH3g) 9/1) = 8/2), dobijen je proizvod 94h (61 mg, 90%) u
obliku Zutog ulja.

IC (ATR): v = 3271, 2904, 2848, 1661, 1563, 1451, 1346, 1316, 1201, 1123, 1039, 813, 734 cm™.

'H NMR (400 MHz, CDCls) § = 3,01 (br s, 3H, -NH, -NH2), 2,71-2,56 (m, 6H, 3 x ~CH>~CH,—
NH-), 1,91 (br s, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,70-1,57 (m, 3H, 3 x —CH, (Ad)), 1,53-1,40 (m, 4H, 2 x —
CHz-), 1,47 (d, J=3,3 Hz, 1H, 3 x -CH, (Ad)), 1,32-1,29 (m, 10H, 5 x ~CHz-) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) 6 =49,8; 44,1; 43,9; 42,7, 42,0, 37,2; 33,2; 31,9; 29,5; 29,5; 29,4;
28,8;27,3; 26,8 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izradunato za C20H3oN>" 307,31078; detektovano 307,31015.

N-(1-(adamantan-1-il)etil)heksan-1,6-diamin (94i)

jedinjenja 93i (110 mg, 0,291 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO»:
CH>Clo/(MeOH/NH34q) 9/1) = 6/4), dobijen je proizvod 94i (64 mg, 79%) u
obliku Zutog ulja.

; Primenom opste procedure J za uklanjanje Boc-zastitne grupe, polazeci od
Mo N,
Me

IC (ATR): v = 3308, 2904, 2848, 1666, 1566, 1450, 1375, 1345, 1118, 731 cm™.
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IH NMR (400 MHz, CDCls) § = 2,70 (dt, J; = 14,1 Hz, J> = 5,6 Hz, 2H, -CH>~CH>-NH-), 2,56~
2,35 (m, 5H, ~-CH,~CH2-NH-, -NH, -NH2), 2,05 (q, /= 6,5 Hz, 1H, Ad-CH(Me)-NH-), 1,99-1,92
(m, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,72-1,54 (m, 10H), 1,52-1,43 (m, 6H, 3 x ~CHa (Ad)), 1,36-1,27 (m, 4H,
2 x CHa), 0,94 (d, J = 6,6 Hz, 3H, CH-Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) 8 = 62,8; 48,9; 41,9; 38.8; 37.4; 36,1; 33,0; 30,0; 28,7; 27,3; 26,9;
13,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izracunato za C1sH3sN>" 279,27948; detektovano 279,27926.

1-((adamantan-1-il)metil)piperazin (94j)

@\/(\NH Primenom opste procedure J za uklanjanje Boc-zastitne grupe, polazec¢i od
N jedinjenja 93j (87 mg, 0,260 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2:

CH2Clo/(MeOH/NH3,q) 9/1) = 8/2), dobijen je proizvod 94j (60 mg, 98%) u obliku
bezbojnog praha.

T. T. =86 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=13220, 2898, 2845, 1672, 1453, 1361, 1347, 1320, 1272, 1155, 1124, 1103, 1062, 1013,
860, 791, 601 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) § = 2,98 (br s, 1H, -NH), 2,83 (t, J = 4,9 Hz, 4H, -N—(CH,~CH2),-N-
), 2,46-2,39 (m, 4H, ~-N—(CH2-CH,),-N-), 1,93-1,87 (m, 5H, 3 x ~CH (Ad), Ad-CH>-NH-), 1,70~
1,55 (m, 3H, 6 x —CH, (Ad)), 1,44 (d, J = 3,2 Hz, 6H, 3 x —CH, (Ad)) ppm.

13C {IH} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 71,8; 57,1, 46,2; 41,1; 37.4; 35,1; 28,6 ppm.
HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izradunato za C1sH27N>" 235,21688; detektovano 235,21686.

1-((adamantan-1-il)etil)piperazin (94k)

jedinjenja 93k (94 mg, 0,270 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
CH2Cl2/(MeOH/NHs g 9/1) = 9/1), dobijen je proizvod 94k (63 mg, 94%) u

@\M(\NH Primenom ops$te procedure J za uklanjanje Boc-zaStitne grupe, polaze¢i od
N

bezbojnog praha.
T. T.=74-75 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=3272,2901, 2848, 2817,2788, 2675, 1688, 1449, 1370, 1344, 1313, 1299, 1272, 1185,
1151, 1197, 1029, 954, 861, 797, 735, 630 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 2,87 (t, J = 4,9 Hz, 4H, -N—(CH2—CH,)>-N-), 2,39 (br s, 4H, -N—
(CH—-CH2)2-N-), 2,33-2,25 (m, 2H, Ad—CH2-CH>-N-), 2,15 (s, 2H), 1,93-1,88 (m, 3H, 3 x —-CH
(Ad)), 1,71-1,56 (m, 6H, 3 x -CHz (Ad)), 1,47 (s, 6H, 3 x -CH> (Ad)), 1,29-1,21 (m, 2H, Ad—CH2—
CH>—N-) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) § = 54,8; 53,5; 46,1; 42,7; 40,8; 37,3; 31,9; 28,8 ppm.
HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izradunato za C14H27N>" 223,21688; detektovano 223,21691.
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5-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R,4aS,8a5)-2-hidroksi-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-1-il)-
3-metilpent-1-en-1-il)tiofen-2-karbaldehid (95a)

Primenom opste procedure A za Hekovu reakciju, polazeci od sklareola 54
(100 mg, 0,324 mmol) i 5-brom-2-tiofenkarbaldehida (124 mg, 0,648
mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 4/6), dobijen
je proizvod 95a (94 mg, 69%) u obliku Zzutog ulja.

IC (ATR): v = 3379, 3078, 2933, 2867, 1665, 1522, 1450, 1388, 1366,
1226, 1190, 1158, 1121, 1093, 1047, 996, 961, 938, 908, 841, 802, 756,
723, 695, 663, 542 cm.

'TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 9,79 (s, 1H, -CHO), 7,60 (d, J = 3,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,98 (d, J =
3,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,77 (d, J= 15,7 Hz, 1H, =CH-), 6,39 (d, /= 15,7 Hz, 1H, =CH-), 1,84 (dt, J; =
12,5 Hz, J> = 3,2 Hz, 1H), 1,81-1,72 (m, 1H), 1,70-1,50 (m, 5H), 1,46—1,36 (m, 4H), 1,34 (s, 3H,
Me), 1,24-1,20 (m, 1H), 1,16 (s, 3H, Me), 1,15-1,06 (m, 2H), 0,96-0,86 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me),
0,77 (s, 3H, Me), 0,76 (s, 3H, Me) ppm.

BC {IH} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 182,7; 152,8;143,6; 141,1; 137,5; 125,9; 119,1; 75,0; 73,1;
61,3; 56,0; 44,7; 44,2; 41,9; 39,6; 39,2; 33,3; 33,2; 26,3; 24,0; 21,5; 20,4; 18,8; 18,4; 15,3 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M —H] izracunato za CosH3703S™417,24579; detektovano 417,24721.
[M + CH3COO] izra¢unato za C27H4105S™ 477,26692; detektovano 477,26808.

[0]2° = +52,9 ° (¢ 0,24, MeOH)

5-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R 4aS,8a5)-2-hidroksi-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-1-il)-
3-metilpent-1-en-1-il)furan-2-karbaldehid (95b)

Primenom opste procedure A za Hekovu reakciju, polazeci od sklareola 54
(50 mg, 0,162 mmol) i 5-brom-2-furaldehida (57 mg, 0,324 mmol), nakon
dry-flash hromatografije (S102: Hex/EtOAc = 3/7), dobijen je proizvod 95b
(61 mg, 93%) u obliku Zutog ulja.

IC (ATR): v = 3385, 2933, 2868, 1671, 1563, 1501, 1462, 1390, 1367,
1342, 1290, 1246, 1204, 1177, 1133, 1084, 1025, 997, 968, 938, 908, 845,

793,757,715 cm™.

H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 9,53 (s, 1H, ~-CHO), 7,20 (d, J = 3,6 Hz, 1H, Ar—H), 6,64 (d, J =
15,9 Hz, 1H, =CH-), 6,53 (d, J= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,36 (d, J = 3,8 Hz, 1H, Ar-H), 3,00 (s, 2H,
2 x ~OH), 1,83 (dt, J; = 12,2 Hz, J> = 3,3 Hz, 1H), 1,74-1,68 (m, 2H), 1,63-1,50 (m, 4H), 1,45-1,34
(m, 4H), 1,33 (s, 3H, Me), 1,30-1,20 (m, 1H), 1,16 (s, 3H, Me), 1,16-1,15 (m, 1H), 1,14-1,08 (m,
1H), 0,98-0,88 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) 6 = 177,1; 158,9; 151,6; 144,1; 114,2; 114,2; 109,9; 75,2; 73,4;
61,5; 56,1; 44,7; 44,4; 42,0; 39,8; 39,3; 33,5; 33,3; 26,8; 24,3; 21,6; 20,6; 18,9; 18,5; 15,4 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M — H] izracunato za C»sH3704 401,26864; detektovano 401,27002.
[M + CH3COO] izracunato za C27H4106 461,28977; detektovano 461,29136.

[a]*®p = +73,8 ° (¢ 0,24, MeOH)
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(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(4-(((2-(((adamantan-1-il)metil)amino)etil)amino)metil)fenil)-3-
hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (96a)

NH Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje polaze¢i od

H jedinjenja 81 (48 mg, 0,116 mmol) 1 94a (73 mg, 0,349 mmol),
HN\/@ nakon dry-flash hromatografije (RP SiO,: MeOH/H,0O = 94/6),
dobijen je proizvod 96a (56 mg, 80%) u obliku bezbojne Evrste
supstance.

T. T.=69-71 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=13349,2904, 2847, 1665, 1511, 1455, 1388, 1365, 1345, 1271, 1188, 1154, 1132, 1085,
1036, 971, 939, 909, 863, 806 cm'.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 =7,31 (d,J=7,6 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,23 (d, J = 8,0 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,57 (d, /= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,26 (d, J= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 3,75 (s, 2H, Ar—CH>—NH-),
2,70 (s, 4H, -NH-CH2—CH2-NH-), 2,20 (s, 2H, Ad—CH2-NH-), 1,95 (s, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,82
(dt, J; =11,9 Hz, J> = 3,2 Hz, 1H), 1,74-1,67 (m, 5H), 1,66-1,54 (m, 7H), 1,51-1,48 (m, 6H, 3 X —
CH: (Ad)), 1,44-1,36 (m, 3H), 1,34 (s, 3H, Me), 1,33—-1,30 (m, 1H), 1,28-1,20 (m, 1H), 1,18 (t, J =
3,8 Hz, 1H), 1,14 (s, 3H, Me), 1,13-1,08 (m, 1H), 0,99-0,87 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,76 (s, 6H,
2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 139,6; 137,8; 136,1; 128,5; 126,5; 126,2; 74,9; 73,5; 62,8;
61,6;56,2;53,7;,50,2;48,5;45,3;44,4; 42,1, 41,0; 39,8; 39,3; 37,4; 33,5; 33,5; 33,3; 28,6; 27,5; 24,4;
21,6; 20,6; 19,2; 18,5; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraCunato za CasoHesN20>" 605,50406; detektovano
605,50349.

HPLC c¢istoéa (AL = 254 nm) metoda K: tr = 6,550 min, povrSina 97,10%; metoda N: tr = 6,449 min,
povrsina 96,64%.

[a]2°p = +18,9 ° (c 0,33, MeOH)

(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(4-(((3-(((adamantan-1-il)metil)amino)propil)amino)metil)fenil)-3-
hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (96b)

Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje polaze¢i od
jedinjenja 81 (59 mg, 0,143 mmol) i 94b (95 mg, 0,429 mmol),
nakon dry-flash hromatografije (Si02: CH2Cl2/(MeOH/NH3,g) 9/1)
= 85/15), dobijen je proizvod 96b (73 mg, 82%) u obliku bezbojnog
ulja.

IC (ATR): v = 3359, 2904, 2847, 1675, 1568, 1512, 1457, 1414,
1388, 1366, 1346, 1346, 1270M 1201, 1132, 1100, 1037, 971, 939, 908, 862, 805, 655 cm".

IH NMR (400 MHz, CDCls) § = 7,32 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,25 (d,J= 7,7 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,58 (d, J= 15,9 Hz, 1H, =CH-), 6,27 (d, J = 16,1 Hz, 1H, =CH-), 3,76 (s, 2H, Ar—-CH>-NH-),
2,72-2,63 (m, 4H, 2 x -CH>~CH2-NH-), 2,22 (s, 2H, Ad-CH>-NH-), 1,94 (s, 3H, 3 x —-CH (Ad)),
1,87-1,79 (m, 1H), 1,78-1,76 (m, 8H), 1,66-1,53 (m, 6H), 1,49 (s, 6H, 3 x -CH, (Ad)), 1,46-1,38
(m, 3H), 1,37 (s, 3H, Me), 1,33 (s, 1H), 1,25 (s, 1H), 1,22 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,13
(d, J=4,5 Hz, 1H), 0,99-0,88 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,78 (s, 6H, 2 x Me) ppm.
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13C {H} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 139.,4; 137,4; 135,9; 128,3; 126,4; 126,3; 74,8; 73,6; 63,0;
61,4;56,1; 53,8; 49,8; 48,3; 45,2; 44,4, 42,0; 40,9; 39,7; 39,2; 37,2; 33.,4; 33,3; 33,2; 29,7; 28,4; 27,7,
24,3; 21,5; 20,5; 19,2; 18,4; 15,3 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraCunato za Cs1He7N202" 619,51971; detektovano
619,52005.

HPLC cdistoéa (A = 254 nm) metoda M: tr = 7,398 min, povrSina 98,22%; metoda O: tr = 5,511 min,
povrsina 98,03%.

[a]2'p = +13,2 ° (c 0,27, MeOH)

(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(4-(((6-(((adamantan-1-il)metil)amino)heksil)amino)metil)fenil)-3-
hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (96¢)

Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje polaze¢i od
jedinjenja 81 (26 mg, 0,063 mmol) i 94c¢ (50 mg, 0,189 mmol),
nakon dry-flash hromatografije (SiO2: CH2Clo/(MeOH/NH34q) 9/1)
= 85/15), dobijen je proizvod 96¢ (36 mg, 86%) u obliku zuckaste
pene.

T. T.=78-80 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=13355,2905, 2848, 1678, 1571, 1512, 1456, 1416, 1387, 1366, 1345, 1317, 1272, 1190,
1155, 1131, 1100, 1085, 1036, 971, 939, 909, 862, 806 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) § = 7,32 (d, J= 7,6 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,26 (d, J= 6,6 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,58 (d, J = 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,27 (d, J = 16,2 Hz, 1H, =CH-), 3,78 (s, 2H, Ar-CH2-NH-),
2,79 (br's, 4H, 2 x —OH, 2 x —-NH), 2,62 (t, J = 7,4 Hz, 4H, 2 x ~CH,~CH2-N), 2,30 (s, 2H, Ad—
CH2-NH-), 1,97 (s, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,83 (dt, J; = 11,7 Hz, J> = 3,0 Hz, 1H), 1,78-1,68 (m, 6H),
1,68-1,59 (m, 8H), 1,58-1,52 (m, 13H), 1,45-1,37 (m, 4H), 1,36 (s, 3H, Me ), 1,34 (s, 6H, 3 x -CH,
(Ad)), 1,27-1,22 (m, 3H), 1,20 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 1,16 (s, 3H, Me), 1,11 (d, J= 11,5 Hz, 1H), 1,02~
0,88 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,78 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) & = 138,5; 138,0; 136,4; 128,7; 126,6; 126,3; 74,9; 73,6; 62,3;
61,6;56.,2;53.,5;50,7;,49,1; 45,4; 44,5; 42,1; 40,9; 39.9; 39.4; 37,2; 37,2; 33,5; 33,4; 33,3, 29,6; 28,9;
28,5; 27,6; 27,2; 24,4; 21,6; 20,6; 19,2; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraCunato za CasH73N20," 661,56666; detektovano
661,56770.

HPLC cistoéa (A = 254 nm) metoda M: tr = 7,414 min, povrSina 98,98%; metoda O: tr = 5,593 min,
povrsina 99,07%.

[a]*p = +18,8 ° (¢ 0,24, MeOH)
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(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(4-(((8-(((adamantan-1-il)metil)amino)oktil)amino)metil)fenil)-3-
hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (96d)

Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje polazec¢i iz
jedinjenja 81 (40 mg, 0,097 mmol) i 94d (85 mg, 0,291 mmol),
nakon dry-flash hromatografije (SiO2: CH2Clo/(MeOH/NH3g) 9/1)
= 85/15), dobijen je proizvod 96d (36 mg, 86%) u obliku bezbojne,
¢vrste supstance.

T. T. = 54-55 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v =3345, 2924, 2848, 1657, 1511, 1456, 1387, 1345, 1316, 1189, 1154, 1129, 1040, 970,
971, 939, 862, 806 cm.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 8 = 7,32 (d, J= 8,0 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,24 (d, J= 8,0 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,58 (d, /= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,27 (d, J= 16,2 Hz, 1H, =CH-), 3,75 (s, 2H, Ar—CH>—NH-),
2,60 (t, J=7,3 Hz, 2H, -CH,—CH2-NH-), 2,54 (t, J = 7,3 Hz, 2H, -CH,—CH>-NH-), 2,23 (s, 2H,
Ad-CH2-NH-), 1,96 (s, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,82 (dt, J;= 12,3 Hz, J> = 3,4 Hz, 1H), 1,76-1,67 (m,
5H), 1,67-1,60 (m, 7H), 1,53—1,50 (m, 8H), 1,49-1,38 (m, 8H), 1,36 (s, 3H, Me), 1,34—-1,32 (m, 1H),
1,30-1,26 (m, 8H), 1,23-1,19 (m, 2H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,13 (d, /J=4,2 Hz, 2H), 1,00-0,89 (m, 2H),
0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 139,5; 137,4; 135,9; 128,3; 126,3; 126,3; 74,8; 73,5; 63,0;
61,4;56,0;53,7;51,1,49,4;45,2; 44,4, 42,0, 40,9; 39,7, 39,2; 37,2; 33,4; 33,3, 33,2; 30,0; 29,9; 29,5;
28,5;27,6; 27,3; 24,3; 21,4; 20,5; 19,1; 18,4; 15,3 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraCunato za CaisH77N20," 689,59796; detektovano
689,59845.

HPLC ¢istoca (A = 254 nm) metoda K: tr = 6,497 min, povrsina 96,26%; metoda P: tr = 8,207 min,
povrsina 95,89%.

[a]2°p = +15,0 ° (c 0,33, MeOH)

(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(4-(((2-((2-(adamantan-1-il)etil)amino)etil)amino)metil)fenil)-3-
hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (96¢)

Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje polazeci
od jedinjenja 81 (27 mg, 0,063 mmol) i 94e (44 mg, 0,196 mmol),
nakon dry-flash hromatografije (SiO2: CH2Clo/(MeOH/NH34q) 9/1)
= 85/15), dobijen je proizvod 96e (29 mg, 72%) u obliku bezbojnog
ulja.

IC (ATR): 3352, 2906, 2847, 1734, 1666, 1608, 1511, 1452, 1387,
1365, 1272, 1133, 1019, 970, 939, 811 cm’".

IH NMR (400 MHz, CDCls) 8 = 7,31 (d, J = 8,2 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,23 (d,J= 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,57 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,26 (d, J= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 3,76 (s, 2H, Ar—-CH>-NH-),
2,72 (s, 4H, -NH-CH2-CH2-NH-), 2,58-2,51 (m, 2H, Ad-CH>~CH2-NH-), 1,96-1,90 (m, 3H, 3 x
_CH (Ad)), 1,82 (dt, J; = 12,2 Hz, J> = 3,2 Hz, 1H), 1,78-1,66 (m, 5H), 1,65-1,54 (m, 7H), 1,47 (s,
6H, 3 x -CH, (Ad)), 1,43-1,31 (m, 4H), 1,35 (s, 3H, Me), 1,27-1,22 (m, 3H), 1,19 (t, J = 3,8 Hz,
1H), 1,14 (s, 3H, Me), 1,10 (d, /= 10,2 Hz, 1H), 0,99-0,89 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2
x Me), 1,10 (d, J= 10,2 Hz, 1H), 0,99-0,89 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.
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13C {1TH} NMR (100 MHz, CDCls) § = 139,6; 137,7; 136,1; 128,4; 126,5; 126,4; 74,9; 73,6; 61,6;
56,2;53,8;49,7,48.9; 45.,4; 44,8; 44,5; 44,3, 42,8, 42,1, 39.9; 39.4; 37,3; 33,5; 33,4; 32,0; 28,8; 27,7;
24.4; 21,6; 20,6; 19,3; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraCunato za Cs1He7N202" 619,51971; detektovano
619,51881.

HPLC distoéa (A = 254 nm) metoda K: tr = 6,311 min, povrSina 96,25%; metoda M: tr = 7,893 min,
povrsina 97,73%.

[a]2'p = +16,4 ° (c 0,08, MeOH)

(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(4-(((3-((2-(adamantan-1-il)etil)amino)propil)amino)metil)fenil)-3-
hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a- tetrametildekahidronaftalen-2-ol (96f)

NH Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje polaze¢i
ré)z od jedinjenja 81 (46 mg, 0,113 mmol) i 94f (79 mg, 0,338 mmol),
HN@ nakon dry-flash hromatografije (SiO2: CH2Cl2/(MeOH/NH3ag) 9/1)
= 8/2), dobijen je proizvod 96f (62 mg, 88%) u obliku Zutog ulja

koje stajanjem ocvrSc¢ava.

T. T. = 64-65 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=13363,2905, 2846, 1684, 1511, 1452, 1388, 1366, 1345, 1317, 1274, 1201, 1132, 1085,
1035, 971, 939, 908, 863, 811 cm’'.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 =7,29 (d,J=8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,19 (d, J= 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,55 (d, J=16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,24 (d, J= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 3,72 (s, 2H, Ar—CH2>-NH-),
2,70-2,63 (m, 4H, 2 x CH>—CH2-NH-), 2,60-2,53 (m, 2H, Ad—~CH>—CH2-NH-), 2,43 (br s, 4H, 2 X
—OH, 2 x -NH), 1,90 (s, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,79 (dt, J; = 12,1 Hz, J>=3,7 Hz, 1H), 1,75-1,63 (m,
7H), 1,62-1,51 (m, 7H), 1,45 (s, 6H, 3 x —CH> (Ad)), 1,42—-1,29 (m, 4H), 1,32 (s, 3H, Me), 1,27—
1,20 (m, 3H), 1,16 (d, J=4,2 Hz, 1H), 1,12 (s, 3H, Me), 1,10-1,05 (m, 1H), 0,93-0,85 (m, 2H), 0,82
(s, 3H, Me), 0,74 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) § = 139,3; 137,9; 136,2; 128,4; 126,5; 126,2; 74,9; 73,5; 61,6;
56.,2;53,7;48.9; 48,0;45,3; 44,5; 44,3; 44,3; 42,7; 42,1; 39.8; 39,3; 37,2; 33,5; 33,3; 32,0; 29,7; 28,8;
27,5; 24,4; 21,6; 20,6; 19,2; 18,5; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraCunato za CsHeoN20>" 633,53536; detektovano
633,53460.

HPLC ¢istoéa (A = 254 nm) metoda K: tr = 6,250 min, povrsina 98,31%; metoda P: tr = 8,216 min,
povrsina 96,17%.

[a]2p = +21,6 ° (c 0,53, McOH)
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(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(4-(((6-((2-(adamantan-1-il)etil)amino)heksil)amino)metil)fenil)-3-
hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (96g)

Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje polaze¢i od
jedinjenja 81 (38 mg, 0,092 mmol) 1 94g (77 mg, 0,276 mmol),
nakon dry-flash hromatografije (SiO2: CH2Clo/(MeOH/NH3g) 9/1)
= 8/2), dobijen je proizvod 96g (48 mg, 77%) u obliku Zuckaste
¢vrste supstance.

T. T. = 63—-64 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=13364,2906,2847,1679, 1601, 1511, 1452, 1415, 1387, 1366, 1346, 1272, 1021, 1133,
1085, 1035, 971, 939, 909, 862, 800, 721 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 7,32 (d, J= 8,2 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,23 (d, J= 8,0 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,57 (d, J= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,26 (d, J = 16,2 Hz, 1H, =CH-), 3,75 (s, 2H, Ar-CH2-NH-),
2,63-2,55 (m, 6H, 2 x ~CH,~CH2-NH-, Ad—CH>~CHz-NH-), 2,30 (br s, 4H, 2 x ~OH, 2 x -NH),
1,95-1,89 (m, 3H, 3 x ~CH (Ad)), 1,82 (dt, J; = 12,1 Hz, J> = 3,2 Hz, 1H), 1,78-1,66 (m, 5H), 1,64—
1,55 (m, 7H), 1,53-1,46 (m, 8H), 1,44-1,23 (m, 13H), 1,35 (s, 3H, Me), 1,19 (d, J = 4,3 Hz, 1H),
1,14 (s, 3H, Me), 1,13-1,08 (m, 1H), 0,97-0,89 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) & = 139,5; 137,7; 136,2; 128,5; 126,5; 126,4; 74,9; 73,6; 61,6;
56.,2;53.8;49.9;49.,4;45,4; 44,5; 44,2; 44,1;42,7; 42,1; 39.9; 39.4; 37,3; 33,5; 33,4; 32,0; 30,1; 29,6;
28,8;27,7;27,4; 27,3; 24,4; 21,6; 20,6; 19,3; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]' izraunato za CssH7sN20," 675,58231; detektovano
675,58239.

HPLC c¢istoéa (A = 254 nm) metoda K: tr = 6,306 min, povrsina 99,08%; metoda P: tr = 8,167 min,
povrsina 97,43%.

[@]*®p = +19,8 ° (¢ 0,17, MeOH)

(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(4-(((8-((2-(adamantan-1-il)etil)amino)oktil)amino)metil)fenil)-3-
hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (96h)

Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje polazeci
od jedinjenja 81 (27 mg, 0,065 mmol) i 94h (60 mg, 0,196 mmol),
nakon dry-flash hromatografije (SiO2: CH2Cl/(MeOH/NH34q) 9/1)
= 9/1), dobijen je proizvod 96h (36 mg, 79%) u obliku zuckaste
¢vrste supstance.

T. T.=53-55 °C (amortfni prah)

IC (ATR): v=13362, 2924, 2848, 1660, 1511, 1458, 1415, 1365, 1273, 1157, 1130, 1084, 1034, 970,
939, 909, 862, 811 cm™.

H NMR (400 MHz, CDCls) & = 7,36-7,29 (m, 2H, 2 x Ar-H), 7,24 (d, J = 7,9 Hz, 2H, 2 x Ar-H),
6,58 (d,J= 16,1 Hz, 1H,=CH-), 6,27 (d,J= 16,2 Hz, 1H, =CH-), 3,76 (s, 2H, Ar—-CH>-NH-), 2,70~
2,53 (m, 10H, 2 x CH>~CH2-NH-, Ad-CH>~CH2-NH-, 2 x —OH, 2 x -NH), 1,93 (s, 3H, 3 x —-CH
(AQ)), 1,83 (dd, J; = 12,4 Hz, J, = 3,2 Hz, 1H), 1,78-1,73 (m, 1H), 1,72-1,66 (m, SH), 1,65-1,58 (m,
7H), 1,56 (t, J = 2,9 Hz, 1H), 1,51-1,46 (m, 12H), 1,44-1,37 (m, 2H), 1,36 (s, 3H, Me), 1,34-1,21
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(m, 18H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,14-1,06 (m, 1H), 1,00-0,88 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2
x Me) ppm.

13C {IH} NMR (100 MHz, CDCls) & = 138,2; 136,6; 129,5; 128.9; 126,6; 126,1; 74,9; 73,5; 61,7;
56,2;48,7,48,7,45,4;44.4; 43,6, 42,4;42,1;41,4;39,8;39.4; 37,1; 33,5; 33,3; 31,8; 29,1; 29,0; 28,9;
28,6; 27,6; 27,3; 26,9; 26,7; 24,4; 24,3; 21,6; 20,6; 19,2; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]' izraunato za Cs7H79N20," 703,61361; detektovano
703,61418.

HPLC dcistoca (A = 254 nm) metoda K: tr = 6,342 min, povrsina 99,13%; metoda P: tr = 5,693 min,
povrsina 99,19%.

[a]2'p = +19,5 ° (c 0,20, MeOH)

(1R,2R.4a8,8aS5)-1-((3R,E)-5-(4-(((6-((1-(adamantan-1-il)etil)amino)heksil)amino)metil)fenil)-
3-hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (96i)

Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje polaze¢i od
jedinjenja 81 (20 mg, 0,048 mmol) i 94i (40 mg, 0,145 mmol),
nakon dry-flash hromatografije (SiO2: CH2Clo/(MeOH/NH3g) 9/1)
= 85/15), dobijen je proizvod 96i (29 mg, 89%) u obliku zutog ulja
koje stajanjem ocvrséava.

T. T.=56-57 °C (amorfni prah)
IC (ATR): v = 3346, 2925, 2849, 1656, 1511, 1387, 1132, 970, 938, 802, 736 cm.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 7,32 (d, J= 7,9 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,24 (d, J=7,9 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,58 (d, /= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,27 (d, J= 16,2 Hz, 1H, =CH-), 3,76 (s, 2H, Ar—CH>-NH-),
2,72 (dt, J; = 11,5 Hz, J> = 7,2 Hz, 1H, Ad-CH(Me)-NH-CH>—-CH»>-), 2,61 (t, J = 7,2 Hz, 2H, —
CH,—-CH2-N), 2,42 (dt, J; = 11,5 Hz, J> = 7,2 Hz, 1H, Ad—-CH(Me)-NH-CH2>—CH>-), 2,06 (q, J =
6,5 Hz, 1H, Ad—-CH(Me)-NH-), 1,99-1,95 (m, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,83 (dt, J; = 12,2 Hz, J> = 3,2
Hz, 1H), 1,79-1,67 (m, 4H), 1,66—1,55 (m, 10H), 1,53-1,45 (m, 6H), 1,45-1,39 (m, 2H), 1,36 (s, 3H,
Me), 1,35-1,30 (m, 5H), 1,28-1,23 (m, 3H), 1,23-1,18 (m, 1H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,11 (d,J=11,9
Hz, 1H), 0,95 (d, J = 6,6 Hz, 3H, Ad-CH-Me), 0,93-0,88 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2
x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 139,2; 137,8; 136,2; 128,5; 126,5; 126,3; 74,9; 73,6; 62,7;
61,6;56,2;49.4;49,0; 45.,4; 44,5; 42,1, 39,8; 39,4; 38,8; 37,5; 36,1; 33,5; 33,3; 30,1; 30,1; 29,8; 28,7;
27,6; 27,5; 27,4; 24,4; 21,6; 20,6; 19,3; 18,6; 15,5; 13,6 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraCunato za CassH7sN2O»" 675,58231; detektovano
675,58103.

HPLC cistoéa (A = 254 nm) metoda M: tr = 7,436 min, povrSina 99,60%; metoda O: tr = 5,573 min,
povrsina 99,73%.

[a]*p = +10,3 ° (¢ 0,11, MeOH)
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(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(4-((4-((adamantan-1-il)metil)piperazin-1-il)metil)fenil)-3-
hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (96j)

Primenom opste procedure K za reduktivho aminovanje
polaze¢i od jedinjenja 81 (45 mg, 0,109 mmol) i 94j (77 mg,
0,327 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOxz:
Hex/EtOAc = 3/7), dobijen je proizvod 96j (61 mg, 89%) u
obliku bezbojne Cvrste supstance.

T. T.=78-79 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=3384,2903, 2846, 2805, 2765, 1662, 1511, 1456, 1388, 1365, 1349, 1275, 1159, 1131,
1104, 1084, 1013, 970, 937, 863, 836, 802 cm.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 =7,32 (d,J=8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,24 (d, J= 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,58 (d, J = 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,27 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 3,47 (s, 2H, Ar—CH2—N-),
2,50 (t, J=4,8 Hz, 4H, -N—(CH>—CH2)>—N-), 2,42 (s, 4H, -N—(CH2—CH2)>—N-), 1,95-1,89 (m, 5H,
3 x —CH (Ad), Ad—CH2-N(CH>—CH2)2N-), 1,83 (dt, J; = 12,3 Hz, J> = 3,2 Hz, 1H), 1,79-1,72 (m,
2H), 1,71-1,54 (m, 10H), 1,47 (s, 6H, 3 x —CH> (Ad)), 1,44-1,37 (m, 3H), 1,36 (s, 3H, Me), 1,33 (s,
1H), 1,24-1,19 (m, 2H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,13 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 1,00-0,88 (m, 2H), 0,85 (s, 3H,
Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 137,6; 137,4; 136,2; 129,7; 126,5; 126,3; 75,0; 73,7; 71,1;
63,0;61,5;56,2; 56,1; 53,6; 45,4; 44,6; 42,1;41,2; 39,9; 39,4, 37,4; 35,2; 33,5; 33,4, 28,7, 27,8; 24,5;
21,6;20,7; 19,3; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraCunato za CsHe7N20>" 631,51971; detektovano
631,52041.

HPLC ¢istoéa (A = 254 nm) metoda K: tr = 7,321 min, povrsina 99,17%; metoda P: tr = 8,983 min,
povrsina 98,43%.

[a]2°p = +18,0 ° (c 0,07, MeOH)

(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(4-((4-(2-(adamantan-1-il)etil)piperazin-1-il)metil)fenil)-3-
hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (96k)

Primenom opste procedure K za reduktivho aminovanje
polaze¢i iz 81 (28 mg, 0,068 mmol) 1 94k (51 mg, 0,204
mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc),
dobijen je proizvod 96k (38 mg, 87%) u obliku bezbojne
¢vrste supstance.

T. T.=80-81 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=13363,2905, 2846, 1664, 1511, 1450, 1387, 1366, 1345, 1314, 1298, 1271, 1187, 1132,
1084, 1035, 1008, 970, 938, 909, 863, 833 cm™.

H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7,30 (d, J= 7,9 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,23 (d, J= 7,9 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,57 (d, J = 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,26 (d, J = 15,9 Hz, 1H, =CH-), 3,47 (s, 2H, Ar—-CH2-N-),
3,17 (brs, 2H, 2 x —OH), 2,50 (s, 8H, -N—(CH2—CH2),-N-), 2,40-2,32 (m, 2H, Ad—-CH,—CH2-N-),
1,92 (s, 3H, 3 x -CH (Ad)), 1,85-1,72 (m, 3H), 1,71-1,66 (m, 3H), 1,65-1,54 (m, 7H), 1,47 (s, 6H,
3 x —-CHa (Ad)), 1,42-1,37 (m, 3H), 1,35 (s, 3H, Me), 1,33-1,31 (m, 1H), 1,29-1,21 (m, 3H), 1,19
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(s, 1H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,13—1,07 (m, 1H), 0,96-0,88 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x
Me) ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izracunato za Ci3HeoN20>" 645,53536; detektovano
645,53585.

HPLC dcistoca (A = 254 nm) metoda K: tr = 7,189 min, povrsina 99,28%; metoda P: tr = 9,083 min,
povrsina 97,38%.

[a]?°p = +18,7 ° (¢ 0,37, MeOH)

(1R,2R.4aS,8aS5)-1-((R,E)-5-(5-(((6-(((adamantan-1-il)metil)amino)heksil)amino)metil)tiofen-2-
il)-3-hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (97a)

Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje
‘({‘NH polaze¢i od jedinjenja 95a (35 mg, 0,084 mmol) 1 94¢ (66
N mg, 0,251 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
CH:Cl2/(MeOH/NH3g) 9/1) = 9/1), dobijen je proizvod 97a

"1OH (41 mg, 74%) u obliku zuckaste ¢vrste supstance.

T. T.=69-71 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v =3345, 2904, 2848, 1678, 1454, 1387, 1365, 1345, 1201, 1178, 1133, 1035, 958, 938,
908, 832, 797, 721 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 6,73 (s, 2H, 2 x Ar-H), 6,67 (d, J = 15,8 Hz, 1H, =CH-), 6,06 (d,
J=15,8 Hz, 1H,=CH-), 3,90 (s, 2H, Ar—CH2-NH-), 2,63 (t, /= 7,2 Hz, 2H, -CH,—~CH2-NH-), 2,55
(t,J=17,3 Hz, 2H, -CH>—-CH2-NH-), 2,23 (s, 2H, Ad—CH2-NH-), 1,96 (s, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,83
(dt, J;1 = 12,3 Hz, J> = 3,3 Hz, 1H), 1,75-1,68 (m, 5H), 1,67-1,54 (m, 7H), 1,51 (s, 6H, 3 x —CH>
(Ad)), 1,49-1,39 (m, 4H), 1,39-1,28 (m, 8H), 1,33 (s, 3H, Me), 1,27-1,21 (m, 1H), 1,20-1,18 (m,
1H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,12 (d, /= 12,1 Hz, 1H), 0,98-0,89 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 3H, 2
x Me) ppm.

13C {H} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 142,9; 141,7; 137,4; 125,1; 125,0; 120,4; 74,9; 73,3; 63,1;
61,4;56,1;51,2;49,1,48,8;45,2;44,4;42,1;41,1; 39,8; 39,3; 37,4; 33,5; 33,4; 33,3; 30,1; 30,0; 28,6;
28,6;27,4;27,4; 24,4; 21,6; 20,6; 19,2; 18,5; 15,4 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraCunato za Cs2H7:10:N2S™ 667,528; detektovano
667,52254.

HPLC distoca (A =285 nm) metoda K: tr = 6,351 min, povrSina 98,32%; metoda N: tr = 6,626 min,
povrsina 98,16%.

[a]*®p = +16,6 ° (¢ 0,19, MeOH)
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(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(5-(((8-(((adamantan-1-il)metil)amino)oktil)amino)metil)tiofen-2-
il)-3-hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (97b)

Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje
N\ ‘«{“NH polazec¢i od jedinjenja 95a (26 mg, 0,062 mmol) i 94d (55
7 mg, 0,186 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
CH2Cl/(MeOH/NH3q) 9/1) = 85/15), dobijen je proizvod

"''OH 97b (35 mg, 82%) u obliku zuckaste, ¢vrste supstance.

T. T. = 55-56 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v =3346, 2925, 2848, 1631, 1456, 1387, 1366, 1345, 1262, 1189, 1132, 1098, 1034, 959,
938, 908, 795, 728 cm.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 6,74 (s, 2H, 2 x Ar-H), 6,67 (d, J = 15,9 Hz, 1H, =CH-), 6,07 (d,
J=15,8 Hz, 1H, =CH-), 3,91 (s, 2H, Ar—CH2-NH-), 2,66-2,55 (m, 4H, 2 x -CH>—CH2-NH-), 2,27
(s, 2H, Ad—-CH2>-NH-), 2,03-1,91 (m, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,83 (dt, J; = 12,2 Hz, J> = 3,2 Hz, 1H),
1,75-1,68 (m, 5H), 1,67-1,57 (m, 7H), 1,58-1,46 (m, 12H), 1,45-1,39 (m, 1H), 1,33 (s, 3H, Me),
1,31-1,24 (m, 10H), 1,23-1,18 (m, 1H), 1,16 (s, 3H, Me), 1,15-1,08 (m, 1H), 1,01-0,89 (m, 2H),
0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) § = 142,7; 141,8; 137,4; 125,3; 125,1; 120,4; 74,9; 73,4; 62,8;
61,4;56,2;51,1;49,0; 48,7, 45,2; 44,5, 42,1, 41,0; 39.,8; 39,3; 37,3; 33,5, 33.4; 33,3; 30,0; 29,6; 29.6;
28,6; 27,5; 27,4; 27,3; 24,4; 21,6; 20,6; 19,2; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izracunato za CssH7502N2S™ 695,55438; detektovano
695,55529.

HPLC ¢istoc¢a (A = 280 nm) metoda M: tr = 7,462 min, povrSina 96,52% (A = 285 nm); metoda O:
tr = 5,750 min, povrSina 96,94%.

[0]2° = +22,3 ° (¢ 0,53, MeOH)

(1R,2R . 4aS,8a85)-1-((R,E)-5-(5-(((6-((2-(adamantan-1-il)etil)amino)heksil)amino)metil)tiofen-2-
il)-3-hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (97¢)

Primenom opSte procedure K za reduktivnho aminovanje
N\ ‘(J{‘NH polaze¢i od jedinjenja 95a (20 mg, 0,05 mmol) 1 94¢g (50 mg,
> 0,19 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
CH2Cl2/(MeOH/NH3wg) 9/1) = 85/15), dobijen je proizvod

"'OH 97¢ (35 mg, 82%) u obliku Zuckaste, ¢vrste supstance.

T. T.=65-66 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v =13344, 2905, 2847, 1630, 1452, 1387, 1365, 1345, 1189, 1131, 1084, 1035, 958, 939,
794 cm™'.

IH NMR (400 MHz, CDCls) 8 = 6,72 (s, 2H, 2 x Ar-H), 6,65 (d, J = 15,9 Hz, 1H, =CH-), 6,06 (d,
J =158 Hz, 1H, =CH-), 3,89 (s, 2H, Ar—-CH>-NH-), 2,62 (t, J = 7,2 Hz, 2H, -CH,-CH>-NH-),
2,59-2,53 (m, 4H, 2 x -CH,~CH2-NH-), 1,96-1,89 (m, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,82 (dt, J; = 12,1 Hz,
J>=3,2Hz, 1H), 1,74-1,65 (m, SH), 1,65-1,57 (m, 6H), 1,55 (d, J= 4,4 Hz, 1H), 1,48 (s, 10H), 1,45~
1,35 (m, 4H), 1,33-1,29 (m, 2H), 1,32 (s, 3H, Me), 1,27-1,22 (m, 3H), 1,19 (t, /= 3,9 Hz, 1H), 1,14
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(s, 3H, Me), 1,11 (d, J= 11,4 Hz, 1H), 0,98-0,87 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,76 (s, 6H, 2 x Me)

13C {1TH} NMR (100 MHz, CDCls) § = 143,0; 141,7; 137,3; 125,2; 125,1; 120,4; 74,9; 73,3; 61,4;
56,2;50,3;49,1; 48.,8;45,2; 44,8; 44,5; 44,4, 42,8, 42,1; 39,8; 39.4; 37,3; 33,5; 33,3; 32,0; 30,3; 30,1;
28,8; 27,5; 27,5; 27,3; 24,4; 21,6; 20,6; 19,3; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + HJ" izraCunato za Cs3H730:N2S* 681,53873; detektovano
681,53955.

HPLC distoca (A =285 nm) metoda K: tr = 6,235 min, povrsina 98,60%; metoda N: tr = 7,040 min,
povrsina 95,16%.

[a]2'p = +27,1 ° (c 0,14, MeOH)

(1R,2R.4aS,8aS5)-1-((R,E)-5-(5-(((8-((2-(adamantan-1-il)etil)amino)oktil)amino)metil)tiofen-2-
il)-3-hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (97d)

Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje
polaze¢i od jedinjenja 95a (30 mg, 0,072 mmol) i 94h (66
mg, 0,215 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
CH:Cl2/(MeOH/NH3g) 9/1) = 9/1), dobijen je proizvod 97d
(41 mg, 81%) u obliku zuckaste cvrste supstance.

T. T.=69-71 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=3350, 2924, 2848, 1679, 1452, 1387, 1365, 1345, 1269, 1189, 1131, 1100, 1085, 1036,
958, 939, 909, 794 cm™.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 = 6,74 (s, 2H, 2 x Ar-H), 6,66 (d, J = 15,8 Hz, 1H, =CH-), 6,07 (d,
J=15,9 Hz, 1H, =CH-), 3,91 (s, 2H, Ar—-CH2-N), 2,74-2,66 (m, 4H, -CH,-CH>-NH-, Ad-CH,—
CH2-NH-), 2,63 (t, J = 7,0 Hz, 2H, ~-CH,~CH2>-NH-), 1,94 (s, 3H, 3 x —-CH (Ad)), 1,83 (dt, J; =
12,1 Hz, J; = 3,3 Hz, 1H), 1,75-1,67 (m, 5H), 1,66-1,56 (m, 9H), 1,50—1,47 (m, 9H), 1,43—1,40 (m,
1H), 1,40-1,37 (m, 2H), 1,33 (s, 3H, Me), 1,33-1,27 (m, 9H), 1,26 (s, 3H, Me), 1,23-1,19 (m, 2H),
1,16 (s, 3H, Me), 1,14-1,08 (m, 1H), 1,00-0,88 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,78 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) § = 142,9; 141,8; 137,3; 125,3; 125,1; 120,5; 74,9; 73,4; 61,4;
56,2;49.4;49,0; 48,8, 45,2;44,5; 43,9; 42,6, 42,4, 42,1, 39,8; 39,4; 37,3; 37,2; 33,5; 33,4; 32,0; 29,9;
29,8;29.,4; 28,7; 27,6; 27,3; 27,2; 24,5; 21,6; 20,6; 19,3; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraGunato za CisH770:N2S* 709,57003; detektovano
709,56915.

HPLC cistoéa (AL = 280 nm) metoda K: tr = 7,596 min, povrsina 99,02%; metoda N: tr = 5,793 min,
povrsina 97,03%.

[a]*®p = +19,9 ° (¢ 0,23, MeOH)
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(1R,2R 4aS,8a8)-1-((3R,E)-5-(5-(((6-((adamantan-1-il)metil)amino)heksil)amino)metil)furan-
2-il)-3-hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (97¢)

TN Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje
0 N ‘(J{: NH polazec¢i od jedinjenja 95b (41 mg, 0,102 mmol) 1 94¢ (81
mg, 0,306 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
CH2Cl/(MeOH/NH3qq) 9/1) = 85/15), dobijen je proizvod

97e (53 mg, 80%) u obliku zuckaste ¢vrste supstance.

T. T. = 52-53 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=13344,2904, 2848, 1667, 1532, 1456, 1387, 1365, 1344, 1256, 1187, 1154, 1099, 1035,
965, 938, 908, 780 cm.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 6,36 (d, /= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,19 (d, J= 15,9 Hz, 1H, =CH-),
6,10 (d, J=3,4 Hz, 1H, Ar-H), 6,08 (d, /= 3,3 Hz, 1H, Ar—H), 3,72 (s, 2H, Ar—CH2>-NH-), 2,59 (t,
J=17,2 Hz, 2H, -CH,-CH2-NH-), 2,53 (t, /= 7,3 Hz, 2H, -CH>—CH>-NH-), 2,21 (s, 2H, Ad—CH>—
NH-), 1,97-1,91 (m, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,81 (dt, J; = 12,2 Hz, J> = 3,3 Hz, 1H), 1,73-1,66 (m, SH),
1,66—-1,56 (m, 7H), 1,54 (t, J = 3,1 Hz, 1H), 1,51-1,44 (m, 10H), 1,43-1,35 (m, 4H), 1,31 (s, 3H,
Me), 1,30-1,20 (m, 4H), 1,16 (d, J = 4,2 Hz, 1H), 1,14 (s, 3H, Me), 1,12-1,06 (m, 1H), 0,99-0,87
(m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,76 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {IH} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 153,3; 152.,4; 136,3; 115.,4; 108,7; 108,1; 74,9; 73,3; 62,7;
61,7;56,2;51,0;49,1; 46,4; 45,3; 44,4; 42,1, 41,0; 41,0; 39,8; 39,3; 37,3; 33,5; 33,4; 33,3; 30,0; 29,6;
29,5; 28,5; 27,4; 27,4; 27,3; 24,4; 21,6; 20,6; 19,1; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]' izraCunato za CsH7103N>" 651,54592; detektovano
651,54605.

HPLC ¢istoca (A =270 nm) metoda K: tr = 6,197 min, povrsina 97,98%; metoda P: tr = 8,136 min,
povrsina 96,14%.

[a]2°p = +18,9 ° (c 0,84, MeOH)

(1R,2R.4aS,8aS5)-1-((R,E)-5-(5-(((8-(((adamantan-1-il)metil)amino)oktil)amino)metil)furan-2-
il)-3-hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (97f)

Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje
NH polaze¢i od jedinjenja 95b (41 mg, 0,102 mmol) 1 94d (90
HN“J; mg, 0,306 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
CH2Cl2/(MeOH/NH3qq) 9/1) = 9/1), dobijen je proizvod 97f

"1OH (61 mg, 88%) u obliku Zzute pene.

T. T. = 56-58 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v = 3356, 2926, 2848, 1669, 1591, 1456, 1388, 1345, 1259, 1189, 1132, 1038, 965, 939,
911, 782,710 cm™.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § = 6,36 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,18 (d, J= 16,0 Hz, 1H, =CH-),
6,10 (d, J= 3.5 Hz, 1H, Ar-H), 6,07 (d, J = 3,5 Hz, 1H, Ar-H), 3,71 (s, 2H, Ar—-CH2-NH-), 2,60~
2,53 (m, 4H, 2 x CH,~CH2-NH-), 2,23 (s, 2H, Ad~-CH>-NH-), 1,95-1,92 (m, 3H, 3 x —CH (Ad)),
1,80 (dt, J; = 11,9 Hz, J> = 3,3 Hz, 1H), 1,72-1,65 (m, SH), 1,64-1,55 (m, 7H), 1,50 (s, 6H, 3 x —
CH: (Ad)), 1,48-1,43 (m, 4H), 1,41-1,33 (m, 4H), 1,30 (s, 3H, Me), 1,28-1,22 (m, 8H), 1,20 (d, J =
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3,5 Hz, 1H), 1,17-1,14 (m, 1H), 1,13 (s, 3H, Me), 1,11-1,05 (m, 1H), 0,96-0,86 (m, 2H), 0,82 (s,
3H, Me), 0,75 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {H} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 153,3; 152,4; 136,3; 115,4; 108,7; 108,1; 74,9; 73.3; 62,7;
61,7;56,2;51,0;49,1; 46,4; 45,3; 44,4; 42,1, 41,0; 41,0; 39,8; 39,3; 37,3; 33,5; 33,4; 33,3; 30,0; 29,6;
29,5; 28,5; 27,4; 27,4; 27,3; 24,4; 21,6; 20,6; 19,1; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraCunato za CasH7503N>" 679,57722; detektovano
679,57759.

HPLC ¢istoc¢a (A = 280 nm) metoda M: tr = 7,452 min, povrSina 95,51% (A = 285 nm); metoda O:
tr = 5,608 min, povrsina 95,26%.

[a]2'p = +21,1 ° (c 0,67, MeOH)

(1R,2R,4aS,8aS5)-1-((R,E)-5-(5-(((6-((2-(adamantan-1-il)etil)amino)heksil)amino)metil)furan-2-
il)-3-hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (97g)

Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje
N ‘({‘N\I—;—@ polaze¢i od jedinjenja 95b (28 mg, 0,070 mmol) i 94g (58
> mg, 0,209 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
CH:Cl2/(MeOH/NH3 g 9/1) = 9/1), dobijen je proizvod 97g

“1OH (40 mg, 86%) u obliku Zzute pene.

T. T. = 53-54 °C (amorfni prah)
IC (ATR): v = 3322, 2905, 2847, 1532, 1451, 1387, 1344, 1187, 1131, 1014, 966, 939, 781 cm".

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 6,36 (d, /= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,19 (d, J= 16,0 Hz, 1H, =CH-),
6,10 (d, J= 3,3 Hz, IH, Ar-H), 6,07 (d, J= 3,2 Hz, 1H, Ar-H), 3,72 (s, 2H, Ar—~CH2-NH-), 2,62—
2,52 (m, 6H, 3 x -CH—CH2-NH-), 2,39 (br s, 4H, 2 x -OH, 2 x -NH), 1,94-1,88 (m, 3H, 3 x -CH
(Ad)), 1,81 (dt, J; = 12,3 Hz, J> = 3,2 Hz, 1H), 1,72-1,64 (m, 5SH), 1,63—1,53 (m, 7H), 1,50-1,44 (m,
10H), 1,39 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 1,37-1,32 (m, 3H), 1,31 (s, 3H, Me), 1,30-1,22 (m, 7H), 1,18-1,15
(m, 1H), 1,13 (s, 3H, Me), 1,12-1,05 (m, 1H), 0,97-0,87 (m, 2H), 0,83 (s, 3H, Me), 0,76 (s, 6H, 2 x
Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 153,3; 152,4; 136,4; 115,4; 108,7; 108,1; 74,8; 73,2; 61,7;
56,2;50,1;48,9; 46,4; 45,3; 44,4; 44,4, 44,2, 42,7, 42,1; 39,8; 39,3; 37,3; 33,5; 33,3; 31,9; 29,9; 29.9;
28,8;27,3;27,3;27,2; 24,4; 21,6; 20,6; 19,1; 18,5; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraCunato za Cs3H7303N2" 665,56157; detektovano
665,56222.

HPLC ¢istoéa (A =270 nm) metoda K: tr = 6,305 min, povrsina 95,58%; metoda P: tr = 8,224 min,
povrsina 95,77%.

[a]*®p = +23,0 ° (¢ 0,27, MeOH)
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(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(5-(((8-((2-(adamantan-1-il)etil)amino)oktil)amino)metil)furan-2-
il)-3-hidroksi-3-metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (97h)

Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje
polazeci od jedinjenja 95b (30 mg, 0,075 mmol) i 94h (69
mg, 0,224 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
CH2Cl/(MeOH/NH34g) 9/1) = 9/1), dobijen je proizvod 97h
(43 mg, 83%) u obliku zutog ulja.

IC (ATR): v = 3354, 2925, 2849, 1564, 1452, 1407, 1388,
1132, 1084, 1016, 967, 939, 781, 653 cm’'.

'"H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 6,38 (d, /= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,20 (d, J= 16,1 Hz, IH, =CH-),
6,12 (d, J=3,3 Hz, 1H, Ar—H), 6,10 (d, J = 3,4 Hz, 1H, Ar-H), 3,74 (s, 2H, Ar—CH2-NH-), 2,61—
2,55 (m, 6H, 3 x CH>-CH2-NH-), 1,92 (s, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,86—1,79 (m, 1H), 1,72-1,65 (m,
5H), 1,64-1,58 (m, 6H), 1,56-1,53 (m, 1H), 1,49-1,46 (m, 10H), 1,45-1,36 (m, 4H), 1,33 (s, 3H,
Me), 1,30-1,25 (m, 12H), 1,18 (t, J = 3,5 Hz, 1H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,13—1,08 (m, 1H), 0,99-0,88
(m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 153,5; 152,4; 136,2; 115,6; 108,7; 108,2; 74,9; 73,4; 61,7,
56,2;50,2;49,1; 46,5, 45,3; 44,5; 44,5; 44,4, 42,8, 42,1; 39,8; 39.4; 37,3; 33,5; 33,4; 32,0; 30,0; 30,0;
29,6; 29,5; 28.,8; 27,6; 27,5; 27,3; 24,5; 21,6; 20,6; 19,2; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]' izraunato za CssH7703N2" 693,59287; detektovano
693,59318.

HPLC cistoéa (A =270 nm) metoda M: tr = 7,616 min, povrSina 99,01%; metoda O: tr = 5,869 min,
povrsina 95,55%.

[a]2°p = +15,0 ° (c 0,14, MeOH)

Sinteza jedinjenja 98

terc-butil (6-(2-(adamantan-1-il)acetamido)heksil)karbamat (98-Boc)

0 Prema prethodno prijavljenoj sintezi.'>?
E /\672 NHBoc

U balon, koji je opremljen povratnim kondenzatorom, dodati su 1-
adamantansir¢etna kiselina (150 mg, 0,772 mmol, 1,0 ekv.) 1 SOCl (1,1 mL, 15,44 mmol, 20 ekv.),
nakon ¢ega je reakciona smeSa zagrevana u uljanom kupatilu na temperaturi kljucanja rastvaraca
tokom 2 ¢asa. Visak SOCI; uklonjen je isparavanjem pod snizenim pritiskom, a 1-adamantanacetil-
hlorid (163 mg, 99%) je dobijen u obliku Zutog ulja i kori§¢en je bez daljeg preciS¢avanja.

U reakcionom balonu je pripremljen rastvor 1-adamantilacetil-hlorida u CH2Clz (5 mL) smesa je
ohladena na 0 °C u ledenom kupatilu, nakon ¢ega je dodat Et3N (130 pL, 0,926 mmol, 1,2 ekv.). Uz
hladenje, u reakcioni balon je tokom 30 minuta ukapavan rastvor N-Boc-1,3-diaminopropana (161
mg, 0,926 mmol, 1,2 ekv.) u CH2Cl; (3 mL). Reakciona smeSa je meSana na 0 °C tokom 1 ¢asa, nakon
¢ega je zagrejana do sobne temperature i meSana tokom 16 ¢asova. Po zavrSetku reakcije, smesa je
prebacena u levak za odvajanje, vodeni sloj je odbacen, a organski sloj je ispran vodom. Organski
ekstrakt je osuSen iznad anhidrovanog Na>SOs, nakon Cega je rastvara¢ uklonjen isparavanjem pod
snizenim pritiskom. Sirovi proizvod precis¢en je hromatografijom na stubu SiO> (dry-flash,
Hex/EtOAc = 3/7) prilikom ¢ega je dobijeno 237 mg (88%) jedinjenja 103-Boc u obliku bezbojne,
¢vrste supstance.
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T. T. = 128-130 °C (amorfni prah)

'TH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 6,45 (br s, 1H, -CH,-NHCOO-), 5,22 (br s, 1H, -CH>-NHCOO-
), 3,21 (quint, J = 6,0 Hz, 2H, ~-CH,~CH>-NH-), 3,15-3,03 (m, 2H, -CH>—CH>-NH-), 1,92-1,85
(m, 5H, 3 x —CH (Ad), Ad—-CH2-CONH-), 1,67-1,51 (m, 14H), 1,37 (d, J = 4,4 Hz, 9H, -NHCOO-
C(CH3)3) ppm.

13C {H} NMR (100 MHz, CDCl3) 6 = 171,5; 156,7; 79,1; 51,8; 51,7; 42,6; 36,8; 35,7; 32,7; 30,3;
28,6; 28,4 ppm.

2-(adamantan-1-il)-N-(3-aminopropil)acetamid (98)

o Primenom opste procedure J za uklanjanje Boc-zastitne grupe, polazeéi od
/\VTNHZ jedinjenja 98-Boc (300 mg, 0,856 mmol), nakon dry-flash hromatografije

(Si02: CH2Cl2/(MeOH/NH3aq) 9/1) = 8/2), dobijen je proizvod 98 (186 mg,
87%) u obliku zutog ulja.

IC (ATR): v=13292, 3069, 2903, 2848, 2675, 1641, 1549, 1451, 1336, 1315, 1275, 1202, 1175, 1133,
800, 721 cm™'.

TH NMR (400 MHz, CDCls) é = 6,54 (t, J = 5,8 Hz, 1H, -CH>-NHCOO-), 3,25 (q, J = 6,4 Hz, 2H,
—CH>—CH2-NHCO-), 3,00 (s, 2H, Ad—CH>—CONH-), 2,72 (t, J = 6,5 Hz, 2H, -CH,—CH>—NH-),
1,89 (brs, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,85 (s, 2H, -CH>—CH2>—CH>-), 1,68-1,50 (m, 14H, 6 x —CH (Ad), —
NH-CH>—CH2—CH>-NH-) ppm.

13C {IH} NMR (100 MHz, CDCl3) 6 = 171,4; 51,8; 42,7; 39,5, 37,3; 36,8; 32,7; 32,0; 28,7 ppm.

2-(adamantan-1-il)-N-(3-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R,4a5,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)propil)acetamid (99a)

Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje polaze¢i
od jedinjenja 81 (28 mg, 0, 068 mmol) 1 98 (51 mg, 0,204 mmol),
nakon dry-flash hromatografije (SiO2: CH2Clo/(MeOH/NHj34g)
9/1) =8/2), dobijen je proizvod 99a (38 mg, 88%) u obliku Cvrste
supstance Zute boje.

T. T.=83-85 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=3308, 2905, 2847, 1645, 1550, 1453, 1388, 1366, 1337, 1315, 1293, 1274, 1202, 1155,
1131, 1101, 1085, 1034, 971, 938, 909, 863 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7,36-7,31 (m, 2H, 2 x Ar-H), 7,23 (d, J= 7,8 Hz, 2H, 2 x Ar-H),
6,64-6,51 (m, 2H, =CH-, -CONH-CH,-), 6,27 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH), 3,74 (s, 2H, Ar-CHz~
N), 3,33 (q, J = 6,1 Hz, 2H, CH>~CH>-NHCO), 2,72 (t, J = 6,2 Hz, 2H, -CH>~CH>-NH-), 2,23 (br
s, 3H, 2 x ~OH, -NH), 1,94 (s, 3H, 3 x ~CH (Ad)), 1,86 (s, 2H, Ad-CH2-CONH-), 1,85-1,80 (m,
1H), 1,75 (td, J; = 7,6 Hz, J> = 3,9 Hz, 1H), 1,72-1,64 (m, 6H), 1,64-1,55 (m, 12H), 1,45-1,37 (m,
3H), 1,36 (s, 3H, Me), 1,34 (s, 1H), 1,30-1,22 (m, 2H), 1,21 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 1,16 (s, 3H, Me),
1,14-1,07 (m, 1H), 1,00-0,89 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,78 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 171,0; 139,0; 138,0; 136,4; 128,4; 126,6; 126,1; 74,9; 73,5;
61,6;56,2; 53,8; 52,1;47,8;45,3;44,4;,42,7,42,1; 39,8; 39,3; 38,6; 36,9; 33,5; 33,3; 32,8; 29,1; 28.8;
27,5; 24,4; 21,6; 20,6; 19,2; 18,5; 15,4 ppm.
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HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]' izraunato za CsHe7N203" 647,51462; detektovano
647,51376.

HPLC c¢istoéa (A = 254 nm) metoda K: tr = 6,497 min, povrsina 96,26%; metoda P: tr = 8,207 min,
povrsina 95,89%.

[a]2'p = +18,7 ° (c 0,49, MeOH)

2-(adamantan-1-il)-N-(3-(((5-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R ,4a5,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)tiofen-2-il)metil)amino)propil)
acetamid (99b)

Primenom opste procedure K za reduktivno aminovanje
polaze¢i od jedinjenja 95a (36 mg, 0,086 mmol) i 98 (65 mg,
0,258 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2:
CH2Cl2/(MeOH/NH34g) 9/1) = 91/9), dobijen je proizvod 99b
(44 mg, 78%) u obliku zute, amorfne supstance.

T. T. = 80-81 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=3340, 2925, 2849, 1725, 1648, 1552,1453, 1388, 1315, 1275, 1203, 1155, 1131, 1085,
1033, 960, 939, 909, 801, 723, 654, 543 cm™.

'H NMR (400 MHz, CDCls) § = 6,82-6,61 (m, 4H, -CONH-CH,— 2 x Ar-H, =CH-), 6,05 (d, J =
15,8 Hz, 1H, =CH-), 3,93 (s, 2H, Ar-CH2-NH-), 3,32 (q, J = 7,1 Hz, 2H, -CH,~CH2-NHCO-),
2,77 (t, J = 6,1 Hz, 2H, -CH,~CH>-NH-), 2,72 (br s, 3H, 2 x ~OH, -NH), 1,95-1,90 (m, 5H, 3 x —
CH (Ad), Ad-CH2-CONH-), 1,81 (dt, J; = 12,4 Hz, J, = 3,3 Hz, 1H), 1,74-1,63 (m, 7H), 1,62-1,53
(m, 12H), 1,44-1,33 (m, 4H), 1,30 (s, 3H, Me), 1,25-1,22 (m, 1H), 1,21-1,17 (m, 1H), 1,14 (s, 3H,
Me), 1,12-1,04 (m, 1H), 0,99-0,86 (m, 2H), 0,83 (s, 3H, Me), 0,76 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 171,5; 142,6; 138,0; 126,6; 125,2; 120,2; 75,0; 73,4; 61,5;
56.,2;52,0;48.4;47,2;45,2; 44,5; 42,8; 42,1; 39,8; 39.4; 38.,3; 36,9; 33,5; 33.4; 32,9; 28.8; 28,5; 27,4;
24.5; 21,6; 20,6; 19,1; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izracunato za CioHesO3N2S™ 653,47104; detektovano
653,46994,

HPLC cistoéa (A = 280 nm) metoda M: tr = 8,306 min, povrSina 95,45%; metoda O: tr = 6,681 min,
povrsina 96,89%.

[a]?®p = +16,7 ° (c 0,30, MeOH)
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2-(adamantan-1-il)-N-(3-(((5-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R ,4a5,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)furan-2-il)metil)amino)propil)
acetamid (99¢)

Primenom opsSte procedure K za reduktivho aminovanje
polaze¢i od jedinjenja 95b (37 mg, 0,092 mmol) i 98 (69 mg,
0,276 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2:
CH2Clo/(MeOH/NH34q) 9/1) = 93/7), dobijen je proizvod 99¢
(48 mg, 82%) u obliku Zute, amorfne supstance.

T. T.=93-94 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v=3312, 2905, 2848, 1646, 1549, 1453, 1388, 1337, 1275, 1203, 1155, 1312, 1032, 966,
939, 909, 783 cm’'.

'H NMR (400 MHz, CDCLs) & = 6,58 (t, J = 5,6 Hz, 1H, -CONH-CHx-), 6,36 (d, J = 16,0 Hz, 1H,
=CH-), 6,20 (d, J = 15,9 Hz, 1H, =CH-), 6,14 (d, J = 3,4 Hz, 1H, Ar-H), 6,08 (d, J = 3,3 Hz, 1H,
Ar-H), 3,74 (s, 2H, Ar-CH>-NH-), 3,30 (q, J = 5,9 Hz, 2H, ~CHo-CH>-NHCO-), 2,72 (t, J = 6,3
Hz, 2H, -CH,~CH2-NH-), 1,97-1,90 (m, 3H, 3 x —CH (Ad)), 1,87 (s, 2H, Ad-CH2-CONH-), 1,86~
1,78 (m, 1H), 1,71-1,53 (m, 23H), 1,45-1,35 (m, 4H), 1,31 (s, 3H, Me), 1,24-1,16 (m, 2H), 1,14 (s,
3H, Me), 1,12-1,05 (m, 1H), 0,97-0,87 (m, 2H), 0,83 (s, 3H, Me), 0,76 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) 6 = 171,3; 152,7; 152,0; 136,8; 115,3; 109,4; 108,1; 74,9; 73,3;
61,7;56,2;52,0;47,1,46,0; 45,2; 44,3;42,8;42,7;42,1; 39,8; 39,3; 38,3; 36,9; 36,9; 33,5; 33,3; 32,8;
28,8; 28,7; 27,3; 24,4; 21,6; 20,6; 19,1; 18,5; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraCunato za CasoHesOsN2" 637,49388; detektovano
637,49276.

HPLC ¢isto¢a (A = 272 nm) metoda M: tr = 8,195 min, povrSina 99,39%; (A = 270 nm) metoda O:
tr = 6,595 min, povrsina 97,18%.

[a]2°p = +22,0 ° (¢ 0,56, MeOH)

(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(5-(((6-aminoheksil)amino)metil)tiofen-2-il)-3-hidroksi-3-
metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (100a)

Primenom opSste procedure B za reduktivno aminovanje, polaze¢i od
jedinjenja 95a (44 mg, 0,105 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(S102: CH2Cl2/(MeOH/NH3 g 9/1) =7/3), dobijen je proizvod 100a
(48 mg, 88%) u obliku Zutog ulja.

IC (ATR): v = 3354, 2929, 2862, 1631, 1582, 1461, 1388, 1366,
1262, 1189, 1132, 1085, 1029, 959, 938, 908, 798, 700 cm!,

TH NMR (400 MHz, CDCls) § = 6,72 (s, 2H, 2 x Ar-H), 6,65 (d, J = 15,8 Hz, 1H, =CH), 6,06 (d, J
= 15,9 Hz, 1H, =CH-), 3,89 (s, 2H, Ar-CH2-NH-), 2,67 (t, J = 7,1 Hz, 2H, -CH,-CH2-NH-), 2,62
(t, J=7,1 Hz, 2H, -CH>-CH>-NH-), 2,45 (b s, SH, 2 x —~OH, -NH, -NH>), 1,82 (dt, J; = 12,4 Hz,
Jo=3,3 Hz, 1H), 1,76-1,65 (m, 2H), 1,64—1,54 (m, 4H), 1,53—1,54 (m, 4H), 1,45-1,36 (m, 4H), 1,35—
1,29 (m, 4H), 1,32 (s, 3H, Me), 1,24 (s, 1H), 1,18 (t, J= 3,7 Hz, 1H), 1,14 (s, 3H, Me), 1,10 (d, J =
10,1 Hz, 1H), 0,99-0,86 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,76 (s, 6H, 2 x Me) ppm.
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13C {1H} NMR (100 MHz, CDCls) § = 142,9; 141,8; 137,5; 125,3; 125,1; 120,4; 74,9; 73,3; 61,5;
56,2;48,8;45,3;44,4,42,1,41,9; 39,8, 39,4; 33,5, 33,3; 33,1, 29,9, 27,4, 27,1, 26,7, 24,4; 21,6; 20,6;
19,2; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraGunato za C3HssN202S™ 519,39788; detektovano
519,39796.

HPLC cistoéa (A = 280 nm) metoda M: tr = 7,097 min, povrSina 96,82%; metoda O: tr = 5,331 min,
povrsina 95,55%.

[a]2%p = +20,6 ° (c 0,23, MeOH)

(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(5-(((8-aminooktil)amino)metil)tiofen-2-il)-3-hidroksi-3-metilpent-
4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (100b)

Primenom opste procedure B za reduktivno aminovanje, polazeci
od jedinjenja 95a (20 mg, 0,048 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: CH2Cl2/(MeOH/NH3sag) 9/1) = 93/7), dobijen
je proizvod 100b (21 mg, 80%) u obliku zutog ulja koje stajanjem
ocvrscava.

T. T.=77-78 °C (amorfni prah)

IC (ATR): v = 3351, 2926, 2854, 1630, 1572, 1462, 1387, 1366, 1335, 1189, 133, 1085, 1036, 996,
959, 939, 909, 795, 724 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) § = 6,73 (s, 2H, 2 x Ar-H), 6,65 (d, J = 15,8 Hz, 1H, =CH-), 6,06 (d,
J=15,8 Hz, 1H, =CH-), 3,90 (s, 2H, Ar-CH>-NH-), 2,69-2,59 (m, 4H, 2 x -CH,~CH2-NH-), 2,25
(bs, 5H, 2 x ~OH, -NH, -NH2), 1,86-1,78 (m, 1H), 1,76-1,64 (m, 2H), 1,65-1,52 (m, 4H), 1,51
1,35 (m, 7H), 1,32 (s, 3H, Me), 1,31-1,23 (m, 10H), 1,21-1,15 (m, 1H), 1,14 (s, 3H, Me), 1,10 (d, J
= 11,4 Hz, 1H), 0,98-0,88 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,76 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) § = 143,0; 141,7; 137,4; 125,2; 125,1; 120,4; 74,9; 73,3; 61,5;
56.2;49,0; 48.8;45,3;44,5;42,2; 42,1; 39,8; 39,4; 33,7; 33,5; 33,3; 30,0; 29.5; 27,5; 27,2, 26,9; 24,4;
21,6; 20,6; 19,2; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izraGunato za C33HsoN20>S* 547,42918; detektovano
547,42925.

HPLC cistoéa (A = 280 nm) metoda M: tr = 7,087 min, povrSina 97,44%; metoda O: tr = 5,352 min,
povrsina 95,97%.

[a]2'p = +24,8 ° (¢ 0,17, MeOH)
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(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(5-(((6-aminoheksil)amino)metil)furan-2-il)-3-hidroksi-3-
metilpent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (100c)

Primenom opste procedure B za reduktivno aminovanje, polazeci od
jedinjenja 95b (50 mg, 0,124 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02: CH2Cl2/(MeOH/NH3 4 9/1) = 8/2), dobijen je proizvod 100¢

> (58 mg, 93%) u obliku Zutog ulja koje stajanjem o&vricava.

T. T.=71-72 °C (amortfni prah)

IC (ATR): v = 3353, 2932, 2834, 1641, 1533, 1462, 1388, 1366,
1340, 1257, 1177, 113, 1085, 1031, 966, 939, 909, 783, 728 cm".

TH NMR (400 MHz, CDCl3) § = 6,35 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,20 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-),
6,10 (d, J=2,8 Hz, 1H, Ar-H), 6,07 (d, J = 3,2 Hz, 1H, Ar-H), 3,72 (s, 2H, Ar-CH2-NH-), 2,64 (t,
J=172Hz, 2H, -CH,-CH>-NH-), 2,58 (t, /= 7,1 Hz, 2H, -CH,~CH>-NH-), 2,55-2,38 (b 1s, 5H, 2
x —OH, -NH, -NH2), 1,81 (dt, J; = 12,3 Hz, J, = 5,0 Hz, 1H), 1,76-1,64 (m, 2H), 1,63-1,53 (m, 4H),
1,51-1,35 (m, 8H), 1,34-1,28 (m, 3H), 1,31 (s, 3H, Me), 1,26-1,20 (m, 1H), 1,17-1,14 (m, 1H), 1,13
(s, 3H, Me), 1,11-1,06 (m, 1H), 0,98-0,86 (m, 2H), 0,83 (s, 3H, Me), 0,76 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {H} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 153,3; 152,4; 136,6; 115,3; 108,8; 108,1; 74,8; 74,7; 73,1;
73,1;61,8;56,2; 48,7, 46,3; 45,3; 44,3; 42,1, 41,9; 39,8; 39,3; 33,5; 33,3; 33,2; 29,8; 27,1; 27,0; 26,7;
24.3; 21,6; 20,6; 19,1; 18,6; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]" izratunato za C31HssN2Os" 503,42072; detektovano
503,420068.

HPLC c¢istoéa (A =270 nm) metoda K: tr = 5,990 min, povrSina 95,22%; metoda N: tg = 6,501 min,
povrsina 95,81%.

[a]2°p = +31,9 ° (¢ 0,32, MeOH)

(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-5-(5-(((8-aminooktil)amino)metil)furan-2-il)-3-hidroksi-3-metilpent-
4-en-1-il)-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-2-ol (100d)

Primenom opSte procedure B za reduktivno aminovanje, polazeci od
jedinjenja 95b (45 mg, 0,112 mmol), nakon dry-flash hromatografije

NH, (Si02: CH2Cl2/(MeOH/NH3g) 9/1) = 8/2), dobijen je proizvod 100d
(54 mg, 91%) u obliku Zutog ulja koje stajanjem ocvrs¢ava.

T. T. = 83-85 °C (amortfni prah)

IC (ATR): v = 3359, 2928, 2856, 1567, 1462, 1410, 1388, 1342, 1177, 1132, 1085, 1033, 965, 938,
781, 722, 652 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 6,36 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,19 (d, J= 15,9 Hz, 1H, =CH-),
6,10 (d, J=3,4 Hz, 1H, Ar-H), 6,07 (d, J= 3,3 Hz, 1H, Ar-H), 3,72 (s, 2H, Ar—CH>-NH-), 2,64 (t,
J=17,1 Hz, 2H, -CH>—CH2-NH-), 2,58 (t, /= 7,2 Hz, 2H, -CH,—CH2-NH-), 2,16 (b rs, 5H, 2 x —
OH, —-NH, -NH2), 1,81 (dt, J;= 12,2 Hz, J> = 3,2 Hz, 1H), 1,68 (td, J; = 9,3 Hz, J> = 6,0 Hz, 1H),
1,64-1,52 (m, 4H), 1,50-1,34 (m, 8H), 1,30 (s, 3H, Me), 1,29-1,24 (m, 9H), 1,23-1,19 (m, 1H), 1,15
(d, J=3,9 Hz, 1H), 1,13 (s, 3H, Me), 1,12-1,05 (m, 1H), 0,97-0,87 (m, 2H), 0,83 (s, 3H, Me), 0,75
(s, 6H, 2 x Me) ppm.
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13C {'H} NMR (100 MHz, CDCls) § = 153,3; 152,4; 136,5; 115,3; 108,7; 108,1; 74,7; 73,2; 61,7;
56,2; 49,0; 46,4; 45,3; 44.4; 42,1; 42,1; 39,8; 39,3; 33,6; 33,5; 33,3; 29,9; 29,4; 29,4; 27,3; 27,2; 26,9;
24,3;21,6; 20,6; 19,1; 18,5; 15,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M + H]' izraGunato za C33HsoN>Os" 531,45202; detektovano
531,45097.

HPLC c¢istoéa (A =270 nm) metoda M: tr = 7,066 min, povrSina 96,91%; metoda O: tr = 5,303 min,
povrsina 97,62%.

[a]2'p = +23,8 ° (c 0,32, MeOH)

(1R,2R 4aS,8a8)-1-((R,E)-3-hidroksi-3-metil-5-(4-nitrofenill)pent-4-en-1-il)-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-2-ol (106)

NO, U reakcioni balon, koji je prethodno osuSen plamenom, dodati su sklareol
54 (100 mg, 0,46 mmol, 1,5 ekv.), p-jodnitrobenzen (76 mg, 0,30 mmol,
1,0 ekv.), Pd(OAc): (7 mg, 0,03 mmol, 0,1 ekv.), n-BusNBr (196 mg, 0,61
mmol, 2,0 ekv.), K2CO3 (105 mg, 0,76 mmol, 2,5 ekv.) i suv DMF (1,6
mL). Reakcioni balon je meSan na sobnoj temperaturi tokom 10 minuta, a
zatim zagrevan na 100 °C tokom 24 sata. Po zavrSetku reakcije, smesa je
razblazena dodatkom EtOAc 1 ispirana vodom i rastvorom NaCl. Organski
sloj je susen iznad NaxSOs, rastvara¢ je uklonjen isparavanjem pod snizenim pritiskom 1 sirovi
proizvod je preciSéen dry-flash hromatografijom na stubu (SiO2: Hex/EtOAc = 1/1). Dobijeno je 74
mg (57%) proizvoda 106 Cvrste supstance Zute boje.

T. T. 7678 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3376, 2926, 2868, 1732, 1674, 1596, 1517, 1462, 1388, 1366, 1343, 1267, 1180, 1133,
1110, 1084, 1040, 972, 938, 908, 865, 829, 793, 747, 692 cm.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 8,14 (d, J= 8,5 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,47 (d,J= 8,5 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,70 (d, J= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,47 (d, J= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 1,85 (dt, J; = 12,3 Hz, J> =
3,3 Hz, 1H), 1,80-1,69 (m, 2H), 1,66—1,52 (m, 4H), 1,45-1,38 (m, 3H), 1,37 (s, 3H, Me), 1,30-1,22
(m, 1H), 1,21-1,18 (m, 1H), 1,17 (s, 3H, Me), 1,16-1,13 (m, 1H), 1,10 (dd, J; = 13,0 Hz, J> = 4,2
Hz, 1H), 1,00-0,88 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

I3C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 146,7; 144,2; 143,4; 126,9; 124,6; 124,0; 75,2; 73,6; 61,5;
56,2; 45,0; 44,5; 42,1; 39.8; 39.,4; 33,5; 33,3; 27,1; 24.,4; 21,6; 20,6; 19,0; 18,5; 15,4 ppm.

MS (ESITQD) m/z: 429 ([M]), 395 ([M—2H,0]), 474 ([M + HCOO]").
[a]2p =+32,6 ° (¢ 0,69, MeOH)

4-((E)-2-((4aR,6aS5,10aS,10bR)-3,4a,7,7,10a-pentametildodekahidro-1H-benzo[f|hromen-3-
il)vinil)anilin (105a)

U reakcioni balon su dodati jedinjenje 106 (60 mg, 0,140 mmol, 1,0 ekv.), 2,2’-bipiridin (0,22 mg,
0,0014 mmol, 1 mol%) i DMF (2 mL), nakon ¢ega je uz mesanje dodat [B(OH):]> (50,1 mg, 0,559
mmol, 4,0 ekv.). MeSanje je nastavljeno na sobnoj temperaturi tokom 12 Casova, a zatim je reakciona
smesa rasporedena izmedu vode i CH2Clz. Organski sloj je odvojen, dok je vodeni sloj je ekstrahovan
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CHxCl> (3 x 20 mL). Spojeni organski ekstrakti su suSeni iznad
anhidrovanog Na>SO4, nakon Cega je rastvaraC uklonjen isparavanjem
pod snizenim pritiskom. Sirovi proizvod je precis¢en dry-flash
hromatografijom na stubu (SiO2: Hex/EtOAc = 8/2). Dobijeno je 48 mg
(90%) proizvoda 105a u obliku zute, smolaste supstance. Dobijena je
smesa dva dijastereomera (d. 7. 3:1) koju nije bilo moguce razdvojiti.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) § = 7,17 (d, J= 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,63 (d,J= 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,20 (d, /= 16,7 Hz, 1H, =CH-), 6,13 (d, J= 16,7 Hz, 1H, =CH-), 3,65 (b rs, 2H, -NH2), 2,32—
2,25 (m, 1H), 1,78 (dt, J; = 12,0 Hz, J> = 3,2 Hz, 1H), 1,69—1,49 (m, 6H), 1,47—1,33 (m, 4H), 1,29—
1,26 (m, 1H), 1,25-1,23 (m, 1H), 1,22 (s, 3H, Me), 1,22 (s, 3H, Me), 1,14 (td, J/; = 13,2 Hz, J>=4,4
Hz, 1H), 0,85 (s, 4H, Me, —CH), 0,77 (s, 3H, Me), 0,69 (s, 3H, Me) ppm.

13C {1H} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 145,7; 135,7; 128,4; 127,3; 124,4; 115,3; 76,0; 73,2; 58,7,
56,5;43,1; 42,3; 39.4; 36,9; 35,9; 33.,4; 33,4; 33,0; 24,3; 21,4; 20,0; 18,7; 16,1; 15,9 ppm.

1zomer 2:

TH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 6,62-6,58 (m, 2H, 2 x Ar-H), 6,40 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-),
6,05 (d, J=16,1 Hz, 1H, =CH-), 2,04 (s, 1H, —-CH), 1,89-1,83 (m, 1H), 1,75-1,70 (m, 1H), 1,36 (s,
3H, Me), 1,32 (s, 3H, Me), 0,79 (s, 3H, Me), 0,79 (s, 3H, Me) ppm.

13C {'H} NMR (100 MHz, CDCl3) & =145,5; 136,5; 128,5; 127,5; 125,5; 115,2; 75,3; 73,3; 56,4;
56,1;43,4;42,1; 39,1; 37,1; 36,6; 33.4; 33,3; 29,1; 25,6; 21,4; 20,0; 18,6; 15,6; 15,5 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 382 ([M + H]").
[a]®p =+76,5 ° (¢ 0,14, MeOH)

terc-butil (2-(3-fenilureido)etil)karbamat (110a)

o Primenom opste procedure L polaze¢i od anilina (63 mg, 0,675 mmol) 1 N-
©/ hif ~""NHBoe  Boc-etilen-diamina (119 mg, 0,743 mmol), nakon dry-flash hromatografije
© (S102: Hex/EtOAc = 3/7), dobijen je proizvod 110a (163 mg, 86%) u obliku

bezbojne, ¢vrste supstance.
T.T.=152-154 °C

IC (ATR): 3337, 3058, 2978, 2933, 1699, 1663, 1605, 1551, 1535, 1452, 1412, 1392, 1368, 1329,
1293, 1248, 1229, 1161, 1120, 1066, 1014, 968, 838, 762, 656 cm™.

TH NMR (500 MHz, CDCls) § = 7,37-7,28 (m, 3H, 2 x Ar—H, -NHCO-), 7,28-7,21 (m, 2H, 2 x Ar—
H), 7,02 (t, /= 7,2 Hz, 1H, Ar—H), 5,79 (b rs, 1H, -NHCO-), 5,19 (b rs, 1H, -NHCO-), 3,35-3,28
(m, 2H, -CH>—CH2-NH-CO-), 3,25-3,19 (m, 2H, —-CH>—CH2-NH-CO-), 1,41 (s, 9H, -NHCOO-
C(CH3)3) ppm.

13C {'H} NMR (125 MHz, CDCls) 6 = 157,1; 156,8; 139,0; 129,2; 123,5; 120,6; 79,8; 41,2; 40,6;
28,5 ppm.
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terc-butil (2-(3-(4-metoksifenil)ureido)etil)karbamat (110b)

0o Primenom opste procedure L polaze¢i od 4-metoksianilina (83 mg, 0,675

N\H/N\/\NHBOC mmol) i N-Boc-etilen-diamina (119 mg, 0,743 mmol), nakon dry-flash

g /©/ 0 hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 2/8), dobijen je proizvod 110b (174
© mg, 83%) u obliku bezbojne, cvrste supstance.

T.T.=112-113 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3343, 2977, 2934, 2836, 1688, 1652, 1604, 1558, 1512, 1464, 1411, 1392, 1366, 1274,
1243, 1171, 1109, 1037, 829, 762, 662, 522 cm.

H NMR (400 MHz, CDCl3) § = 7,21 (s, 1H, -NHCO-), 7,17 (d, J = 8,6 Hz, 2H. 2 x Ar—H), 6,84—
6,74 (m, 2H. 2 x Ar-H), 5,71 (t, J = 5,6 Hz, 1H, -NHCO-), 5,30 (t, J = 5,8 Hz, 1H, -NHCO-), 3,75
(d, J= 1,1 Hz, 3H, -OMe), 3,29 (g, J = 5,9 Hz, 2H, -CH,~CH2-NH-CO-), 3,20 (q, J = 6,0 Hz, 2H,
~CH,-CH2-NH-CO-), 1,41 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) § = 157,4; 156,9; 156,4; 131,6; 123,5; 114,5; 79,6; 55,6; 41,3;
40,5; 28,5 ppm.

terc-butil (2-(3-(4-(trifluormetil)fenil)ureido)etil)karbamat (110c¢)

0o Primenom opSte procedure L polazec¢i od 4-(trifluormetil)anilina (109

erN\/\NHBOC mg, 0,675 mmol) 1 N-Boc-etilen-diamina (119 mg, 0,743 mmol), nakon

/©/ 0 dry-flash hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 2/8), dobijen je proizvod
FsC 110c (176 mg, 75%) u obliku bezbojne, ¢vrste supstance.

T. T.=195-196 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3393, 3334, 3205, 3140, 2983, 2933, 1659, 1598, 1555, 1501, 1442, 1392, 1367, 1312,
1277, 1248, 1172, 1040, 855, 754, 694, 507 cm.

IH NMR (500 MHz, DMSO-d6) § = 8,97 (s, |H, -NHCO-), 7,60-7,51 (m, 4H, 4 x Ar-H), 6,86 (t,
J=57Hz, 1H, -NHCO-), 6,28 (t, J = 5,8 Hz, |H, -NHCO-), 3,12 (q, J = 6,2 Hz, 2H, -CH,-CHz—
NH-CO-), 2,99 (q, J = 6,1 Hz, 2H, ~CH,-CH2-NH-CO-), 1,36 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3) ppm.

BC {'H} NMR (125 MHz, DMSO-d6) & = 155.8; 154,9; 144,3; 117,2; 126,0 (q, *Jc.r = 4,0 Hz);
124,7 (q, "Jc-r = 270,9 Hz); 120,9 (q, °Jc-r = 31,9 Hz); 77,7; 40,2; 39,1; 28,3 ppm.

terc-butil (3-(3-fenilureido)propil)karbamat (110d)

nof Primenom opste procedure L polaze¢i od anilina (38,6 puL, 0,423 mmol) i N-
©/ YU NHBoc Boc-1,3-diaminopropana (81 mg, 0,465 mmol), nakon dry-flash
© hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 2/8), dobijen je proizvod 110d (113 mg,

91%) u obliku bezbojne, cvrste supstance.

T. T.=129-131 °C (amortfni prah)

IC (ATR): 3340, 3059, 2977, 2934, 2871, 1659, 1598, 1555, 1500, 1442, 1392, 1367, 1312, 1277,
1248, 1172, 1040, 855, 754, 694, 506 cm™'.
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"H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 = 7,38 (brs, 1H, -NHCO-), 7,30 (d, /= 7,9 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,24
(t,J=7,9 Hz, 2H 2 x Ar-H), 6,99 (td, J; = 7,3 Hz, J> = 1,4 Hz, 1H, Ar-H), 5,80 (b s, 1H, -NHCO-
), 5,07 (t,J = 6,0 Hz, 1H, -NHCO-), 3,21 (q, J = 6,3 Hz, 2H, -CH,-~CH2-NH-CO-), 3,13 (q, /= 6,5
Hz, 2H, -CH,~CH2-NH-CO-), 1,57 (quint, J = 6,3 Hz, 2H, -CH,~CH2-CH>-), 1,42 (s, 9H, —
NHCOO-C(CHs)3) ppm.

3C {TH} NMR (125 MHz, CDCl3) § = 156,8; 156,7; 139,2; 129,2; 123,1; 120,2; 79,5; 37,4; 36,8;
30,8; 28,5 ppm.

terc-butil (3-(3-(4-metoksifenil)ureido)propil)karbamat (110e)

Hoon Primenom opste procedure L polaze¢i od 4-metoksianilina (52 mg, 0,423

N\n/N\(‘jz/\NHBOC mmol) i N-Boc-1,3-diaminopropana (81 mg, 0,465 mmol), nakon dry-

~ 0/©/ 0 flash hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 5/95), dobijen je proizvod
110e (104 mg, 90%) u obliku zute, ¢vrste supstance.

T. T.=106-107 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3349, 3117, 3043, 2971, 2940, 1683, 1645, 598, 1575, 1528, 1511, 1450, 1411, 1386,
1324, 1284, 1243, 1172, 1141, 1108, 1035, 998, 829, 876, 829, 766, 635, 551, 521 cm™..

TH NMR (400 MHz, CDClz) =17,12 (d, J= 8,5 Hz, 2H. 2 x Ar-H), 6,87 (s, 1H, -NHCO-), 6,76 (d,
J=28,6 Hz, 2H. 2 x Ar-H), 5,44 (t, J = 5,8 Hz, 1H, -NHCO-), 5,10 (t, J = 6,0 Hz, 1H, -NHCO-),
3,70 (s, 3H, ~OMe), 3,24 (q, J = 5,7 Hz, 2H, ~-CH,-CH2-NH-CO-), 3,16 (t, J = 6,0 Hz, 2H, -CH»—
CH2-NH-CO-), 1,42-1,31 (m, 2H, -CH,~CH2-CH,-), 1,34 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3) ppm.

3C {'H} NMR (100 MHz, CDCl3) & = 157,3; 156,9; 156,6; 139,1; 131,4; 124,0; 114,6; 79,7; 55,6;
41,3; 40,7; 28,5; 21,0 ppm.

terc-butil (3-(3-(4-(trifluormetil)fenil)ureido)propil)karbamat (110f)

o Primenom opste procedure L polazeci od 4-(trifluormetil)anilina (53 pL,
/©/ hid 7 NHBoe (0,423 mmol) 1 N-Boc-1,3-diaminopropana (81 mg, 0,465 mmol), nakon
FyC 0 dry-flash hromatografije (Si02: Hex/EtOAc = 3/7), dobijen je proizvod

110f (137 mg, 90%) u obliku bezbojne, ¢vrste supstance.
T. T.=132-133 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3350, 3069, 2960, 2927, 2856, 1667, 1604, 1550, 1456, 1410, 1393, 1367, 1326, 1258,
1164, 1113, 1068, 1016, 841, 803, 741, 647, 593, 509 cm™.

IH NMR (500 MHz, DMSO-d6) & = 8,93 (s, |H, -NHCO-), 7,58 (d, J = 8,9 Hz, 2H. 2 x Ar-H),
7,55 (d, J=9,0 Hz, 2H. 2 x Ar-H), 6,80 (t, J = 5,9 Hz, 1H, -NHCO-), 6,28 (t, J = 5.8 Hz, 1H, —
NHCO-), 3,08 (q, J = 6,5 Hz, 2H, -CH,-CH2-NH-CO-), 2,96 (q, J = 6,6 Hz, 2H, ~-CH,CH2 NH-
CO-), 1,53 (quint, J = 6,6 Hz, 2H, -CH>~CH2—CHa-), 1,38 (s, 9H, -NHCOO—C(CH3)3) ppm.

13C {'H} NMR (125 MHz, DMSO-d6) § = 155,8; 154.,9; 144,3; 125,9 (d, *Jcr = 4,0 Hz); 124,7 (q,
e r=270,9 Hz); 120,9 (q, 2Jer = 32,3 Hz); 117.2; 77,5; 37.4; 36,6; 30,2; 28,3 ppm.
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terc-butil (3-(3-(p-tolil)ureido)propil)karbamat (110g)

H Primenom opste procedure L polaze¢i od 4-metilanilina (54 mg, 0,506

WN@/\NHBOC mmol) 1 N-Boc-1,3-diaminopropana (97 mg, 0,557 mmol), nakon dry-
Me /©/ o flash hromatografije (S102: Hex/EtOAc = 2/8), dobijen je proizvod 110g
(137 mg, 88%) u obliku zute, ¢vrste supstance.

T. T. = 124-125 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3341, 3120, 2976, 2930, 2870, 1690, 1657, 1600, 1553, 1515, 1453, 1404, 1392, 1366,
1313, 1276, 1247, 1172, 1040, 859, 817, 780, 667, 508 cm™.

H NMR (400 MHz, CDCl3) § = 7,18 (d, J = 8,0 Hz, 2H. 2 x Ar-H), 7,09 (d, /= 8,1 Hz, 2H.2 x Ar—
H), 6,76 (s, 1H, -NHCO-), 5,49 (s, 1H, -NHCO-), 4,98 (t, J = 6,3 Hz, 1H, -NHCO-), 3,26 (q, J =
6,2 Hz, 2H, ~CH,~CH2-NH-CO-), 3,16 (q, J = 6,4 Hz, 2H, ~CH,~CH2-NH-CO-), 2,29 (s, 3H, Ar—
Me), 1,60 (quint, J = 6,4 Hz, 2H, ~CHo~CH2—-CH,-), 1,43 (s, 9H, -NHCOO-C(CHs)3) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) § = 156,6; 136,2; 133,5; 129,9; 121,4; 121,4; 79,5; 37,3; 36,8;
30,9; 28,5; 20,9 ppm.

terc-butil (3-(3-(4-fluorfenil)ureido)propil)karbamat (110h)

H H Primenom opste procedure L polaze¢i od 4-fluoranilina (40 pL, 0,423
/©/N\"/N\®2/\NHBOC mmol) i N-Boc-1,3-diaminopropana (81 mg, 0,465 mmol), nakon dry-flash
F o hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 1/9), dobijen je proizvod 110h (106

mg, 81%) u obliku bezbojne, ¢vrste supstance.
T.T.=116-117 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3322, 3130, 2974, 2932, 2869, 1683, 1632, 1608, 1588, 1528, 1507, 1452, 1405, 1391,
1366, 1276, 1250, 1218, 1172, 1094, 1068, 1042, 999, 867, 834, 791, 760, 727, 660, 585, 516 cm™".

TH NMR (400 MHz, CDCls) & = 7,31-7,27 (m, 2H, 2 x Ar-H), 7,02-6,94 (m, 2H, 2 x Ar-H), 6,83
(s, 1H, -NHCO-), 5,59 (t, J = 6,8 Hz, |H, -NHCO-), 4,91 (t, J= 6,5 Hz, IH, NHCO-), 3,27 (q, J
= 6,1 Hz, 2H, -CH>-CH>-NH-CO-), 3,19 (q, J = 6,4 Hz, 2H, -CH,-~CH2-NH-CO-), 1,61 (quint, J
= 6,2 Hz, 2H, -CH>—CH2—CH>-), 1,43 (s, 9H, -NHCOO—C(CH3)3) ppm.

13C {'"H} NMR (100 MHz, CDCl3) § = 159,24 (d, "Jc_r = 242,8 Hz); 156,4; 134,9; 122,61 (d, *Jcr=
7,4 Hz); 115,85 (d, 2Jc-r = 22,5 Hz); 79,7; 37,2; 36,7; 30,9; 28,5 ppm.

terc-butil (6-(3-fenilureido)heksil)karbamat (110i)

H H Primenom opste procedure L polaze¢i od anilina (62 pL, 0,672 mmol) i N-
©/ Y% NHBoe  Boc-1,6-heksandiamina (160 mg, 0,740 mmol), nakon dry-flash
© hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 4/6), dobijen je proizvod 110i (182 mg,

72%) u obliku bezbojne, ¢vrste supstance.

T. T.=85-87 °C (amortfni prah)

IC (ATR): 3337, 3056, 2976, 2932, 2859, 1658, 1598, 1556, 1512, 1500, 1441, 1392, 1366, 1312,
1275, 1244, 1173, 1040, 895, 863, 829, 754, 695, 507 cm’".
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IH NMR (500 MHz, CDCls) § = 7,78 (s, 1H, -NHCO-), 7,33 (d, J = 8,0 Hz, 2H. 2 x Ar-H), 7,20
(dd, J; = 8,5 Hz, J = 7,3 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,95 (t, J= 7,4 Hz, 1H, Ar-H), 5,80 (t, J= 5,8 Hz, 1H,
“NHCO-), 4,79 (t, J = 5,9 Hz, 1H, -NHCO-), 3,13 (q, J = 6,6 Hz, 2H, -CH,-CH>-NH-CO-), 3,04
(q,J = 6,9 Hz, 2H, -CH,-CH2-NH-CO-), 1,43 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)s3), 1,41-1,36 (m, 4H, 2 x
~CH2-CH>-NH-), 1,26-1,20 (m, 4H, 2 x -CHz-) ppm.

3C {TH} NMR (125 MHz, CDCl3) § = 156,7; 156,6; 139,6; 129,0; 122,5; 119,4; 79,4; 40,4; 39.8;
30,0; 29,9; 28,5; 26,3 ppm.

terc-butil (6-(3-(4-metoksifenil)ureido)heksil)karbamat (110j)

Primenom opste procedure L polaze¢i od 4-metoksianilina (83 mg, 0,672

II;[I\H/g\(‘js/\NHBOC mmol) i N—Boc—l,'6—hel§sandiamina (160 mg, O,74Q'mn.101), gakon dry-

- /©/ flash hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 4/6), dobijen je proizvod 110j
© (186 mg, 76%) u obliku bezbojne, ¢vrste supstance.

0}

T. T. = 67-68 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3339, 2975, 2933, 2861, 1682, 1632, 1526, 1462, 1392, 1365, 1335, 1270, 1247, 1173,
1108, 1031, 992, 869, 829, 782, 629, 524 cm.

TH NMR (500 MHz, CDCl3) 8 = 7,21 (d, J= 8,9 Hz, 2H. 2 x Ar-H), 6,83 (d, /= 8,9 Hz, 2H. 2 x Ar—
H), 6,79 (s, 1H, -NHCO-), 5,11 (s, IH, -NHCO-), 4,65 (s, 1H, -NHCO-), 3,77 (s, 3H, -OMe), 3,18
(q, J = 6,6 Hz, 2H, ~CH,~CH2-NH-CO-), 3,09 (q, J = 6,7 Hz, 2H, -CH,-CH2-NH-CO-), 1,48
1,41 (m, 4H, 2 x ~-CH>-CH,-NH-), 1 46 (s, 9H, -NHCOO-C(CHs)s), 1,32-1,26 (m, 4H, 2 x -CHz—

) ppm.

13C {TH} NMR (125 MHz, CDCl3) 6 = 156,7; 156,3; 131,7; 123,4; 114,5; 79,3; 55,5, 40,2; 39,8; 29,9;
29.,8; 28.5; 26,0 ppm.

terc-butil (6-(3-(4-(trifluormetil)fenil)ureido)heksil)karbamat (110k)

Primenom opSte procedure L polaze¢i od 4-(trifluormetil)anilina (84 pL,

iR PN 0,672 mmol) i N-Boc-1,6-heksandiamina (160 mg, 0,740 mmol), nakon

/@ lr 3 NiBoe dry-flash hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 4/6), dobijen je proizvod
F5C 110k (204 mg, 75%) u obliku bezbojne, ¢vrste supstance.

T. T.=102-103 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3340, 3131, 2978, 2934, 2861, 1663, 1604, 1534, 1460, 1411, 1393, 1367, 1326, 1248,
1165, 1118, 1068, 1014, 842, 648, 594, 509 cm™.

TH NMR (500 MHz, CDCl3) § = 8,07 (s, 1H, -NHCO-), 7,51-7,45 (m, 4H, 4 x Ar-H), 5,80 (t, J =
5,9 Hz, 1H, -NHCO-), 4,80 (t, J = 6,2 Hz, 1H, -NHCO-), 3,18 (q, /= 6,4 Hz, 2H, -CH,-CH>-NH-
CO-), 3,08 (q,J= 6,9 Hz, 2H, ~CHo>~CH2-NH-CO-), 1,48-1,41 (m, 4H, 2 x -CH2~CH,-NH-), 1,46
(s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3), 1,31-1,23 (m, 4H, 2 x —-CH2-) ppm.

13C {'H} NMR (125 MHz, CDCLs) & = 156,9; 156,0; 143,1; 126,3 (d, *Jc.r= 3,8 Hz); 124,5 (q, 'Jc-
£=270,9 Hz); 1239 (q, “Jc_r = 32,7 Hz); 118,1; 79,8; 40,2; 39,6; 30,0; 29.6; 28,6; 25.9; 25,9 ppm.
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terc-butil (6-(3-(p-tolil)ureido)heksil)karbamat (1101)

H H Primenom opste procedure L polaze¢i od 4-metilianilina (72 mg, 0,672
/©/N\H/N\®5/\NHBOC mmol) i N-Boc-1,6-heksandiamina (160 mg, 0,740 mmol), nakon dry-
Me ¢ flash hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 4/6), dobijen je proizvod 1101

(181 mg, 77%) u obliku bezbojne, ¢vrste supstance.
T. T. = 88-89 °C (amortfni prah)

IC (ATR): 3337, 2976, 2932, 2859, 1656, 1598, 1555, 1516, 1501, 1442, 1392, 1366, 1312, 1275,
1247, 1173, 1042, 863, 816, 754, 694, 509 cm.

TH NMR (500 MHz, CDCl3) § = 7,25 (s, 1H, -NHCO-), 7,21 (d, J = 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,06
(d, J=8,1 Hz, 2H, 2 x Ar—H), 5,44 (s, 1H, -NHCO-), 4,70 (s, I1H, -NHCO-), 3,17 (q, J = 6,5 Hz,
2H, -CH,—CH2-NH-CO-), 3,08 (q, J = 6,9 Hz, 2H, -CH,—CH2>-NH-CO-), 2,28 (s, 3H, Ar—Me),
1,47-1,41 (m, 4H, 2 x -CH2-CH,-NH-), 1,45 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3), 1,30-1,24 (m, 4H, 2 x —
CHz-) ppm.

13C {H} NMR (125 MHz, CDCl3) § = 156,7; 156,5; 136,7; 132,6; 129,7; 120,5; 79,4; 40,4; 39,8;
30,1; 29,9; 28,6; 26,2; 20,9 ppm.

terc-butil (6-(3-(4-fluorfenil)ureido)heksil)karbamat (110m)

y Primenom opste procedure L polaze¢i od 4-fluoranilina (75 mg, 0,672

/©/ \[]/N\@/\NHBOC mmol) i N-Boc-1,6-heksandiamina (160 mg, 0,740 mmol), nakon dry-flash

v 0 hromatografije (Si02: Hex/EtOAc = 4/6), dobijen je proizvod 110m (154
mg, 65%) u obliku bezbojne, Cvrste supstance.

T. T.=123-124 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3327, 2977, 2935, 2865, 1674, 1633, 1607, 1564, 1509, 1477, 1465, 1405, 1391, 1366,
1334, 1269, 1251, 1215, 1176, 1096, 1046, 975, 863, 838, 794, 764, 640, 573, 517, 461 cm™".

TH NMR (500 MHz, CDCls) & = 7,45 (s, 1H, -NHCO-), 7,32-7,26 (m, 2H, 2 x Ar-H), 6,96-6,91
(m, 2H, 2 x Ar-H), 5,49 (s, 1H, -NHCO-), 4,73 (s, IH, -NHCO-), 3,17 (q, J = 6,5 Hz, 2H, -CH,~
CH2-NH-CO-), 3,09 (q, J = 6,9 Hz, 2H, -CH,~CH2-NH-CO-), 1,49-1,42 (m, 4H, 2 x —CH2~CHa—
NH-), 1,45 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3), 1,32-1,25 (m, 4H, 2 x ~CHz-) ppm.

13C {'"H} NMR (125 MHz, CDCls3) & = 158,7 (d, 'Jcr = 241,3 Hz); 156,7; 156,5; 135,5; 121,4 (d,
3Jcr=6,1 Hz); 115,7 (d, *Jcr = 22,3 Hz); 79,6; 40,3; 39,7; 30,1; 29,7; 28.6; 26,0 ppm.

terc-butil (8-(3-fenilureido)oktil)karbamat (110n)

H H Primenom opste procedure L polaze¢i od anilina (62 pL, 0,674 mmol) i N-
© NTNX%/\NHBOC Boc-1,8-oktandiamina (181 mg, 0,741 mmol), nakon dry-flash
0 hromatografije (S102: Hex/EtOAc = 4/6), dobijen je proizvod 110n (172 mg,

70%) u obliku bezbojne, ¢vrste supstance.
T. T.=106-108 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3335, 3139, 3057, 2975, 2929, 2856, 1655, 1597, 1553, 1499, 1441, 1391, 1366, 1311,
1273, 1244, 1170, 1042, 895, 868, 752, 693, 505, 458, 421 cm™.
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H NMR (500 MHz, CDCls) § = 7,83 (s, IH, -NHCO-), 7,32 (d, J = 7.9 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,20 (t,
J=17,9 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,95 (td, J; = 7,3 Hz, J = 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 5,83 (t, /= 5,5 Hz, 1H, —
NHCO-), 4,77 (t, J = 5,9 Hz, 1H, -NHCO-), 3,14 (q, J = 6,6 Hz, 2H, -CH,-CH>-NH-CO-), 3,07
(q,J = 6,8 Hz, 2H, -CH,-CH2-NH-CO-), 1,44 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)s3), 1,43-1,35 (m, 4H, 2 x
~CH2-CH,-NH-), 1,27-1,19 (m, 8H, 4 x -CHz-) ppm.

13C {TH} NMR (125 MHz, CDCl3) § = 156,7; 156,5; 139,6; 129,0; 122.5; 119,4; 79,4; 40,7; 40,1;
30,1; 29,1; 29,1; 28,5; 26,8; 26,6 ppm.

terc-butil (8-(3-(4-metoksifenil)ureido)oktil)karbamat (1100)

Primenom opste procedure L polaze¢i od 4-metoksianilina (83 mg, 0,673

\H/N\(\ﬂ/\NHBoc mmol) i N-Boc-1,8-oktandiamina (181 mg, 0,741 mmol), nakon dry-flash
- /©/ 0 hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 3/7), dobijen je proizvod 1100 (194
© mg, 73%) u obliku bezbojne, ¢vrste supstance.

T. T. = 8688 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3338, 3065, 2975, 2930, 2856, 1692, 1657, 1603, 1557, 1512, 1464, 1411, 1392, 1366,
1296, 1276, 1243, 1175, 1108, 1039, 829, 779, 675, 522 cm™".

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 7,18 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,94 (s, IH, -NHCO-), 6,84
6,77 (m, 2H, 2 x Ar-H), 5,15 (d, J= 5,8 Hz, 1H, -NHCO-), 4,63 (b rs, |H, -NHCO-), 3,74 (s, 3H,
—OMe), 3,16 (q, J = 6,6 Hz, 2H, -CH,—CH>-NH-CO-), 3,06 (q, J = 7,0 Hz, 2H, -CH>—CH>-NH-
CO-), 1,47-1,37 (m, 4H, 2 x -CH2—CH,-NH-), 1,42 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3)1,29-1,20 (m, 8H,
4 x —CH2—-) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) 6 = 156,9; 156,3; 132,0; 123,4; 114,5; 79,3; 55,6, 46,0; 40,7; 40,3;
30,2; 30,1; 29,1; 28,6; 27,0; 26,8; 26,6 ppm.

terc-butil (8-(3-(4-(trifluormetil)fenil)ureido)oktil)karbamat (110p)

o Primenom opSte procedure L polazeci od 4-(trifluormetil)anilina (84 pL,

/©/ YOt NHBoe 0,673 mmol) i N-Boc-1,8-oktandiamina (181 mg, 0,741 mmol), nakon

FyC © dry-flash hromatografije (Si02: Hex/EtOAc = 4/6), dobijen je proizvod
110p (263 mg, 91%) u obliku bezbojne, ¢vrste supstance.

T. T.=76-77 °C (amortfni prah)

IC (ATR): 3340, 3132, 2977, 2931, 2858, 1664, 1604, 1554, 1456, 1411, 1393, 1367, 1326, 1249,
1165, 1119, 1068, 1014, 842, 652, 509 cm™'.

TH NMR (500 MHz, CDCl3) § = 8,25 (s, 1H, -NHCO-), 7,44 (s, 4H, 4 x Ar-H), 5,92 (t, J= 5,6 Hz,
1H, -NHCO-), 4,82 (t, J = 6,1 Hz, 1H, -NHCO-), 3,17 (q, J = 6,5 Hz, 2H, ~CH>~CH>-NH-CO-),
3,07 (q, J = 6,8 Hz, 2H, ~CH,~CH>-NH-CO-), 1,44 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3), 1,43-1,35 (m, 4H,
2 x -CH2-CH>-NH-), 1,27-1,16 (m, 8H, 4 x -CHz-) ppm.

13C {'"H} NMR (125 MHz, CDCl3) § = 156,8; 156,2; 143,1; 126,2; 124,5 (d, \Jc-r=271,1 Hz); 123,88
(q, ’Jer=32,5Hz); 118,1; 79,6; 40,7; 40,1; 30,0; 30,0; 29.1; 28,6; 26,8; 26,5 ppm.
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terc-butil 4-(fenilkarbamoil)piperazin-1-karboksilat (110q)

(\NBOC Primenom opste procedure L polazeci od anilina (46 pL, 0,508 mmol) i 1-Boc-

NN N piperazina (104 mg, 0,558 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:

©/ T Hex/EtOAc = 1/1), dobijen je proizvod 110q (103 mg, 66%) u obliku bezbojne,
¢vrste supstance.

(0}

T. T. = 148-149 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3295, 3096, 2989, 2973, 2887, 2854, 1693, 1637, 1594, 1539, 1522, 1443, 1411, 1370,
1344, 1319, 1304, 1288, 1249, 1231, 1199, 1164, 1133, 1098, 1031, 1012, 997, 959, 877, 861, 838,
816, 793, 759, 722, 696, 665, 624, 597, 600, 502 cm™".

TH NMR (500 MHz, CDCl3) § = 7,36-7,32 (m, 2H, 2 x Ar—H), 7,30-7,27 (m, 2H, 2 x Ar-H), 7,04
(tt, J = 7,3 Hz, J» = 1,3 Hz, 1H, 2 x Ar-H), 6,46 (s, H, A-NHCON-), 3,48 (s, 8H, -N—(CHz—
CH2),-N-), 1,48 (s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3) ppm.

13C {TH} NMR (125 MHz, CDCl3) 6 = 155,1; 154,8; 138,9; 129,1; 123,5; 120,2; 80,5; 44,0; 28,5
ppm.

terc-butil 4-((4-metoksifenil)karbamoil)piperazin-1-karboksilat (110r)

(\NBOC Primenom opSste procedure L polazeéi od 4-metoksianilina (83 mg, 0,674

gT N mmol) 1 1-Boc-piperazina (138 mg, 0,741 mmol), nakon dry-flash
o /©/ 0 hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 1/1), dobijen je proizvod 110r (187 mg,

83%) u obliku bezbojne, Cvrste supstance.
T. T.=179-180 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3221, 3131, 2976, 2932, 2861, 1696, 1638, 1602, 1513, 1459, 1416, 1366, 1289, 1238,
1169, 1131, 1098, 998, 865, 827, 763, 566, 523 cm™".

H NMR (400 MHz, CDCls) § = 7,22 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,82 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,46 (s, 1H, Ar-NHCON-), 3,77 (s, 3H, -OMe), 3,45 (s, 8H, -N—(CH2-CH2)-N-), 1,48 (s, 9H,
~NHCOO-C(CH3)3) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl3) § = 156,2; 155,7; 154,8; 131,8; 122.,8; 114,2; 80,4; 55,6; 43.9;
28,5 ppm.

terc-butil 4-((4-(trifluormetil)fenil)karbamoil)piperazin-1-karboksilat (110s)

" (\NBOC Primenom opste procedure L polazeci od 4-(trifluormetil)anilina (109 mg,

NN 0,674 mmol) i 1-Boc-piperazina (138 mg, 0,741 mmol), nakon dry-flash

/©/ I hromatografije (Si02: Hex/EtOAc = 3/7), dobijen je proizvod 110s (182 mg,
FaC 72%) u obliku bezbojne, cvrste supstance.

T. T.=195-196 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3325, 3125, 2979, 2932, 2865, 1698, 1656, 1603, 1536, 1478, 1460, 1418, 1368, 1326,
1288, 1242, 1167, 1068, 1015, 999, 842, 760, 594, 508 cm™.
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TH NMR (500 MHz, CDCl3) 6 = 7,43 (s, 4H, 4 x Ar-H), 7,41 (s, 1H, Ar—-NHCON-), 3,47-3,42 (m,
4H, -N—(CH2-CHz)>-N-), 3,42-3,37 (m, 4H, -N—(CH>—CH2)>-N-), 1,44 (s, 9H, -NHCOO-
C(CH3s)3) ppm.

13C {'"H} NMR (125 MHz, CDCl3) § = 154,9; 154,7; 142,4; 126,0 (q, *Jc-r = 3,8 Hz); 124,8 (q, *Jc-
r=32,6 Hz); 124,3 (q, 'Jc_r=271,5 Hz); 119,6; 118,4; 80,6; 43,9; 42,8; 28,4 ppm.

1-(2-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R,4a8,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)etil)-3-fenilurea (111a)

Primenom opste procedure M polazeci od jedinjenja 110a (85 mg,
0,305 mmol) i 81 (63 mg, 0,153 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02: EtOAc/MeOH = 9/1), dobijen je proizvod 111a (74 mg, 84%) u
obliku bezbojne, ¢vrste supstance.

T. T.=93-95 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3302, 2923, 2866, 1675, 1597, 1554, 1499, 1441, 1387,
1313, 1240, 1156, 1132, 1100, 1084, 1030, 997, 970, 937, 907, 863, 806, 753, 694, 656 507 cm™,

TH NMR (500 MHz, CDs0OD) & = 7,41 (d, J= 8,4 Hz, 2 x Ar-H), 7,39 (d, J= 8,4 Hz, 1H, 2 x Ar-
H), 7,36-7,32 (m, 2H, 2 x Ar—H), 7,20 (dd, J; = 8,6 Hz, J>= 7,3 Hz, 2H, 2 x Ar—H), 6,94 (t, J=7,4
Hz, 1H, Ar-H), 6,55 (d, J= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,34 (d, /= 16,2 Hz, 1H, =CH-), 4,10 (s, 2H, Ar—
CH>-NH-), 3,45 (t,J= 15,7 Hz, 2H, -CH,—CH>-NH-CO-), 3,07 (t, /= 5,7 Hz, 2H, -CH>—CH>-NH-
), 1,84-1,72 (m, 2H), 1,70-1,53 (m, 4H), 1,51-1,42 (m, 1H), 1,41-1,31 (m, 4H), 1,30 (s, 3H, Me),
1,28-1,24 (m, 2H), 1,12 (ddt, J; = 13,5 Hz, J> = 9,3 Hz, J3 = 4,8 Hz, 1H), 1,05 (s, 3H, Me), 0,97—
0,87 (m, 2H), 0,82 (s, 3H, Me), 0,76 (s, 3H, Me), 0,76 (s, 3H, Me) ppm.

3C {'H} NMR (125 MHz, CD;0D) = 158,8; 140,7; 139,9; 139,7; 132,4; 131,0; 129,8; 127,9; 127,2;
123.,6; 120,3; 75,2; 74,3; 62,7; 57,5; 52.2; 47,0; 45,1; 43,2; 41,9; 41,1; 40.5; 38,0; 34,2; 33,9; 27.9;
24.,0; 22,0; 21,5; 20,8; 19,5; 16,1 ppm.

MS (ESITQD) m/z: 607 ([M + HJH).

HPLC dcistoéa (A = 254 nm) metoda O: tr = 8,143 min, povrSina 98,56%; metoda M: tr = 7,977 min,
povrsina 98,23%.

[a]*p =+17,3 ° (¢ 0,13, MeOH)

1-(2-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R 4a5,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen
-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)etil)-3-(4-metoksifenil)urea (111b)

Primenom opste procedure M polazeci od jedinjenja 110b (108 mg,
0,349 mmol) 1 81 (72 mg, 0,174 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02:  EtOAc/MeOH = 7/3) 1 gravitacione hromatografije
(CH2Cl12/MeOH =9/1), dobijen je proizvod 111b (84 mg, 79%) u obliku
bezbojne, ¢vrste supstance.

T. T.=100-102 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3334, 2926, 2867, 1666, 1605, 1556, 1511, 1463, 1415, 1387, 1299, 1235, 1180, 1132,
1084, 1037, 971, 938, 908, 828, 737, 703, 565, 522 cm.
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IH NMR (400 MHz, CDsOD) & = 7,42 (d, J = 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,36 (d, J = 8,2 Hz, 2H, 2 x
Ar-H), 7,24 (d, J= 8,6 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,82 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,58 (d, J= 16,0 Hz,
1H, =CH-), 6,35 (d, J = 16,2 Hz, 1H, =CH-), 4,00 (s, 2H, Ar-CH>-NH-), 3,73 (s, 3H, -OMe), 3,41
(t, J= 5,8 Hz, 2H, -CH,-CH2-NH-CO-), 2,96 (t, J = 5,8 Hz, 2H, -CH,-CH>-NH-), 1,88-1,77 (m,
2H), 1,71-1,59 (m, 4H), 1,59-1,46 (m, 2H), 1,44-1,36 (m, 3H), 1,34 (s, 3H, Me), 1,30-1,25 (m, 1H),
1,19-1,13 (m, 1H), 1,09 (s, 3H, Me), 0,99-0,88 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,78 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {1H} NMR (100 MHz, CD3;0D) & = 159,2; 157,2; 139,3; 139,2; 134,6; 133,4; 130,6; 127,8;
127,3; 122,9; 115,1; 75,2; 74,3; 62,7; 57,5; 55,9; 52,7, 49,6; 47,0; 45,1; 43,2; 41,1, 40,5; 38,8; 34,1;
33,9; 27,9; 24,0; 22,05 21,5; 20,8; 19,5; 16,1 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 606 ([M + H]").

HPLC cistoéa (A = 254 nm) metoda O: tr = 7,020 min, povrSina 98,38%; metoda M: tr = 7,905 min,
povrsina 99,65%.

[a]2' = +15,0 ° (c 0,07, MeOH)

1-(2-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R 4a5,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)etil)-3-(4-
(trifluormetil)fenil)urea (111c¢)

Primenom opste procedure M polaze¢i od jedinjenja 110¢ (113 mg,
0,325 mmol) i 81 (67 mg, 0,162 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02:  EtOAc/MeOH = 3/1) 1 gravitacione hromatografije
(CH2Cl2/MeOH = 9/1), dobijen je proizvod 111¢ (84 mg, 80%) u obliku
bezbojne, Cvrste supstance.

T. T.=114-116 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3322, 2927, 2868, 1684, 1605, 1554, 1460, 1411, 1389, 1325, 1263, 1240, 1183, 1163,
1115, 1068, 1015, 972, 937, 907,842, 740, 704, 649, 593, 509 cm™.

IH NMR (400 MHz, CDsOD) & = 7,59 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,52 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 x
Ar-H), 7,45 (d,J= 8,3 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,41 (d, J = 8,2 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,60 (d, J= 16,1 Hz,
1H, =CH-), 6,37 (d, J = 16,1 Hz, 1H, =CH-), 4,10 (s, 2H, Ar-CH2-N), 3,50 (t, J = 5,8 Hz, 2H, —
CH,-CH2-NH-CO-), 3,08 (t, J = 5,8 Hz, 2H, ~-CH,~CH>-NH-), 1,86-1,78 (m, 2H), 1,73-1,60 (m,
4H), 1,60-1,47 (m, 2H), 1,45-1,35 (m, 4H), 1,34 (s, 3H, Me), 1,32-1,26 (m, 2H), 1,23-1,14 (m, 1H),
1,10 (s, 3H, Me), 1,01-0,92 (m, 2H), 0,87 (s, 3H, Me), 0,80 (s, 3H, Me), 0,79 (s, 3H, Me) ppm.

13C {'TH} NMR (100 MHz, CD;0D) & = 158,2; 144,6; 139,7; 139,6; 133.4; 130,8; 127,9; 127,3; 127,0
(q, 3Jer = 3,8 Hz); 126,0 (d, Jcr = 289,2 Hz); 124,8 (q, 2Jcr = 32,3 Hz); 119,3; 75.2; 74,3; 62,7;
57,5;52.,5; 47,0; 45,1; 43,2; 41,1; 40,5; 38,4; 34,2; 33.9; 27,9; 24,0; 21,9; 21,5; 20,8; 19,5; 16,1 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 644 ([M + H]").

HPLC dCistoéa (A =254 nm) metoda O: tr = 7,773 min, povrsina 96,42%; metoda M: tr = 8,056 min,
povrsina 99,70%.

[a]2p =+11,3 ° (c 0,11, MeOH)
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1-(3-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R,4a8,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)propil)-3-fenilurea
(1114d)

Primenom opste procedure M polaze¢i od jedinjenja 110d (90 mg,
0,305 mmol) i 81 (63 mg, 0,153 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02:  EtOAc/MeOH = 7/3) 1 gravitacione hromatografije
(CH2CIo/MeOH =9/1), dobijen je proizvod 111d (78 mg, 87%) u obliku
bezbojne, Cvrste supstance.

T. T.=121-122 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3322, 2927, 2867, 1667, 1598, 1556, 1500, 1462, 1441, 1388, 1314, 1248, 1130, 1084,
1031, 997, 972, 938, 907, 863, 817, 754, 737, 696 cm™.

H NMR (400 MHz, CD30D) § = 7,44-7,35 (m, 4H, 4 x Ar-H), 7,32 (d, /= 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H),
7,20 (t, J= 7,7 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,94 (1, J = 7,3 Hz, 1H, Ar-H), 6,54 (d, J = 16,1 Hz, 1H, =CH),
6,32 (d, J = 16,1 Hz, 1H, =CH-), 4,10 (s, 2H, Ar-CH2-NH-), 3,30-3,23 (m, 2H, ~CH,-CHz>-NH-
CO-), 3,02 (t, J = 7,0 Hz, 2H, -CH,~CH2-NH-), 1,92-1,84 (m, 2H), 1,83-1,72 (m, 2H), 1,66-1,52
(m, 4H), 1,52-1,41 (m, 2H), 1,40-1,30 (m, 3H), 1,29 (s, 3H, Me), 1,26-1,17 (m, 2H), 1,14-1,07 (m,
1H), 1,04 (s, 3H, Me), 0,92-0,85 (m, 2H), 0,81 (s, 3H, Me), 0,74 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CD30D) 6 =159,0; 140,7; 140,2; 140,0; 131,3; 131,1; 129,8; 128,0; 127,1;
123,6; 120,3; 75,2; 74,3; 62,6; 57,5; 52,1; 47,0; 45,8; 45,1; 43,2; 41,1; 40,5; 37,1; 34,1; 33,9; 28,3;
27,9; 24,0; 22,0; 21,5; 20,7; 19,5; 16,1 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 590 ([M + HJ").

HPLC cistoéa (A =254 nm) metoda O: tr = 6,192 min, povrSina 98,46%; metoda M: tr = 7,961 min,
povrsina 97,30%.

[0]2p =+21,3 ° (¢ 0,17, MeOH)

1-(3-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R 4a5,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)propil)-3-(4-
metoksifenil)urea (111e)

Primenom opste procedure M polazeci od 110e (85 mg, 0,262 mmol) i
81 (54 mg, 0,131 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOz:
EtOAc/MeOH = 8/2) i gravitacione hromatografije (CH2Cl./MeOH =
9/1), dobijen je proizvod 111e (71 mg, 88%) u obliku bezbojne, cvrste
supstance.

T. T.=96-97 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3326, 2927, 2868, 1665, 1603, 1555, 1511, 1463, 1412, 1388, 1323, 1239, 1181, 1161,
1115, 1084, 1067, 1037, 972, 908, 828, 737 cm™.

'H NMR (400 MHz, CDsOD) & = 7,38 (d, J = 7,9 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,33 (d, J = 7,9 Hz, 2H, 2 x
Ar-H), 7,23 (d, J=8,7 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,89-6,82 (m, 2H, 2 x Ar-H), 6,58 (d, J= 16,1 Hz, 1H,
=CH-), 6,33 (d, J= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 3,84 (s, 2H, Ar—-CH-NH-), 3,77 (s, 3H, ~-OMe), 3,27 (t,
J = 6,6 Hz, 2H, ~-CH,-CH>-NH-CO-), 2,75 (t, J = 7,1 Hz, 2H, -CH~CH>-NH-), 1,89-1,75 (m,
4H), 1,75-1,59 (m, 4H), 1,58-1,52 (m, 1H), 1,48-1,37 (m, 4H), 1,36 (s, 3H, Me), 1,33-1,27 (m, 1H),
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1,19 (dd, J; = 14,0 Hz, J> = 4,1 Hz, 1H), 1,15-1,10 (m, 4H, Me, CH), 1,04-0,93 (m, 2H), 0,88 (s,
3H, Me), 0,82 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {H} NMR (100 MHz, CDs0D) 6 =157,7;155,7; 137,2; 137,0; 135,9; 132,2; 128,8; 126,2; 126,1;
121,5; 113,7; 73,7; 72,9; 61,3; 56,1; 54,5; 52,2; 45,7; 45,2; 43,7, 41,8; 39,7; 39,1; 36,8; 32,7; 32,5;
28,8; 26,4; 22,6; 20,5; 20,1; 19,4; 18,1; 14,6 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 620 ([M + HI%), 602 ([M + H — H,0T").

HPLC cistoéa (A = 254 nm) metoda O: tr = 7,559 min, povrSina 98,16%; metoda M: tr = 7,898 min,
povrsina 98,58%.

[a]*®p = +15,0 ° (¢ 0,09, MeOH)

1-(3-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R ,4a5,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)propil)-3-(4-
(trifluormetil)fenil)urea (111f)

Primenom opste procedure M polazeci od jedinjenja 110f (98 mg, 0,271
mmol) 1 81 (56 mg, 0,136 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2:
EtOAc/MeOH = 7/3) i gravitacione hromatografije (CH>Clo/MeOH =
9/1), dobijen je proizvod 111f (73 mg, 82%) u obliku bezbojne, ¢vrste
supstance.

T. T.=108-110 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3325, 2927, 2868, 1675, 1603, 1554, 1461, 1411, 1389, 1323, 1250, 1183, 1162, 1113,
1067, 1041, 1014, 971, 937, 907, 842, 738, 592, 509, 423 cm.

'TH NMR (400 MHz, CDCI; + CD30D) § = 7,49-7,38 (m, 4H, 4 x Ar-H), 7,29-7,22 (m, 4H, 4 x Ar—
H), 6,47 (d, J= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,22 (d, J= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 3,86 (s, 2H, Ar—CH2>-NH-),
3,22 (t,J=6,3 Hz, 2H, —-CH>—CH2-NH-CO-), 2,84-2,76 (m, 2H, —-CH,—CH2-NH-), 1,82—1,71 (m,
3H), 1,68-1,59 (m, 2H), 1,60-1,44 (m, 4H), 1,37-1,30 (m, 3H), 1,27 (s, 3H, Me), 1,22 (d, /= 2,8 Hz,
1H), 1,19 (d, /= 10,0 Hz, 1H), 1,07 (s, 3H, Me), 1,06-1,00 (m, 1H), 0,91-0,80 (m, 2H), 0,77 (s, 3H,
Me), 0,71 (s, 3H, Me), 0,70 (s, 3H, Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, CDCl; + CDsOD) & = 155,9; 141,9; 138,2; 137,1; 131,4; 128,5; 125,9;
125,0 (q, *Jc-r = 3,8 Hz); 124,5; 122,8 (q, *Jcr = 32,7 Hz); 123,5 (q, "Jc-r=271,3 Hz); 117,0; 73,7;
72,2;60,5;55,2;51,2;44,2; 44,1, 42,8, 41,0; 38,8; 38,3; 35,6; 32,3; 32,2; 26,9, 25,3; 22,8; 20,4; 19.4;
18,1; 17,5; 14,4 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 658 ([M + HI).

HPLC d¢istoéa (A = 254 nm) metoda O: tr = 7,828 min, povrSina 98,96%; metoda M: tr = 8,081 min,
povrsina 98,81%.

[a]*®p = +14,7 ° (¢ 0,59, MeOH)

128



Eksperimentalni deo

1-(3-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R,4a8,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)propil)-3-(p-tolil)urea
(111g)

Primenom opste procedure M polaze¢i od jedinjenja 110g (77 mg,
0,247 mmol) i 81 (51 mg, 0,124 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02:  EtOAc/MeOH = 6/4) 1 gravitacione hromatografije
(CH2CIo/MeOH = 85/15), dobijen je proizvod 111g (69 mg, 92%) u
obliku bezbojne, ¢vrste supstance.

T. T.=120-121 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3333, 2926, 2867, 1664, 1601, 1555, 1514, 1460, 1405, 1388, 1314, 1246, 1131, 1084,
1040, 972, 908, 864, 817, 737, 509 cm™.

TH NMR (400 MHz, CD30D) & = 7,43 (s, 4H, 4 x Ar-H), 7,23 (d, J= 8,0 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,06
(d, J=8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,58 (d, J = 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,37 (d, J= 16,1 Hz, 1H, =CH-),
4,14 (s, 2H, Ar—-CH2-NH-), 3,36-3,26 (m, 2H, -CH>-CH2-NH-CO-), 3,06 (t, J = 7,1 Hz, 2H, —
CH>—CH2-NH-), 2,26 (s, 3H, Ar—Me), 1,90 (quint, J = 7,0 Hz, 2H, -CH>—CH2—-CH»>-), 1,85-1,76
(m, 2H), 1,72-1,59 (m, 4H), 1,58-1,46 (m, 1H), 1,44-1,35 (m, 3H), 1,33 (s, 4H, Me, CH), 1,30-1,22
(m, 1H), 1,20-1,12 (m, 1H), 1,11-1,07 (m, 4H, Me, -CH-), 1,00-0,89 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me),
0,78 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

3C {H} NMR (100 MHz, CD30D) = 159,2; 140,2; 140,0; 138,0; 133,3; 131,3; 131,1; 130,3; 128,0;
127,1; 120,7; 75,2; 74,3; 62,7; 57,5; 52,1; 47,0; 45,8; 45,1; 43,2; 41,1; 40,5; 37,1; 34,1; 33,9; 28.3;
27,9; 24,0; 22,0; 21,5; 20,9; 20,8; 19,5; 16,1 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 604 ([M + H]").

HPLC cistoéa (A = 254 nm) metoda O: tr = 6,374 min, povrSina 95,91%; metoda M: tgr = 8,081 min,
povrsina 95,63%.

[a]2°p = +15,5 ° (¢ 0,19, MeOH)

1-(4-fluorfenil)-3-(3-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R 4a8,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)propil)urea (111h)

Primenom opS$te procedure M polazeci od jedinjenja 110h (79 mg,
0,257 mmol) 1 81 (53 mg, 0,128 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02:  EtOAc/MeOH = 8/2) 1 gravitacione hromatografije
(CH2Cl12/MeOH =9/1), dobijen je proizvod 111h (57 mg, 73%) u obliku
bezbojne, ¢vrste supstance.

T. T.=112-115 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 13318, 2926, 2854, 1666, 1613, 1563, 1509, 1461, 1406, 1388, 1309, 1265, 1215, 1157,
1131, 1099, 1084, 1040, 998, 971, 937, 907, 864, 833, 791, 737, 702, 514 cm™".

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & = 8,77 (s, 1H, Ar-NHCON-), 7,32 (d, J = 8,0 Hz, 2H, 2 x Ar-H),
7,28 (d, J=4,8 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,18 (d, /= 7,7 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,86 (t, J = 8,5 Hz, 2H, 2 x
Ar-H), 6,77 (s, 1H, -CH,-NHCON-), 6,49 (d, J = 15,9 Hz, 1H, =CH-), 6,24 (d, J = 16,0 Hz, 1H,
=CH-), 3,90 (s, 2H, Ar—-CH2-N), 3,10 (s, 2H, -CH>~CH2-NH-CO-), 2,82 (s, 2H, -CH,—CH2-NH),
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1,85-1,72 (m, 4H), 1,67-1,52 (m, SH), 1,44-1,33 (m, 4H), 1,31 (s, 3H, Me), 1,25 (d, J=4,8 Hz, 1H),
1,16 (s, 3H, Me), 1,13-1,05 (m, 2H), 0,94-0,86 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x M) ppm.

13C {IH} NMR (125 MHz, CDCl3) § = 158,5 (d, Jc-r=242,1 Hz); 158,1; 140,3; 138,6; 135,4; 130,5;
129,3; 127,0; 125,2; 120,8 (d, *Jcr= 6,1 Hz); 115,5 (d, “Jc_r=21,9 Hz); 75,2; 73,5; 61,9; 56,2; 51,4;
45,3;44,8; 44,1;42,1; 39,8; 39,4; 36,2; 33,5; 33,3; 29,8; 29,5; 27,2; 26,3; 24,2; 21,6; 20,5; 19,0; 18,5;
15,6 ppm.

MS (ESITQD) m/z: 658 ([M + H]").

HPLC cCistoéa (A =254 nm) metoda O: tr = 6,237 min, povrsina 95,44%; metoda M: tr = 7,992 min,
povrsina 96,82%.

[a]2'p =+23,3 ° (¢ 0,13, MeOH)

1-(6-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R ,4aS,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)heksil)-3-fenilurea (111i)

Primenom opste procedure M polazeci od jedinjenja 110i (104 mg,
0,310 mmol) i 81 (64 mg, 0,155 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02: EtOAc/MeOH = 9/1), dobijen je proizvod 111i (88 mg, 90%) u
obliku bezbojne, ¢vrste supstance.

T. T.=102-104 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3324, 2929, 2863, 1666, 1597, 1554, 1499, 1461, 1441,

H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 5 = 8,71 (s, |H, A-NHCON-), 7,47-7,41 (m, 4H, 4 x Ar-H), 7,38
(dd, J; = 8,6 Hz, J;= 1,2 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,19 (dd, J; = 8,5 Hz, J, = 7,4 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,86
(tt, J; = 7,6 Hz, J> = 1,1 Hz, 1H, Ar-H), 6,52 (d, J= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,42-6,26 (m, 2H, =CH-,
~CH,-NHCON-), 4,55 (s, 1H, ~OH), 4,04 (s, 2H, Ar-CH>-NH-), 3,84 (s, 1H, ~OH), 3,06 (q, J =
6,5 Hz, 2H, ~CH,-CH2-NH-CO-), 2,87-2,78 (m, 2H, -CH,-CH>-NH-), 1,74 (td, J; = 12,3 Hz, J
= 4,5 Hz, 1H), 1,70-1,65 (m, 1H), 1,65-1,56 (m, 3H), 1,55-1,48 (m, 3H), 1,47-1,38 (m, 3H), 1,37—
1,26 (m, 7H), 1,22 (s, 3H, Me), 1,25-1,18 (m, 1H), 1,17-1,03 (m, 2H), 0,99-0,94 (m, 1H), 0,96 (s,
3H, Me), 0,91-0,84 (m, 2H), 0,82 (s, 3H, Me), 0,74 (s, 3H, Me), 0,71 (s, 3H, Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, DMSO-d6) & = 155,3; 140,7; 139,5; 137,8; 131,3; 130,1; 128,6; 126,2;
124,9; 120,8; 117,4; 72,3; 72,0; 61,1; 55,8; 49.9; 46,5; 46,1; 44,1; 41,7; 39,4; 38.8; 38,7; 33,3; 32,9;
29,5; 28,2; 25,9; 25.8; 25,7; 23,9; 21,4; 20,1; 19,3; 18,0; 15,2 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 632 ([M + HI).

HPLC dCistoéa (A =254 nm) metoda O: tr = 6,612 min, povrsina 95,94%; metoda M: tr = 7,964 min,
povrsina 97,13%.

[a]*®p = +18,0 ° (¢ 0,17, MeOH)
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1-(6-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R ,4a5,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)heksil)-3-(4-
metoksifenil)urea (111j)

Primenom opste procedure M polazeci od jedinjenja 1105 (161 mg,
0,441 mmol) i 81 (91 mg, 0,221 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02:  EtOAc/MeOH = 8/2) 1 gravitacione hromatografije
(CH2CIo/MeOH = 9/1), dobijen je proizvod 111j (117 mg, 80%) u
obliku bezbojne, ¢vrste supstance.

T. T.=88-91 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3333, 2928, 2856, 1661, 1604, 1558, 1511, 1463, 1410, 1388, 1298, 1239, 1180, 1132,
1084, 1038, 971, 938, 908, 828, 736 cm™.

'H NMR (400 MHz, CDCL3) & = 7,58 (s, 1H, Ar-NHCON-), 7,29-7,25 (m, 2H, 2 x Ar-H), 7,24~
7,17 (m, 4H, 4 x Ar-H), 6,75 (d, J = 7,6 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,55 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,26
(d,J=16,1 Hz, 1H, =CH-), 5,65 (s, 1H, -CH,-NHCON-), 3,73 (s, 2H, Ar—-CH>-NH-), 3,71 (s, 3H,
~OMe), 3,36 (b rs, 3H, 2 x OH, -NH), 3,08 (q, J = 6,4 Hz, 2H, -CH,-CH2-NH-CO-), 2,54 (t, J =
7,2 Hz, 2H, —-CH,-CH2-NH-), 1,86-1,73 (m, 2H), 1,71-1,53 (m, SH), 1,48-1,35 (m, 8H), 1,34 (s,
3H, Me), 1,26 (td, J; = 7,2 Hz, J> = 1,3 Hz, 1H), 1,23-1,16 (m, 5H), 1,15 (s, 3H, Me), 1,11 (d, J =
3,6 Hz, 1H), 0,96-0,86 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

3C {TH} NMR (100 MHz, CDCls) 6 = 157,1; 155,8; 138,5; 137,3; 136,6; 132,3; 128,8; 126,6; 125,9;
122.6; 114,3; 74,9; 73,5; 61,7; 56,2; 55.5; 53,2; 48,7; 45,3; 44,2; 42,1; 40,0; 39,8; 39,3; 33,5; 33,3;
30,0; 29,1; 26,9; 26,8; 26,7; 24,3; 21,6; 20,5; 19,1; 18,5; 15,5 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 662 ([M + H]"), 644 ([M + H — H,0T").

HPLC cistoéa (A = 254 nm) metoda O: tr = 7,086 min, povrSina 96,96%; metoda M: tr = 7,928 min,
povrsina 99,60%.

[a]2°p =+15,0 ° (¢ 0,11, MeOH)

1-(6-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R ,4aS,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)heksil)-3-(4-
(trifluormetil)fenil)urea (111k)

Primenom opste procedure M polazec¢i od jedinjenja 110k (104 mg,
0,257 mmol) i 81 (53 mg, 0,128 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02:  EtOAc/MeOH = 8/2) 1 gravitacione hromatografije
(CH2CIo/MeOH = 9/1), dobijen je proizvod 111k (84 mg, 80%) u obliku
bezbojne, Cvrste supstance.

T. T.=97-99 °C (amortni prah)

IC (ATR): 3318, 2927, 2855, 1681, 1603, 1553, 1462, 1411, 1388, 1325, 1241, 1182, 1162, 1118,
1067, 1014, 971, 938, 908, 842, 738, 593 cm™.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 8,55 (s, 1H, Ar—-NHCON-), 7,45 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 2 x Ar-H),
7,37 (d,J= 8,5 Hz, 2H, 2 x Ar—H), 7,24 (d, J= 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,19 (d, J = 7,9 Hz, 2H, 2 x
Ar-H), 6,54 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,26 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,16 (s, 1H, —-CH,~
NHCON-), 3,87 (b rs, 3H, 2 x ~OH, -NH), 3,71 (s, 2H, Ar—-CH>-NH-), 3,09 (g, J = 6,6 Hz, 2H, —
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CH»—CH2-NH-CO-), 2,52 (t, J = 7,3 Hz, 2H, -CH>—CH2-NH-), 1,84-1,74 (m, 2H), 1,69-1,52 (m,
5H), 1,43-1,29 (m, 11H), 1,30-1,22 (m, 2H), 1,20-1,15 (m, 7H), 1,14-1,06 (m, 1H), 0,96-0,86 (m,
2H), 0,83 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {'"H} NMR (100 MHz, CDCl3) § = 156,2; 143,1; 138,6; 137,0; 136,7; 128,8; 126,6; 126,1 (q, *Jc-
F=3,5Hz); 125,9; 124,5 (q, 'Jc-r = 271,4 Hz); 123,6 (q, °Jc-r J = 32,6 Hz); 118,1; 75,2; 73,6; 61,8;
56,2;53,1;48,6;45,2;44,2;42,1; 39,9; 39,8; 39,3; 33,4; 33,3, 29.8; 28.9; 26,7; 26,6; 26,6; 24,3; 21,6;
20,5; 19,1; 18,5; 15,5 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 700 ([M + H]*), 682 ([M + H — H,0T").

HPLC cistoéa (A = 254 nm) metoda O: tr = 6,644 min, povrSina 95,07%; metoda M: tr = 8,055 min,
povrsina 95,00%.

[@]*p =+16,6 ° (¢ 0,19, MeOH)

1-(6-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R 4a5,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)heksil)-3-(p-tolil)urea
(1111

Primenom opste procedure M polaze¢i od jedinjenja 1101 (86 mg, 0,242
mmol) 1 81 (50 mg, 0,121 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2:
EtOAc/MeOH = 6/4) i gravitacione hromatografije (CH>Clo/MeOH =
85/15), dobijeno je proizvod 1111 (65 mg, 83%) u obliku bezbojne,
¢vrste supstance.

T. T.=89-91 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3326, 2929, 2864, 1664, 1601, 1555, 1514, 1461, 1405, 1388, 1313, 1265, 1240, 1132,
1084, 1030, 971, 938, 908, 863, 817, 737, 703, 510 cm™.

TH NMR (500 MHz, CDCls) § = 8,20 (s, 1H, Ar—NHCON-), 7,25 (s, 4H, 4 x Ar-H), 7,22 (d,J= 8,3
Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,98 (d, /= 8,2 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,52 (d, J= 16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,25 (d, J
= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,13 (s, 1H, -CH,-NHCON-), 3,80 (s, 2H, Ar—~CH2-NH-), 3,05 (q, /= 6,1
Hz, 2H, -CH>—CH2-NH-CO-), 2,59 (t, /= 7,7 Hz, 2H, -CH>—CH2-NH-), 2,23 (s, 3H, Ar—Me), 1,82
(d,J=12,7Hz, 1H), 1,77 (d,J= 11,4 Hz, 1H), 1,66-1,57 (m, 4H), 1,56—1.46 (m, 3H), 1,44-1,33 (m,
6H), 1,32 (s, 3H, Me), 1,29-1,19 (m, 2H), 1,18-1,14 (m, 8H), 1,13-1,08 (m, 1H), 0,93-0,86 (m, 2H),
0,84 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {TH} NMR (125 MHz, CDCls) 6 = 156,9; 139,4; 137,6; 137,1; 132,8; 131,7; 129,6; 129,4; 126,7;
125,4; 119,6; 74,8; 73,3; 61,7; 56,1; 51,7; 47,4; 45,2; 44,0; 42,0, 39,7; 39,6; 39,2; 33,4; 33,2; 29,5;
27,1; 26,6; 26,2; 24,2; 21,5; 20,7; 20,4; 18,9; 18,4; 15,4 ppm.

MS (ESU/TQD) m/z: 646 ([M + H]"), 628 ([M + H — H,0T").

HPLC cistoéa (A = 254 nm) metoda O: tr = 6,444 min, povrSina 98,40%; metoda M: tr = 8,024 min,
povrsina 98,63%.

[a]*p = +16,3 ° (¢ 0,37, MeOH)
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1-(4-fluorfenil)-3-(6-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R,4aS,8a5)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)heksil)urea (111m)

Primenom opste procedure M polazeéi od jedinjenja 110m (115 mg,
0,330 mmol) 1 81 (68 mg, 0,165 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02:  EtOAc/MeOH = 8/2) 1 gravitacione hromatografije
(CH2CIo/MeOH = 9/1), dobijen je proizvod 111m (82 mg, 77%) u
obliku bezbojne, ¢vrste supstance.

T. T.=107-110 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3326, 2933, 2865, 1668, 1612, 1562, 1509, 1462, 1406, 1388, 1307, 1266, 1214, 1156,
1132, 1098, 1084, 1029, 971, 938, 908, 833, 737, 703, 514 cm™..

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 6 = 8,80 (s, IH, Ar—-NHCON-), 7,47 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 7,44 (d, J=8,4 Hz, 2H, 2 X Ar—H), 7,40-7,36 (m, 2H, 2 X Ar—H), 7,06-7,00 (m, 2H, 2 x Ar—H),
6,52 (d, J=16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,40—6,33 (m, 2H, =CH-, -CH>-NHCON-), 4,56 (s, 1H, —-OH),
4,08 (s, 2H, Ar—CH2-NH-), 3,84 (s, |H,—OH), 3,06 (q, J= 6,6 Hz, 2H, -CH>-CH2-NH-CO-), 2,89—
2,81 (m, 2H, -CH>—CH>-NH-), 1,74 (td, J; = 12,3 Hz, J> = 4,5 Hz, 1H), 1,70-1,56 (m, 4H), 1,55—
1,48 (m, 3H), 1,47-1,37 (m, 3H), 1,37-1,27 (m, 7H), 1,22 (s, 3H, Me), 1,19 (d,J=2,9 Hz, 1H), 1,17—
1,05 (m, 2H), 0,98 (s, 1H), 0,96 (s, 3H, Me), 0,91-0,83 (m, 2H), 0,82 (s, 3H, Me), 0,74 (s, 3H, Me),
0,70 (s, 3H, Me) ppm.

13C {'"H} NMR (100 MHz, DMSO-d6) & = 156,7 (d, "Jcr = 236,7 Hz); 155,4; 139,6; 138,0; 137,1
(d, “Je-r = 2,5 Hz); 130,5; 130,3; 126,2; 124,9; 118,9 (d, *Jcr = 7,4 Hz); 115,0 (d, *Jc_r = 22,1 Hz);
72,3;72,0;61,1; 55,8, 49,6; 46,3; 46,0; 44,1, 41,7; 39,4, 38,8; 38,7; 33,3; 32,9; 29,5; 28,2; 25,8; 25,7,
25,3;23,9; 21,4, 20,1; 19,3; 18,0; 15,2 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 650 ([M + HJ"), 632 ((M + H — H,0T").

HPLC cistoéa (A = 254 nm) metoda O: tr = 6,435 min, povrSina 97,03%; metoda M: tr = 8,106 min,
povrsina 97,71%.

[0]2° = +16,0 ° (¢ 0,30, MeOH)

1-(8-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R ,4aS,8a5)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)oktil)-3-fenilurea (111n)

Primenom opste procedure M polaze¢i od jedinjenja 110n (97 mg,
0,267 mmol) i 81 (55 mg, 0,133 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02:  EtOAc/MeOH = 8/2) 1 gravitacione hromatografije
(CH2CIo/MeOH =9/1), dobijen je proizvod 111n (68 mg, 77%) u obliku
bezbojne, Cvrste supstance.

T. T.=103-106 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3328, 2930, 2857, 1668, 1597, 1555, 1500, 1462, 1441, 1388, 1313, 1239, 1202, 1134,
1083, 1031, 971, 938, 907, 801, 737, 696, 507 cm™".

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § = 8,61 (s, 1H, Ar-NHCON-), 7.45 (s, 4H, 4 x Ar-H), 7,37 (dt,

Ji=8,7Hz, J;=1,7 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,19 (dd, J; = 8,4 Hz, J, = 7,4 Hz, 2H, 2 x Ar—H), 6,86 (it,

Ji =173 Hz, J,= 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 6,52 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,37 (d, J = 16,0 Hz, 1H,

=CH-), 6,28 (t, J = 5,7 Hz, 1H, -CH,-NHCON-), 4,54 (s, 1H, —~OH), 4,08 (s, 2H), 3,82 (s, 1H, —
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OH), 3,06 (q, J = 6,5 Hz, 2H, -CH,—CH2-NH-CO-), 2,91-2,76 (m, 2H, -CH,—CH2-NH-), 1,75 (td,
Ji=12,3 Hz, J> = 4,6 Hz, 1H), 1,70-1,65 (m, 1H), 1,61 (s, 3H), 1,55-1,45 (m, 3H), 1,45-1,38 (m,
3H), 1,38-1,32 (m, 3H), 1,31-1,26 (m, 8H), 1,24-1,18 (m, 1H), 1,22 (s, 3H, Me), 1,18-1,11 (m, 1H),
1,11-1,05 (m, 1H), 0,99-0,95 (m, 1H), 0,96 (s, 3H, Me), 0,92-0,84 (m, 2H), 0,83 (s, 3H, Me), 0,74
(s, 3H, Me), 0,71 (s, 3H, Me) ppm.

3C {TH} NMR (100 MHz, DMSO-d6): § = 155,3; 140,7; 139,6; 138,0; 130,5; 130,2; 128,5; 126,2;
124.8; 120,7; 117,4; 72,3; 72,0; 61,0; 55,8; 49,7; 46,4; 46,0; 44,1; 41,7; 39,4; 38.,7; 33,3; 32,9; 29,7;
28.4; 28,4; 28,2; 26,2; 25,9; 25,3, 23,9; 21,3; 20,1; 19,2; 18,0; 15,2 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 660 ([M + H]"), 642 (IM + H — H,0T").

HPLC distoéa (A =254 nm) metoda O: tr = 6,392 min, povrsina 95,60%; metoda M: tr = 8,032 min,
povrsina 95,61%.

[a]*®p = +14,6 ° (¢ 0,23, MeOH)

1-(8-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R ,4aS,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)oktil)-3-(4-
metoksifenil)urea (1110)

Primenom opste procedure M polaze¢i od jedinjenja 1100 (78 mg,
0,199 mmol) i 81 (41 mg, 0,099 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02:  EtOAc/MeOH = 8/2) 1 gravitacione hromatografije
(CH2Cl12/MeOH =9/1), dobijen je proizvod 1110 (61 mg, 89%) u obliku
bezbojne, cvrste supstance.

T. T.=99-101 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3334, 2930, 2856, 1665, 1603, 1556, 1511, 1463, 1411, 1388, 1299, 1229, 1180, 1131,
1084, 1037, 938, 828, 735 cm™..

TH NMR (400 MHz, DMSO-d6) § = 8,47 (s, 1H, Ar—-NHCON-), 7,47—7,40 (m, 4H, 4 x Ar—H), 7,28
(d,J=9,0 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,79 (d, J= 9,0 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,52 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-),
6,36 (d,J=16,1 Hz, 1H, =CH-), 6,21 (t, J = 5,7 Hz, 1H, -CH,-NHCON-) 5,75 (brs, 2H, 2 x ~OH),
4,04 (s, 2H, Ar-CH2-NH-), 3,85 (br s, 1H, -NH-), 3,68 (s, 3H, -OMe), 3,04 (q, J = 6,5 Hz, 2H, —
CH2-CH2-NH-CO-), 2,84-2,78 (m, 2H, -CH,~CH2-NH-), 1,75 (td, J,= 12,3 Hz, J> = 4,5 Hz, 1H),
1,67 (dt, J; = 12,0 Hz, J> = 2,4 Hz, 2H), 1,64-1,57 (m, 3H), 1,55-1,45 (m, 3H), 1,44-1,31 (m, 6H),
1,28 (d, J = 11,3 Hz, 11H), 1,22 (s, 3H, Me), 1,20-1,15 (m, 1H), 1,14-1,05 (m, 1H), 0,99-0,96 (m,
1H), 0,96 (s, 3H, Me), 0,91-0,83 (m, 2H), 0,82 (s, 3H, Me), 0,74 (s, 3H, Me), 0,70 (s, 3H, Me) ppm.

13C {TH} NMR (100 MHz, DMSO-d6) & = 155,6; 153,7; 139,5; 137,8; 133,9; 131,2; 130,1; 126,2;
124,9; 119,1; 113,8; 72,3; 72,0; 61,1; 55,8; 55,1; 49,9; 46,5; 46,1; 44,1; 41,7; 39,0; 38,7; 33,3; 32,9;
29,8; 28,5; 28,5; 28,2; 26,2; 26,0; 25,6; 23,9; 21,4; 20,1; 19,3; 18,0; 16,1; 15,2 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 690 ([M + H]"), 585 (M + H — H,0]"), 1203 ([2M + H]").

HPLC distoéa (A =254 nm) metoda O: tr = 6,455 min, povrsina 99,94%; metoda M: tr = 7,975 min,
povrsina 99,94%.

[a]2'p = +15,9 ° (c 0,21, MeOH)
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1-(8-((4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R ,4a5,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-
tetrametildekahidronaftalen-1-il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)amino)oktil)-3-(4-
(trifluormetil)fenil)urea (111p)

Primenom opste procedure M polazeé¢i od jedinjenja 110p (107 mg,
0,247 mmol) i 81 (51 mg, 0,124 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02:  EtOAc/MeOH = 8/2) 1 gravitacione hromatografije
(CH2Cl1o/MeOH =9/1), dobijen je proizvod 111p (82 mg, 91%) u obliku
bezbojne, Cvrste supstance.

T. T.=92-95 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3344, 2928, 2856, 1672, 1604, 1554, 1464, 1411, 1388, 1325, 1240, 1203, 1182, 1162,
1119, 1067, 1015, 971, 938, 908, 842, 800, 722, 593 cm’".

TH NMR (400 MHz, DMSO-d6) 6 = 9,10 (s, 1H, Ar—NHCON-), 7,55 (d, J = 8,9 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 7,50 (d, J = 8,9 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,36-7,28 (m, 4H, 4 x Ar—H), 6,49-6,41 (m, 2H, =CH—,—
CH>-NHCON-), 6,27 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 4,50 (br s, 1H, -NH-), 3,79 (s, 2H, Ar—CH2—
NH-), 3,04 (q, /= 6,5 Hz, 2H-CH,—CH>-NH-CO-), 2,58 (t, /= 7,4 Hz, 2H, -CH,—CH2-NH-), 1,71
(td, J;=12,2 Hz, J>=4,4 Hz, 1H), 1,63 (dt,J; = 11,9 Hz, J>=2,8 Hz, 1H), 1,57 (d, /= 12,6 Hz, 1H),
1,51-1,35 (m, 8H), 1,34-1,20 (m, 12H), 1,18 (s, 3H, Me), 1,13—1,00 (m, 2H), 0,96-0,91 (m, 1H),
0,92 (s, 3H, Me), 0,87-0,79 (m, 2H), 0,78 (s, 3H, Me), 0,70 (s, 3H, Me), 0,67 (s, 3H, Me) ppm.

13C {'H} NMR (100 MHz, DMSO-d6) & = 154,9; 144,4; 138,7; 136,7; 136,6; 135,7; 129,1; 126,0;
125,9 (q, *Jcr= 3,8 Hz); 125,1; 124,7 (q, "Jcr=270,7 Hz); 120,9; 120,7 (q, *Jc—r=31,9 Hz); 117,0;
72,3;72,0;61,1; 55,8, 51,4;,47,7;,46,1;44,1;41,7; 39,4; 39,0; 38,7; 33,3; 32,9; 29,6; 28.8; 28,6; 28,2;
27,7, 26,4; 26,3; 23,9; 21,4; 20,1; 19,3; 18,0; 15,2 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 728 (M + H]*), 710 ((M + H — H,07").

HPLC cistoéa (A = 254 nm) metoda O: tr = 6,726 min, povrSina 97,36%; metoda M: tr = 8,118 min,
povrsina 96,29%.

[0]2p =+13,8 ° (c 0,24, MeOH)

4-(4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R,4a5,8a5)-2-hidroksi-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-1-
il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)-V-fenilpiperazin-1-karboksamid (111q)

Primenom opste procedure M polazeci od jedinjenja 110q (70 mg,
0,228 mmol) i 81 (47 mg, 0,114 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: EtOAc/MeOH = 9/1), dobijen je proizvod
111q (55 mg, 80%) u obliku bezbojne, ¢vrste supstance.

T. T.=109-111 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3345, 2925, 2867, 1643, 1598, 1537, 1501, 1388, 1347,
1310, 1245, 1133, 1084, 1030, 1001, 971, 938, 907, 866, 789, 752, 737, 695 cm’".

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 = 7,38-7,29 (m, 4H, 4 x Ar-H), 7,26-7,22 (m, 2H, 2 x Ar-H), 7,01
(t, J= 7.3 Hz, 1H, Ar-H), 6,64-6,54 (m, 2H, =CH, Ar-NHCON-), 6,29 (d, J= 16,1 Hz, 1H, =CH-
), 3,53 (s, 2H, Ar-CH2-N-), 3,52-3,48 (m, 4H, ~N—~(CH,~CH2),-N-), 2,48 (t, J = 5,0 Hz, 4H, -N—
(CH2-CH,)-N-), 1,83 (dd, J; = 12,3 Hz, J> = 3,1 Hz, 1H), 1,79-1,68 (m, 2H), 1,66-1,51 (m, 4H),
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1,45-1,36 (m, 3H), 1,36 (s, 3H, Me), 1,34-1,32 (m, 1H), 1,24-1,21 (m, 1H), 1,19 (s, 1H), 1,15 (s,
3H, Me), 1,13-1,06 (m, 1H), 0,99-0,88 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {1TH} NMR (100 MHz, CDCl3) § = 155,2; 139,1; 138,2; 136,7; 129,6; 128,9; 126,5; 126,1; 123,2;
120,2; 75,0; 73,6; 62,6; 61,6; 56,2; 52,7; 45,3; 44,4; 44,0; 42,1; 39,8; 39,4; 33,5; 33,3; 27.5; 24.,4;
21,6; 20,6; 19,2; 18,5; 15,5 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 602 ([M + HJ"), 585 (M + H — H,0]"), 1203 ([2M + H]").

HPLC distoéa (A =254 nm) metoda O: tr = 6,220 min, povrsina 95,61 %; metoda M: tr = 8,499 min,
povrsina 95,23%.

[a]*®p = +19,3 ° (¢ 0,23, MeOH)

4-(4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R,4a5,8a5)-2-hidroksi-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-1-
il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)-V-(4-metoksifenil)piperazin-1-karboksamid (111r)

Primenom opste procedure M polazeci od jedinjenja 110r (86 mg,
0,257 mmol) i 81 (53 mg, 0,128 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: EtOAc/MeOH = 9/1), dobijen je proizvod
111r (70 mg, 86%) u obliku bezbojne, cvrste supstance.

T. T.=104-106 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3344, 2933,2867,1639, 1512, 1462, 1420, 1388, 1347,
1298, 1242, 1180, 1133, 1084, 1037, 1001, 971, 938, 908, 864, 825, 737, 703, 564, 523 cm™".

TH NMR (500 MHz, CDCl3) 6 = 7,31 (d, J= 8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,24-7,17 (m, 4H, 4 x Ar-H),
6,78 (d, J=9,0 Hz, 2H, 2 x Ar—H), 6,65 (s, IH, Ar—NHCON-), 6,57 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-),
6,27 (d, J=16,1 Hz, 1H, =CH-), 3,73 (s, 3H, -OMe), 3,51 (s, 2H, Ar—CH2-N-), 3,45 (t,/=4,9 Hz,
4H, -N—(CH>—CH2)>—N-), 3,32 (b rs, 2H, 2 x —OH), 2,44 (t, J = 5,0 Hz, 4H, -N—(CH2—CH»)>—N-),
1,81 (dt, J; = 12,3 Hz, J> = 3,2 Hz, 1H), 1,78-1,72 (m, 1H), 1,71-1,64 (m, 1H), 1,63—1,51 (m, 4H),
1,43-1,35 (m, 3H), 1,33 (s, 3H, Me), 1,33-1,31 (m, 1H), 1,22—1,18 (m, 1H), 1,16 (d, J=3,9 Hz, 1H),
1,14 (s, 3H, Me), 1,11-1,06 (m, 1H), 0,96-0,86 (m, 2H), 0,84 (s, 3H, Me), 0,76 (s, 3H, Me), 0,76 (s,
3H, Me) ppm.

13C {H} NMR (125 MHz, CDCl3) & = 155,9; 155,7; 138,3; 136,7; 135,8; 132,1; 129,6; 126,4; 125,9;
122.,6; 114,1; 74,9; 73,5; 62,4; 61,5; 56,1; 55,5; 52,5; 45,2; 44,3; 43,8; 42,0; 39,7; 39,3; 33,4; 33,3;
27,2;24,2;21,5;20,5; 19,1; 18,5; 15,4 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 632 (IM + HJ"), 615 (IM + H — H,0]"), 1263 ([2M + H]").

HPLC distoéa (A =254 nm) metoda O: tr = 6,164 min, povrsina 99,37%; metoda M: tr = 8,020 min,
povrsina 99,36%.

[a]2'p = +20,3 ° (c 0,21, MeOH)
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4-(4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R,4a8,8aS5)-2-hidroksi-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-1-
il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)-V-(4-(trifluormetil)fenil)piperazin-1-karboksamid (111s)

N/\ Primenom opste procedure M polazeci od jedinjenja 110s (92 mg,
N 0,247 mmol) 1 81 (51 mg, 0,124 mmol), nakon dry-flash

/©/NH hromatografije (SiO2: Hex/EtOAc = 1/9), dobijen je proizvod 111s
FyC

(70 mg, 85%) u obliku bezbojne, ¢vrste supstance.
3

T.T.=109-111 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3335, 2926, 2868, 1650, 1602, 1534, 1460, 1420, 1389, 1324, 1247, 1185, 1162, 1117,
1067, 1001, 971, 938, 907, 841, 790, 738, 703, 592, 508 cm™".

TH NMR (400 MHz, CDCls) § = 7,47 (s, 4H, 4 x Ar-H), 7,32 (d, J = 7,8 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,23
(d,J=7,8 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,87 (s, |H, A—NHCON-), 6,59 (d, J= 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,28 (d,
J=16,0 Hz, 1H, =CH-), 3,60-3,39 (m, 6H, Ar-CH>-N—-, -N—(CH,~CHz),-N-), 2,44 (t, J = 5,0 Hz,
4H, -N—(CH2-CH2)>-N-), 1,83 (dt, J;= 12,1 Hz, J> = 3,1 Hz, 1H), 1,78-1,68 (m, 2H), 1,66-1,53 (m,
4H), 1,45-1,37 (m, 3H), 1,35 (s, 3H, Me), 1,34-1,31 (m, 1H), 1,24-1,17 (m, 2H), 1,15 (s, 3H, Me),
1,13-1,10 (m, 1H), 0,98-0,88 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {'TH} NMR (100 MHz, CDCl3) § = 154,6; 142,5; 138,2; 136,6; 136,5; 129,5; 126,5; 126,1 (q, *Jc-
r=1,8 Hz); 124,7 (q, °Jcr = 32,8 Hz); 124,4 (q, "Jcr = 271,3 Hz); 126,1; 119,3; 75,0; 73,6; 62,7;
61,6;56,2;52,7;45,3;44,4; 44,2; 42,1; 39,8; 39,3; 33,5; 33,3; 27.,4; 24,3; 21,6; 20,6; 19,2; 18,5; 15,5
ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 670 (IM + H]), 653 (M + H — H,0]"), 1339 ([2M + H]").

HPLC cistoéa (A =254 nm) metoda O: tr = 6,612 min, povrSina 99,42%; metoda M: tr = 8,324 min,
povrsina 99,92%.

[a]2°p = +17,6 ° (c 0,23, MeOH)

1-(4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R 4aS8,8aS5)-2-hidroksi-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-1-
il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)tetrahidropirimidin-2(1H)-on (113a)

Primenom opSte procedure N polaze¢i od jedinjenja 76b (150 mg,
0,319 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/MeOH =
9/1), dobijen je proizvod 113a (112 mg, 71%) u obliku bezbojne,
¢vrste supstance.

T. T.=67-70 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3328, 3049, 2926, 2867, 1644, 1519, 1456, 1416, 1388,
1365, 1346, 1306, 1281, 1209, 1182, 1160, 1132, 1108, 1085, 1011, 969, 938, 908, 864, 804, 737,
702 cm!.

TH NMR (400 MHz, CDCls) 8 = 7,27 (d, J= 7,7 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,17 (d, J= 7,9 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,56 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,27 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 5,17 (b rs, 1H, -CH»—
NHCON-), 4,51 (s, 2H, Ar—-CH2-N-CONH-), 3,27 (t, J = 5,0 Hz, 2H, -CH~CH>-NH-CO-), 3,12
(t, J= 5,9 Hz, 2H, ~-CH,~CH2-N-CO-), 1,89-1,75 (m, 4H), 1,73-1,67 (m, 1H), 1,67-1,54 (m, 4H),
1,47-1,37 (m, 4H), 1,35 (s, 3H, Me), 1,30-1,21 (m, 1H), 1,19 (t, J= 3,7 Hz, 1H), 1,16 (s, 3H, Me),
1,14-1,08 (m, 1H), 1,00-0,89 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,78 (s, 6H, 2 x Me) ppm.
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13C {1H} NMR (100 MHz, CDCls) 8§ = 156,7; 138,4; 137,0; 136,5; 128,2; 126,6; 125,9; 74,8; 73,3;
61,6;56,2;50,5;45,3;44,7; 44,2; 42,1, 40,6; 39,8; 39,3; 33,5; 33,3; 27,1; 24,3; 22,2; 21,6; 20,6; 19,1;
18,5; 15,5 ppm.

MS (ESUTQD) m/z: 496 (M), 495 (M — H]"), 497 (IM + H]"), 479 (M — H.0]"), 461 ([M — 2H,07").

HPLC ¢istoéa (A =254 nm) metoda O: tr = 8,667 min, povrsina 96,33 %; metoda M: tr = 9,414 min,
povrsina 96,45%.

[@]*p =+19,0 ° (¢ 0,10, MeOH)

1-(4-((R,E)-3-hidroksi-5-((1R,2R ,4a5,8a8)-2-hidroksi-2,5,5,8a-tetrametildekahidronaftalen-1-
il)-3-metilpent-1-en-1-il)benzil)imidazolidin-2-on (113b)

Primenom opste procedure N polazeci od jedinjenja 82b (180 mg,
0,394 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: EtOAc/MeOH =
LN 9/1), dobijen je proizvod 113b (144 mg, 76%) u obliku bezbojne,
¢vrste supstance.

J=o

T. T.=68-70 °C (amorfni prah)

IC (ATR): 3345, 3050, 2926, 2868, 1692, 1495, 1450, 1416, 1388,
1364, 1267, 1192, 1131, 1102, 1084, 1065, 1029, 996, 971, 937, 908,
738, 704, 658 cm’'.

TH NMR (400 MHz, CDCl3) § = 7,30 (d, J= 8,2 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,18 (d,J=7,9 Hz, 2H, 2 x Ar—
H), 6,58 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 6,28 (d, J = 16,0 Hz, 1H, =CH-), 5,06 (b rs, IH, -CH>—
NHCON-), 4,33 (s, 2H, Ar—~CH2-N-CONH-), 3,37 (t, /= 6,7 Hz, 2H, -CH>—CH2-NH-CO-), 3,27
(t, J=6,1 Hz, 2H, -CH,—CH2>-N-CO-), 1,84 (dt, J; = 12,6 Hz, J> = 3,4 Hz, 1H), 1,77 (dd, J; = 9.4
Hz, J> = 5,8 Hz, 1H), 1,74-1,67 (m, 1H), 1,66-1,53 (m, 4H), 1,47-1,37 (m, 3H), 1,35 (s, 3H, Me),
1,34-1,32 (m, 1H), 1,31-1,21 (m, 1H), 1,20-1,18 (m, 1H), 1,16 (s, 3H, Me), 1,14-1,06 (m, 1H),
1,00-0,88 (m, 2H), 0,85 (s, 3H, Me), 0,77 (s, 6H, 2 x Me) ppm.

13C {'H} NMR (100 MHz, CDCl3) 6 = 162,9; 138,5; 136,8; 136,0; 128.,4; 126,7; 125,9; 74,9; 73 4;
61,6;56,2;47,5;45,3; 44,6; 44,3; 42,1; 39,8; 39,3; 38,2; 33,5; 33,3; 27,2; 24,3; 21,6; 20,6; 19,1; 18,5;
15,5 ppm.

MS (ESI/TQD) m/z: 465 (M + H — H,01"), 447 ((M + H — 2H,07").

HPLC cistoéa (A = 254 nm) metoda O: tr = 8,368 min, povrSina 98,08%; metoda M: tr = 9,292 min,
povrsina 98,60% (A = 254 nm).

[a]2'p =+19,3 ° (c 0,55, MeOH)
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Bioloska ispitivanja

Bioloska ispitivanja su sprovedena u Laboratoriji za molekularnu neuroonkologiju, Odeljenja
za neurobiologiju, Institut za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢® — Institut od nacionalnog
znacaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu, pod rukovodstvom dr Milice Pesi¢, naucnog
savetnika.

Hemikalije i reagensi

U eksperimentalnom radu koris¢ene su slede¢e hemikalije i reagensi: RPMI-1640 medijum,
fetalni govedi serum (FBS), meSavina antibiotika penicilin-streptomicin, meSavina antibiotika i
antimikotika (penicilin, streptomicin, amfotericin B), neesencijalne aminokiseline za minimalni
esencijalni medijum, tripsi/EDTA, minimalni esencijalni medijum (MEM), L-glutamin,
dimetilsulfoksid (DMSO), 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolijum-bromid (MTT), rodamin
123, propidijum-jodid (PI), aneksin V/propidijum-jodid (AV/PI), ribonukleaza A, dihidroetidijum
(DHE), dihidrorodamin (DHR), JC-1, kao i1 dvojno bojenje za detekciju apoptoze sa aneksin-V 1
propidijum-jodidom (AV/PI).

Ispitivane supstance

Sve ispitivane supstance su razblazene u dimetilsulfoksidu (DMSO), a njihovi alikvoti cuvani
suna -20 °C. Prilikom testiranja jedinjenja na ¢elijskim linijama U87 1 U87-TxR koris¢eni su alikvoti
koncentracije 10 mM za jedinjenja 82a—c, 86a—r, 87a—f i 89a—e, dok je za sklareol (54) koris¢en
alikvot koncentracije 20 mM. Kada su jedinjenja 54, 82a—e, 96a—k, 97a—h, 99a—c 1 100d testirana na
¢elijskim linijjama NCI-H460 1 NCI-H460/R, kori$¢eni su alikvoti koncentracije 10 mM. Tarikvidar
(48) je takode razblazen u DMSO, a njegovi alikvoti od 10 pM ¢uvani su na -20 °C. Jedinjenja 86c,
96h, 97d 1 97h nisu bili rastvorljiva u DMSO, te nisu bila ukljucena u bioloSku evaluaciju. Radni
rastvori svih jedinjenja pripremljeni su u sterilnoj dejonizovanoj vodi neposredno pre tretmana.

Celije i ¢elijska kultura

Humana ¢elijska linija glioblastoma U87 je nabavljena iz American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD). Celije U87-TxR, sa visokom ekspresijom P-glikoproteina (P-gp), su
dobijene selekcijom od U87 ¢elija kontinuiranim izlaganjem postepeno rastu¢im koncentracijama
paklitaksela tokom Sest do devet meseci.'>® Celije U87 i U87-TxR su gajene u MEM sa dodatakom
10% FBS, 1% L-glutamina, 1% antibiotika penicilin-streptomicin i 1% neesencijalnih aminokiselina.

Humana c¢elijska linija nesitnocelijskog karcinoma pluéa NCI-H460 je nabavljena iz
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Celije NCI-H460/R dobijene su
selekcijom od NCI-H460 celija kontinuiranim izlaganjem postepeno rastu¢im koncentracijama
doksorubicina. Humana ¢elijska linija fibroblasta plu¢a embrionalnog porekla (MRC-5) je nabavljena
iz Evropske kolekcije autenti¢nih ¢elijskih kultura (ECACC, Porton Down, Velika Britanija). NCI-
H460 1 NCI-H460/R ¢elije su gajene u RPMI-1640 medijumu sa 10% FBS, 2 mM L-glutamina, 10
000 U/mL penicilina, 10 mg/mL streptomicina i 25 mg/mL amfotericina B. Celije MRC-5 su gajene
u MEM sa 10% fetalnog govedeg seruma, 2 mM L-glutamina, 2 mM neesencijalnih aminokiselina,
5000 U/mL penicilina i 5 mg/mL streptomicina. Sve ¢elije su gajene na 37 °C u vlaznoj atmosferi sa
5% COz 1 presejavane dva puta nedeljno uz koriséenje 0,25% tripsin/EDTA.

MTT test

Vijabilnost ¢elija odredena je pomocu MTT testa. Ova metoda zasniva se na redukciji
jedinjenja 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolijum bromida (MTT) u nerastvorni ljubicasti
formazan u aktivnim mitohondrijama zivih ¢elija. Za potrebe pocetnog skrininga, ¢elije su zasejane
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u ploce sa 96 bunari¢a (U87: 4000 ¢elija po bunari¢u; NCI-H460 i NCI-H460/R: 2000 ¢elija po
bunaric¢u) i inkubirane preko no¢i. Nakon toga, ¢elije su tretirane ispitivanim jedinjenjima, tokom 72
h. Celije U87 su tretirane sa 30 uM ispitivanih derivata, dok su NCI-H460 i NCI-H460/R tretirane sa
1 uM ispitivanih derivata.

Za odredivanje ICso vrednosti 54 1 derivata 82a—c, 86a 1 87g—r, celije (U87, U87-TxR 1 MRC-
5) su sejane pod istim uslovima (4000 ¢elija po bunariéu), a zatim tretirane rastu¢im koncentracijama
jedinjenja 54 (5, 10, 20, 50 1 100 uM) i izabranih derivata (1, 2,5, 5, 10 1 25 uM). Svi tretmani su
trajali 72 h.

Radi odredivanja ICso vrednosti za jedinjenja 96b, 96¢, 96i, 97a, 97b, 97¢, 97e, 97f 1 97g,
¢elije (NCI-H460, NCI-H460/R 1 MRC-5) su sejane u plo¢e sa 96 bunari¢a pod istim uslovima (2000
¢elija po bunari¢u), inkubirane preko no¢i i tretirane rastu¢im koncentracijama izabranih derivata
sklareola sa adamantanskim motivom (0,1, 0,2, 0,5, 1 i 2 uM). U simultanim kombinovanim
tretmanima na NCI-H460/R ¢elijama, 3 koncentracije jedinjenja 97b, 97e 1 97f (100, 250 i 500 nM)
kombinovane su sa 5 koncentracija doksorubicina (100, 250, 500, 1000 i 2500 nM).

Po zavrSetku tretmana, u svaki bunari¢ je dodat MTT rastvor (2 mg/mL) u zapremini od 100
nL, nakon ¢ega su ploce inkubirane na 37 °C tokom 4 h.Formazan, koji se formirao u ¢elijama sa
funkcionalnim mitohondrijama, rastvoren je u 100 pL. DMSO. Apsorbanca dobijenog rastvora
izmerena je na talasnoj duzini 570 nm, sa referentnom talasnom duzinom 690 nm, na ,,Multiskan
Sky* ¢itacu mikrotitarskih ploca (Thermo Scientific, Waltham, MA, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave).
ICso vrednosti, koje predstavljaju koncentraciju svakog jedinjenja potrebnu da inhibira rast ¢elija za
50%, izraCunate su nelinearnom regresionom analizom kori§éenjem softverskog paketa ,,GraphPad
Prism 8.0.2%.

Analiza ¢elijske smrti

Udeo apoptotskih, nekroti¢nih 1 Zivih ¢elija odreden je koriS¢enjem dvojnog bojenja AV/PL
Za ispitivanje Celijske smrti kod U87 1 U87-TxR, Celije su sejane u ploce sa Sest bunari¢a, u gustini
od 100 000 éelija po bunariéu i inkubirane preko noéi. Celije su zatim tretirane tokom 24 h, 48 h, i
72 h sa jedinjenjima 15 (10 uM), 54 (50 uM), 82¢ (5 uM) 1 861 (1 uM). Za ispitivanje Celijske smrti
kod NCI-H460 1 NCI-H460/R, ¢elije su sejane u ploce sa Sest bunarica, u gustini od 50 000 ¢elija po
bunariéu i inkubirane preko no¢i. Celije su zatim tretirane sa 1 pM i 2 uM jedinjenja 97a—c i 97e—g
tokom 48 h.

Nakon inkubacije, ¢elije su obojene AV/PI metodom i analizirane proto¢nom citometrijom.
Intenzitet fluorescencije je meren u zelenom (525 nm) i crvenom (585 nm) kanalu pomocu protocnog
citometra ,,CytoFLEX* Beckman Coulter, Indianapolis, Sjedinjene Americke Drzave). Za svaki
uzorak zabeleZeno je 20 000 dogadaja, a procenti Zivih (AV— PI-), ¢elija u ranoj apoptozi (AV+ PI-
), ¢elija u kasnoj apoptozi (AV+ PI+) i Celija u nekrozi (AV- PI+) kvantifikovani su koris¢enjem
softvera ,,CytExpert* (Beckman Coulter, Indianapolis, Sjedinjene Americke Drzave).

Analiza cCelijskog ciklusa

Celije glioblastoma (U87 i U87-TxR) su sejane u ploce sa 6 bunariéa sa po 100 000 éelija u
svakom bunaricu, dok su ¢elije nesitnocelijskog karcinoma pluca (NCI-H460 i NCI-H460/R) sejane
u ploce sa 200 000 ¢elija po bunaricu, nakon cega je usledila inkubacija preko no¢i. Efekti jedinjenja
15 (10 uM), 54 (50 uM), derivata 82¢ (5 uM) i1 861 (1 uM) na distribuciju faza celijskog ciklusa
ispitivani su nakon 48 h kod ¢elijskih linija glioblastoma. Efekti 1 uM derivata 97a—c 1 97e—g ispitani
su nakon 72 h kod celijskih linija nesitnocelijskog karcinoma plu¢a. Nakon tretmana, Celije su
tripsinizovane, sakupljene centrifugiranjem, isprane PBS-om i fiksirane u 70% etanolu tokom 24 h
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na -20 °C. Nakon fiksacije, ¢elije su ponovo isprane PBS-om i inkubirane u prisustvu 50 pg/mL
ribonukleaze A tokom 15 min na 37 °C. PI je dodat do postizanja kona¢ne koncentracije od 2 pg/mL.
Analiza rezultata je sprovedena pomocu protocnog citometra ,,CytoFLEX*“ (Beckman Coulter,
Indianapolis, Sjedinjene Americke Drzave), uz merenje fluorescencije u crvenom kanalu (585 nm) i
prikupljanje podataka iz najmanje 10 000 dogadaja po uzorku. Raspodela celijskog ciklusa
analizirana je pomocu softvera ,,CytExpert (Beckman Coulter, Indianapolis, Sjedinjene Americke
Drzave). Brzina protoka je podeSena na nisku vrednost kako bi se osigurala ta¢nost prikupljanja
podataka. Odabir pojedinac¢nih ¢elija (diskriminacija duplikata) je izvrSen koriS¢enjem dot-plot
analize FSC-A naspram FSC-H (ili FSC-W).

Akumulacija rodamina 123

Akumulacija fluorescentne boje rodamin 123 ispitivana je metodom proto¢ne citometrije.
Posto je rodamin 123 supstrat P-gp, njegov intenzitet fluorescencije direktno odrazava njegovu
akumulaciju u éeliji. Celije U87-TxR i NCI-H460/R sa izrazenom ekspresijom P-gp su brojane i
resuspendovane u medijumu. Celije su istovremeno bile izloZene ispitivanim jedinjenjima (5 pM)
zajedno sa rodaminom 123 (5 uM za U87-TxR i 1 uM za NCI-H460/R) i inkubirane na 37 °C u
atmosferi sa 5% CO; tokom 30 min. Tarikvidar (48) (50 nM) je koriS¢en kao pozitivna kontrola za
inhibiciju P-gp. Kao pozitivna kontrola za akumulaciju rodamina 123 kori§¢ene su U87 i NCI-H460
ceh_]e koje ne eksprimiraju P-gp. Nakon inkubacije, ¢elije su centrifugirane, ispirane dva puta PBS-
om i resuspendovane u 1 mL hladnog PBS-a. Fluorescencija u zelenom kanalu (525 nm) je merena
pomocu proto¢nog citometra ,,CytoFLEX“ (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, Sjedinjene Americke
Drzave), a podaci su analizirani pomocu softvera ,,CytExpert”. Za svaki uzorak analizirano je
najmanje 20 000 dogadaja.

Ispitivanje uticaja na membranski potencijal mitohondrija

Za analizu membranskog potencijala mitohondrija koriS¢ena je boja JC-1. U zdravim
mitohondrijama, JC-1 formira crvene agregate, dok gubitak membranskog potencijala dovodi do
prisustva zelenih monomera u citoplazmi. Celije glioblastoma (U87 i U87-TxR) sejane su u plode sa
Sest bunaric¢a, sa 100 000 ¢elija po bunaricu, inkubirane preko no¢i, a zatim tretirane sa 10 uM CCCP
(referentno jedinjenje), 50 uM jedinjenja 54, 5 uM jedinjenja 82¢ 1 1 uM jedinjenja 861 tokom 24 h.
Nakon toga, ¢elije su tripsinizovane, prikupljene u 500 pL medijuma sa 2 uM boje JC-1 1 inkubirane
30 min na 37 °C u mraku. Nakon ispiranja PBS-om, mereni su signali u zelenom i crvenom kanalu
(525 nm 1 585 nm) pomocu proto¢nog citometra ,,CytoFLEX*. Analizirano je najmanje 10 000
dogadaja po uzorku. Konturne mape generisane su koriS¢enjem softvera ,,CytExpert”, dok je
raciometrijska analiza izvedena u softveru ,,Summit V4.3%

Detekcija superoksidnog anjona, vodonik—peroksida i peroksinitrita

Nivo reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta (ROS i RNS) u ¢elijama procenjen je metodom
proto¢ne citometrije. Intenzitet fluorescencije DHE koriS¢en je kao mera za nivo superoksidnog
anjona, dok je DHR ukazivao na koncentraciju vodonik-peroksida i peroksinitrita. Celije
glioblastoma (U87 1 U87-TxR) su tretirane 24 h sa CCCP (10 uM), 54 (50 uM), 82¢ (5 uM) 1 861 (1
uM). Nakon tretmana, adherentne ¢elije su tripsinizovane i1 inkubirane u medijumu sa 1 uM DHE ili
DHR tokom 30 min na 37 °C u mraku. Celije su potom dvaput isprane PBS-om, a zatim analizirane
pomocu protocnog citometra “CytoFLEX®. Detektovana je fluorescencija boje DHE (525 nm) ili
DHR (585 nm). Po uzorku je analizirano najmanje 10 000 dogadaja. Srednji intenzitet fluorescencije
(MFI) izracunat je nakon korekcije za autofluorescenciju, a analiza je vrSena pomocu softverskog
paketa ,,Summit V4.3,
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Fizicko—hemijska karakterizacija sklareola i izabranih derivata sklareola

Fizicko-hemijske karakteristike derivata sklareola sa adamantanskim motivom 97a—c 1 97e—
g odredene su pomocu uredaja ,,Malvern Zetasizer Nano ZS* (Malvern Instruments, Ujedinjeno
Kraljevstvo). Ovaj instrument omogucava merenje veliCina Cestica u opsegu od 0,6 nm do 6 mm.
Srednja veli¢ina, indeks polidisperzije (PDI) i zeta potencijal odredeni suna 25 °C. Pre merenja, svaki
uzorak razblazen je 100 puta ultracistom vodom. Da bi se osigurala ta¢nost, merenja su izvrSena tri
puta, a prikazan je prosecan rezultat.

Statisticka analiza

Svi eksperimenti, MTT test, AV/PI bojenje za analizu ¢elijske smrti, PI bojenje za analizu
distribucije faza celijskog ciklusa, karakterizacija nanocestica pomocu ,Zetasizer uredaja i
akumulacija rodamina 123, izvedeni su u triplikatu (n = 3). Indukcija ¢éelijske smrti, raspodela faza
¢elijskog ciklusa, nivo ROS 1 RNS, kao i1 depolarizacija mitohondrijske membrane procenjeni su
primenom dvofaktorske analize varijanse (ANOVA), dok je kombinovani efekat sa doksorubicinom
procenjen jednofaktorskom ANOVA metodom. Za dvofaktorsku ANOVA metodu koriSéen je
,Dunnett“test viSestrukih poredenja sa srednjim vrednostima netretiranih kontrolnih uzoraka, dok su
za jednofaktorsku analizu varijanse ANOVA koriS¢eni ,,.Brown-Forsythe” 1 ,,Welch” testovi za
viSestruka poredenja
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ove doktorske disertacije razvijena je metodologija za sintezu novih hibridnih
derivata sklareola, prirodnog labdanskog diterpena, u kojima je sklareolska struktura povezana sa
odabranim farmakoforama ([1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin (TP), adamantan i aril-karbamid) preko
aril-diaminskih linkera razlicite strukture. Sintetisano je i strukturno okarakterisano 80 novih derivata
sklareola, dok je bioloSka aktivnost ispitana za 51 derivat.

Hemijske modifikacije izvedene su uz ocuvanje tercijarne alilne hidroksilne grupe, koja se
pokazala klju¢nom za antitumorsku aktivnost ovih derivata. Dodatno, po prvi put je uoceno da
Hekovo kuplovanje sklareola sa p-jodanilinom dovodi do formiranja derivata prirodnog proizvoda
manoil-oksida (105a).

Hibridizacija sklareola sa [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinskom farmakoforom rezultovala je
dobijanjem proizvoda jednostruke (86) i dvostruke supstitucije (87). Utvrdeno je da hibridi sa jednom
TP jedinicom 86 ispoljavaju veoma potentnu citotoksicnost prema celijskim linijama glioblastoma
(U87 1 U87-TxR), dok hibridi 87 nisu aktivni. Posebno su se izdvojila jedinjenja 86l i 86r, koja su
ispoljila nanomolarnu aktivnost. Kod diaminskog derivata 82¢ i hibrida 86a, 86g, 86j, 86k, 86m i
86n uocen je fenomen kolateralne osetljivosti, pri ¢emu su navedena jedinjenja ispoljila izrazeniji
citotoksi¢ni efekat prema rezistentnoj nego prema odgovarajucoj senzitivnoj Celijskoj liniji.
Istovremeno je potvrdeno da diaminski derivati TP (89), kao i sam sklareol, ne pokazuju citotoksi¢no
dejstvo, Sto jasno ukazuje na to da je upravo hibridizacija odgovorna za postizanje antitumorske
aktivnosti.

Ispitivanja mehanizma dejstva potvrdila su da se hibridi serije 86 ponasaju kao modulatori
aktivnosti P-glikoproteina, pri ¢emu su posebno znacajni rezultati dobijeni za jedinjenja 861, 86q i
86r. Ovi rezultati ukazuju na potencijal ovih derivata kao hemosenzitizera i njihovu primenu u
konceptu prevazilaZzenja viSestruke rezistencije na lekove. Dodatno je utvrdeno da je kolateralna
osetljivost rezistentnih ¢elija posledica indukovanog povecanja koncentracije reaktivnih kiseoni¢nih
1 azotnih vrsta, kao 1 depolarizacije membrane mitohondrija. Na osnovu ovih rezultata moze se
zakljuciti da hibridizacija sklareola sa TP povoljno uti¢e na bioloSku aktivnost i predstavlja
obecavajucu snovu za razvoj citotoksicnih jedinjenja namenjenih tretiranju viSestruko rezistentnih
tumora.

U drugom delu istraZivanja razvijena je metodologija za sintezu derivata sklareola 96, 97 1 99,
koji u strukturi sadrze aminoadamantanski strukturni motiv. Utvrdeno je da derivati 96 (sa
benzenovim jezgrom) i 97 (sa tiofenskim ili furanskim jezgrom) imaju snaZnije antitumorsko dejstvo
od jedinjenja odgovaraju¢ih amidnih derivata 99. Vecina sintetisanih jedinjenja pokazala je
poboljsanu antitumorsku aktivnost protiv ¢elija nesitnocelijskog karcinoma plu¢a (NCI-H460 1 NCI-
H460/R) u poredenju sa sklareolom (54) 1 odgovaraju¢im diaminskim analogima (82 1 95). Utvrdeno
je da viSe derivata izaziva izraZenu inhibiciju rasta osetljivih NCI-H460 ¢elija pri koncentraciji 1 uM,
pri cemu se jedinjenje 97b izdvojilo pojavom kolateralne senzitivnosti 1 najveéim indeksom
selektivnosti (SI = 3,10). Pokazano je da hibridi sklareola sa adamantanom indukuju nekrozu kao
dominantni oblik ¢elijske smrti 1 uti¢u na progresiju ¢elijskog ciklusa. Posebno je vazno da jedinjenja
97b, 97e 1 97f pokazuju potencijal za reverziju rezistencije na doksorubicin kod NCI-H460/R ¢elija,
Sto je u skladu sa rezultatima koji ukazuju na njihovu interakciju sa P-gp: jedinjenja 97e 1 97f ponasaju
se kao supstrati, dok se jedinjenje 97b moze klasifikovati kao inhibitor P-gp.

Dodatno, utvrdeno je da jedinjenja 97a—c 1 97e—g sa aminoadamantanskim motivom, kao 1
njihovi diaminski analozi 95a—d, spontano formiraju nanocestice pri rastvaranju u vodi, bez dodatne
primene fizickih 1 hemijskih tretmana. Dobijene nanocestice odlikuju se niskim indeksom
polidisperzije, $to ukazuje na njihovu uniformnost, kao i pozitivnom vrednos¢u zeta potencijala. Ovi
rezultati potvrduju da aminoadamantanski motiv povoljno modifikuje fizicko-hemijske osobine
molekula, povecavaju¢i njegov bioloski potencijal i istovremeno omogucavajuci stvaranje
nanocesti¢nih sistema koji se efikasnije vezuju za negativno naelektrisanu membranu tumorskih
¢elija. Na taj nacin, ovi derivati predstavljaju perspektivnu osnovu za dalji razvoj antitumorske
terapije, ukljucujuci i nanoformulacije.
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Zakljucak

U poslednjem delu istrazivanja razvijena je metoda za sintezu karbamidnih derivata sklareola
111a-s. Kod derivata sklareola sa karbamatnom strukturnom jedinicom uocena je reakcija
intramolekulske ciklizacije, pri ¢emu dolazi do formiranja ciklicnih urea 113. Ovakva reakcija do
sada nije prijavljena u literature 1 otvara mogucénost za dalje funkcionalizacije sklareola u pravcu
dobijanja novih bioaktivnih molekula.

Na osnovu ukupnih rezultata postignutih u ovoj disertaciji moze se zakljuciti da razvijene
sinteticke strategije predstavljaju dobru osnovu za dobijanje bioloSki aktivnih derivata sklareola.
Hibridizacija sklareola pokazala se kao efikasan pristup dizajnu jedinjenja kod kojih farmakofore
deluju sinergijski, obezbedujuci ne samo snaznu antitumorsku aktivnost, ve¢ i sposobnost modulacije
aktivnosti P-gp, Sto dobijena jedinjenja kvalifikuje kao dobre osnove za razvoj hemosenzitizera.
Fenomen kolateralne senzitivnosti zabelezen kod jedinjenja 86a, 86g, 86j, 86k, 86m, 86n i 97b
posebno naglaSava znacaj ovih derivata za tretiranje viSestruko rezistentnih tumora, dok sposobnost
sklareola 1 njegovih derivata da spontano formiraju nanocestice otvara dodatne moguénosti njihove
primene u nanocesticnim formulacijama lekova.
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7. PRILOZI

7.1. Totalna asignacija jedinjenja 86g

Jedinjenje 86g izolovano je nakon nukleofilne aromati¢ne supstitucije izmedu jedinjenja 82b
1 85a, kao bezbojna ¢vrsta supstanca. Masenom spektrometrijom visoke rezolucije detektovan je jon
m/z=625,4187, §to odgovara jonu C3sHs4NsO2Na" (izracunato 625,4200 za [M + Na]"). U IR spektru
uodene su trake 3368 cm™ (OH istezuéa vibracija) i 1626 cm™ (C=C istezuca vibracija). Struktura
jedinjenja potvrdena je analizom NMR spektara (Tabela P1).

Tabela P1. Asignacija signala jedinjenja 86g (CD;OD, 400 MHz).

Polozaj ou (J, Hz) [ppm] oc [ppm]
) « 1,77-1,71 (m, 1H) 41,17
B: 1,07-1,00 (m, 1H)
5 a: 1,46-1,44 (m, 1H) 19,50
B: 1,64-1,59 (m, 1H)
3 o 1,41-1,39 (m, 1H) 43,24
B: 1,24-1,18 (m, 1H)
4 / 34,16
5 1,00-0,93 (m, 1H) 57,54
6 g ié;‘_izg g }gg 21,53 | Polozaj du (J, Hz) [ppm] d¢ [ppm]
a: 1,87-1,80 (m, 1H)
7 B 1'50-1.46 (m. LH) 45,17 21 / 138,12
8 / 75,17 22 7,38 (d, J=8,0) 127,45
9 1,16 (m, 1H) 62,73 23 7,33 (d, J=8,0) 129,93
10 / 40,55 24 / 138,71
1,58-1,51 (m, 1H)
11 144142 (. 1H) 20,83 25 3,83 (s, 2H) 54,02
1,89 (td, J= 12,7, 5,1, 1H) ~
12 171168 (. TH) 47,07 26 2,81 (t,J = 7,0, 2H) 47,16
13 / 74,33 27 1,99 (t,J=7,0, 2H) 28,97
14 6,35 (d, J = 16,0, 1H) 138,45 28 3,56 (t, J = 6.8, 2H) 41,53
15 6,60 (d, J= 16,1, 1H) 127,65 29 / 149,26
16 1,38 (s, 3H) 27,85 30 6,35 (s, 1H) 89,26
17 1,15 (s, 3H) 24,00 31 / 166,39
18 0,90 (s, 3H) 33,90 32 / 156,49
19 0,83 (s, 3H) 21,95 33 8,29 (s, 1H) 154,72
20 0,84 (s, 3H) 16,06 34 2,54 (s, 3H) 24,80

7.1.1. Analiza 'H, 3C i 'H-3C HSQC spektara
U 'H NMR spektru (Slika P1) uodeno je:

e Signali u obliku singleta, integrala 1 na 6,35 ppm (H30) 1 8,29 ppm (H33), karakteristi¢ni za
triazolo[1,5-a]pirimidinsko jezgro.

e Dubleti integrala 2 na 7,33 ppm (J = 8,0 Hz) i 7,38 ppm (J = 8,0 Hz) koji ukazuju na p-
disupstituisano benzenovo jezgro (H22 i H23).

e Singlet integrala 2 na 3,83 ppm, koji poti¢e od benzilnih protona na poziciji 25.

e Dubleti protona dvostruke veze nalaze se na 6,35 ppm (J= 16,1 Hz) 1 6,60 ppm (J = 16,1 Hz), $to
na osnovu konstante sprezanja potvrduje trans—disupstituciju.
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e Singleti integrala 3 na 0,83 ppm, 0,84 ppm, 0,90 ppm, 1,15 ppm 1 1,38 ppm koji odgovaraju metil-
grupama sklareola na pozicijama 16, 17, 18, 19 i 20.

e Signal na 2,54 ppm koji odgovara metil-grupi vezanoj za [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidinsko
jezgro (H34).

o~
@ m
o~

-~y

734
\7.32

[ - e e o A o P et b
=] o~ =] @ o HdAnntsaEness N anag
2 = S @ S M N AmA-a50anN ~on ~ngm
—— : . —— . . . == ., | i P S RS S LS SF o e e =g
5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 2.0 1. 1.0
8583
ooiod o
s
e @
@00 W
@ e o
oy
2539 VS
N
-+ & Nmw o
] W mmm
o O oo o
! JlL
Y
o
= )
-

4/201=

L
=i 2013

108 104 100 96 952 88 8. 80 76 72 68 64 60 56 52 48 44 4.0 32 28 24 20 16 12 08 04 00 -04

S

Slika P1. '"H NMR spektar jedinjenja 86g.

U '3C NMR spektru (Slika P2) uogeno je 34 signala:

e 11 signala poreklom od dvostruke veze, benzenovog i TP jezgra.
e Signali na hemijskim pomeranjima 74,33 ppm i 75,17 ppm koji se mogu pripisati oksigenovanim
ugljenicima na poloZajima C8 1 C13.

Analizom "H-'3C HSQC spektra ugljenicima su pripisani odgovaraju¢i vodonikovi atomi, pri

¢emu je identifikovano 9 kvaternarnih ugljenika i 11 metilenskih grupa, od kojih je 7 dijastereotopno
(Slika P3).

156



Prilozi

13871
Z.138.45
13812

—156.49

r_-— —154.72

—— —149.26

158.0 156.0 154.0 152.0 150.0 148.0 146.0 144.0 142.0 140.0 138.0 136.0

12093
127.65
127.45

<

62.73
_-57.54
/64.02

7617
74.33

a ©
2 g
° 3
o EQN ©

g smm

3 eaee

TN

—156.49
~154.72

{
—

M ' " ‘L——.-J..——-T

LBAAAL AASAS RAAMS AAAALAASSS RaM LAASS RAAML AARSS MRS AARAS MAAME LSRR AANSS LAAA] MaRes LAMMI RAMAS LAANS AASML LAAME MAMS) bR
205 195 185 175 165 155 145 135 125 115 105 95 85 75 65 55 45 35 25 15 5

Slika P2. 3C NMR spektar jedinjenja 86g.
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kljuénim korelacijama.
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7.1.2. Analiza 'H-"H COSY i 'H-'H TOCSY spektara

U 'H-'H COSY spektru (Slika P4), koji prikazuje sprezanje susednih protona, uspesno je
uoceno sprezanje unutar propilen—diaminskog fragmenta: proton H28 se spreze sa protonom H27,
koji se pak dalje spreze sa H26. Ostatak spektra u oblasti 0,80—1,90 ppm prisustvo veliko broja
preklapajucih korelacija ucinio je taj region neupotrebljivim za dalju analizu. Jedina znacajna
korelacija bila je sprezanje nesusednih vodonika na 0,97 ppm i 1,32 ppm, koji su identifikovani kao
protoni H5 1 H6, redom.
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Slika P4. 'H-'H COSY spektar jedinjenja 86g sa
oznacenim klju¢nim korelacijama.

U 'H-"H TOCSY spektru, koji pokazuje sva skalarno spregnuta jezgra u okviru istog spinskog
sistema, uoceno je da u oblasti 0,80 —1,90 ppm postoje tri spinska sistema (Slika P5):

e Spinski sistem A: protoni sa pomeranjima 0,97 ppm, 1,32 ppm, 1,48 ppm, 1,66 ppm i 1,85 ppm.

e Spinski sistem B: protoni na hemijskim pomeranjima 1,02 ppm, 1,21 ppm, 1,41 ppm, 1,44 ppm,
1,62 ppm i 1,74 ppm,

e Spinski sistem C sacinjen od protona na pomeranjima 1,16 ppm, 1,42 ppm, 1,56 ppm, 1,69 ppm
11,89 ppm.

Uporedivanjem ovih podataka sa podacima dobijenim iz HSQC spektra, moZe se zakljuciti da spinski
sistem B odgovara trima metilenskim grupama koje su na pozicijama 1-3 u molekulu.
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Slika P5. 'H-'"H TOCSY spektar jedinjenja 86g sa oznacenim korelacijama
kljuénim za strukturnu karakterizaciju molekula.

7.1.3. Analiza 'H->C HMBC spektra

Na osnovu 'H-*C HMBC spektra, koji prikazuje korelacije izmedu protona i ugljenika preko

2, 3 ili 4 hemijske veze, izvrSena je asignacija jedinjenja:

Signal karakteristi¢an za TP jezgro na pomeranju 6,35 ppm (proton H30) pokazuje korelacije
sa ugljenikom metil-grupe C34 (Slika P6).

Protoni H34 pokazuju korelacije sa signalima ugljenika C30 i C31.

Signal H33 pokazuje korelaciju sa kvaternarnim ugljenikom C32.

Ugljenik C29 je asigniran zahvaljujuéi sprezanju sa protonom H30 i protonom H28 iz
propilen-diaminskog strukturnog motiva.

Proton H26 pokazuje korelaciju sa benzilaminskim ugljenikom C25, ¢ime je utvrdeno da se
reakcija nukleofilne aromati¢ne supstitucije odvijala preko manje supstituisane amino—grupe.
Protoni dvostruke veze H14 1 H15 pokazuju korelacije sa oksigenovanim ugljenikom C13.
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Slika P6. Deo 'H-'3C HMBC spektra sa oznadenim korelacijama
kljuénim za strukturnu karakterizaciju molekula.

Benzilni proton H25 pokazuje korelacije sa ugljenikom C23 i kvaternarnim ugljenikom C24

(Slika P7).
Ugljenik C24 pokazuje korelaciju sa protonom H22.

Kvaternarni ugljenik na poziciji C21 asigniran je zahvaljuju¢i korelacijama sa protonom H14

(dvostruka veza) i protonom iz benzenovog jezgra.
Ugljenik C15 pokazuje korelaciju sa protonom H15.
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Slika P7. Deo 'H-'3C HMBC spektra sa oznaéenim korelacijama
klju¢nim za strukturnu karakterizaciju molekula.
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Ugljenik C14 (dvostruka veza) pokazuje korelacije sa protonima metil-grupe H16 1
dijastereotopnim protonima H12 (Slika P8), koji su deo TOCSY spinskog sistema C.

Protoni H12 dalje pokazuju korelacije sa ugljenikom C11, dok proton H11 korelira sa ugljenikom
Co.

Ugljenik C9 pokazuje korelacije sa protonima metil-grupa na pozicijama H20 i H17.

Protoni metil-grupe H17 spregnuti su sa ugljenikom C7 i kvaternarnim oksigenovanim
ugljenikom C8; asignacija C8 je dodatno potvrdena sprezanjem sa protonom H7.

Ugljenik C7 pokazuje korelacije sa protonima H6, a proton H7 pokazuje korelaciju sa ugljenikom

Cs.
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Slika P8. Deo 'H-'3C HMBC spektra sa ozna¢enim korelacijama
klju¢nim za strukturnu karakterizaciju molekula.

Ugljenik C5 pokazuje sprezanja sa protonima metil-grupe H18 (Slika P9).

Tri protona H18 dalje pokazuju korelacije sa ugljenicima C19, C3, kao 1 sa kvaternarnim
ugljenikom C4.

Asignacija kvaternarnog ugljenika C4 dodatno je potvrdena korelacijama sa protonima H3 1 HS.
Kvaternarni ugljenik C10 pokazuje sprezanja sa protonima H5 1 H9.

Proton H3 spregnut je sa ugljenikom C2.

Ugljenik C3 spregnut sa protonom H1.
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Slika P9. Deo 'H-'*C HMBC sa
oznacenim klju¢nim korelacijama.

7.1.4. Analiza 'H-"H NOESY spektra

'H-'H NOESY spektar (Slika P10) omogucio je odredivanje relativne konfiguracije protona
u metilenskim grupama dekahidronaftalenskog sistema:

e Protoni aksijalne metil-grupe na poziciji H17 pokazuju korelacije sa ekvatorijalnim protonom
H7a, dok odgovaraju¢i aksijalni proton H7B pokazuje korelaciju sa protonom H5.

e Metil-grupa na poziciji H18 pokazuje korelacije sa protonima H6f 1 H3p.

e Relativna konfiguracija protona Hlo odredena je zahvaljujuéi sprezanjima sa protonima metil-
grupe H20.

e Relativna konfiguracija protona na poziciji H2 nije mogla biti sa sigurnos¢u utvrdena na osnovu
spektra.

Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da se aksijalni protoni nalaze na niZem hemijskom pomeranju u odnosu
na ekvatorijalne usled anizotropnog efekta jednostrukih veza, moze se pretpostaviti da se proton H2a
nalazi na hemijskom pomeranju 1,44 ppm.”

* M. Baranac—Stojanovi¢, M. Stojanovi¢, Magnetic Anisotropy of the C—C Single Bond, Chem. Eur. J. 2013, 19, 4249-4254.
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Slika P10. Deo '"H-'"H NOESY spektra sa
oznacenim kljucnim korelacijama.
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7.2. Totalna asignacija jedinjenja 113a

Jedinjenje 113a izolovano je nakon reakcije jedinjenja 82b sa p-nitrofenilhlorformatom kao
bezbojna uljasta supstanca koja stajanjem o¢vr§¢ava. Masenom spektrometrijom niske rezolucije je
detektovan molekulski jon m/z sa vredno$¢u 496, kao i joni m/z vrednosti 497 ([M + H]"), 495 (M
— H]", 479 (M — H20]"), 461 (M — 2H20]"), §to ukazuje na prisustvo dve hidroksilne grupe u
molekulu. U infracrvenom (IR) spektru posebno privlace paznju Siroka, intenzivna traka na 3328 cm”
I (O-H istezuéa vibracija) i intenzivna traka na 1644 cm™ (C=O istezuéa vibracija). Struktura
jedinjenja utvrdena je detaljnom analizom 1D i 2D NMR spektara (Tabela P2).

Tabela P2. Asignacija signala jedinjenja 113a (CDCls, 400 MHz).

Polozaj ou (J, Hz) [ppm] oc [ppm]
a: 1,65-1,59 (m, 1H)

1 B 0,96 (m, 1H) 39,77

o: 1,42 (m, 1H)
2 B: 1,58-1,54 (m, 1H) 18,54

a: 1,37 (m, 1H)
3 B L3dJ=132:42 1) A&
4 / 33,31
5 0,91 (m, 1H) 56,18

a: 1,26 (m, 1H)
g B: 1,65-1,59 (m, 1H) 20,55

a: 1,83-1,80 (m, 1H)

B: 1,42 (m, 1H) 44,16
8 / 74,75 Polozaj ou (J, Hz) [ppm] Oc [ppm]
9 1,18 (m, 1H) 61,61 20 0,78 (s, 3H) 15,49
10 / 39,32 21 / 136,50

1,65-1,59 (m, 1H) _
11 1.38 (m, 1H) 19,12 22 7,27 (d,J=1,8, 2H) 126,59
1,80-1,75 (m, 1H) _

12 1.74-1.68 (m. 1H) 45,30 23 7,17 (d,J=1,9, 2H) 128,19
13 / 73,32 24 / 136,96
14 6,27 (d, J= 16,0, 1H) 138,39 25 4,51 (s, 2H) 50,51
15 6,56 (d, J=16,0, 1H) 129,50 26 3,12 (t,J=5.,9,2H) 44,69
16 1,35 (s, 3H) 27,07 27 1,86 (m, 2H) 22,25
17 1,16 (s, 3H) 24,35 28 3,28 (t,J=15,9, 2H) 40,56
18 0,85 (s, 3H) 33,49 29 / 156,71
19 0,78 (s, 3H) 21,58 NH 5,17 (brs, 1H) /

7.2.1. Analiza 'H, *C i "H-"*C HSQC spektara
Analizom "H NMR spektra jedinjenja (Slika P11) mogu uodeni su sledeéi signali:

e Petsingleta sa integralom 3, koji se mogu pripisati metil-grupama (polozaji H16, H17, H18, H19,
H20) na hemijskim pomeranjima 0,78, 0,85, 1,351 1,16 ppm.

e Dubleti na 6,27 ppm (J = 16,1 Hz) 1 6,56 ppm (J = 16,0 Hz) koji pripadaju protonima dvostruke
veze H14-H15. Na osnovu konstante kuplovanja (~16 Hz) moze se zakljuciti da je dvostruka veza
trans-disupstituisana.

e Dubleti na 7,17 ppm (J = 7,9 Hz) i 7,27 ppm (J = 7,7 Hz), integrala 2, odgovaraju p-
disupstituisanom benzenovom jezgru.
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e Tripleti na 3,12 ppm (J = 5,9 Hz) 1 3,28 ppm (J = 5,9 Hz), integrala 2, odgovaraju protonima u
susedstvu azota na pozicijama H26 i H28.

e Singlet na pomeranju 5,17 ppm integrala 1, moze se pripisati protonu vezanom za azot.

¢ Singlet na 4,51 ppm odgovara benzilnim protonima, vezanim za ugljenik C25.
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Slika P11. 'H NMR spektar jedinjenja 113a.

Na osnovu analize '3C spektra (Slika P12) uogeno je 29 signala:

o Sest signala nalaze se izmedu 120-140 ppm i odgovaraju ugljenicima iz aromati¢nog jezgra i
dvostruke veze (Slika P12).

e Signal na 156,71 ppm pripada karbamidnom ugljeniku C29.

e Dva signala na hemijskim pomeranjima 73,32 ppm 1 74,75 ppm odgovaraju oksigenovanim
ugljenicima C8 1 C13.

Na osnovu 'H-*C HSQC spektra izvrSena je asignacija protona odgovaraju¢im ugljenicima (Slika
P13). Utvrdeno je prisustvo sedam kvaternarnih ugljenika i 11 metilenskih grupa, od kojih je sedam
dijastereotopnih. ProSireni singlet na 5,17 ppm nije pokazao korelacije u HSQC spektru 1 pripisan je
karbamidnoj NH grupi.
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Slika P13. 'H-"*C HSQC spektar jedinjenja 113a.
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7.2.2. Analiza 'H-'"H COSY i 'H-'"H TOCSY spektara
U 'H-'H TOCSY spektru (Slika P14) uoéeno je postojanje Getiri spinska sistema u alifati¢noj oblasti:

e Spinski sistem A: proton na hemijskom pomeranju 1,18 ppm (C-H grupa) pokazuje korelacije sa
protonima na 1,38 ppm, 1,71 ppm, 1,75-1,80 ppm i jednim protonom iz multipleta 1,59-1,65
ppm.

e Spinski sistem B: protoni 0,91 ppm (C—H grupa), 1,26 ppm, 1,42 ppm, 1,80—1,83 ppm, kao i jedan
proton iz oblasti 1,59—1,65 ppm.

e Spinski sistem C: protoni 1,13 ppm 0,96 ppm, 1,37 ppm, 1,42 ppm, 1,58—1,54 ppm 1 jedan proton
iz multipleta 1,59—1,65 ppm.

e Spinski sistem D: singlet protona spregnut sa karbamidnim protonom na 5,17 ppm (NH), triplet
na 3,28 ppm (CH: grupa) i 3,12 ppm (CH: grupa), kao i protonski signali metilenske grupe na
1,86 ppm. Ovaj spinski sistem se moze pripisati protonima na pozicijama 28, 27 i 26, spregnutim
sa karbamidnom NH grupom (Slika P15).

...............................................

2,55 245 235 225 2.15 2.05 1.95 185 1.75 1.65 1.55 145 135 125 1.15 1.05 0.95 0.85 0.75 0.65 0.55 045 0.35 0.25

Slika P14. Deo TOCSY spektra jedinjenja 113a sa obelezenim korelacijama spinskih sistema A — C.
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Slika P15. 'TH-'H TOCSY spektar jedinjenja 113a sa obelezenim korelacijama spinskog sistema D.
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Pomoc¢u 'H-"H COSY spektra (Slika P16) povezana su susedna jezgra, medusobno skalarno
spregnuta preko tri hemijske veze. Na osnovu ovih korelacija odreden je redosled protona u spinskim

sistemima:

e U spinskom sistemu D identifikovane su korelacije izmedu NH/H28, H28/H27, H27/H26, §to je
omogucilo asignaciju protona na pozicijama 28, 27 1 26.

e U spinskom sistemu B uocene su korelacije izmedu protona H5/H6 1 H6/H7.

U oblasti od 1,33 ppm do 1,65 ppm doslo je do preklapanja velikog broja protona, pa su dalje

korelacije u COSY spektru bile nepouzdane.
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Slika P16.'"H-'"H COSY spektar sa ozna¢enim klju¢nim korelacijama.

7.2.3. Analiza 'H-"C HMBC spektra

Na osnovu 'H-"*C HMBC spektra, koji prikazuje korelacije protona i ugljenika vezanih preko dve, tri
ili Cetiri hemijske veze, izvrSena je konacna asignacija jedinjenja:

Karbamidni ugljenik pokazuje korelacije sa protonima H25, H28 1 H26, ¢ime je potvrdeno da je
nastalo jedinjenje cikli¢na urea (Slika P17).

Protoni H25 pokazuju korelacije i sa ugljenicima C23 i C24.

Kvaternarni ugljenik na pomeranju 136,50 ppm pokazuje korelacije sa protonima dvostruke veze
H14 1 H15, ¢ime je utvrdeno da se radi o ugljeniku C21.

Proton H15 pokazuje korelaciju sa ugljenikom C22, ¢ime je omogucena asignacija protona na
pozicijama 14, 151 22.

Oksigenovani ugljenik na pomeranju 73,32 ppm pokazuje korelacije sa protonima H14 i H15,
¢ime je potvrdeno da se radi o ugljeniku C13.
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Slika P17. Deo 'H-'3C HMBC spektra sa oznadenim klju¢nim korelacijama.

Korelacija H14/C16, kao 1 korelacija H16/C13, omogucile su utvrdivanje polozaja metil-grupe na
poziciji 16 (Slika P18).

Korelacije H16/C12, H14/C12, kao 1 H12/C11 omogudile su asignaciju TOCSY spinskog
sistema A na pozicije 9, 111 12.

Ugljenik C9 pokazao je korelacije sa protonima metil-grupa na pozicijama H7 1 H20.
Korelacija singleta na 1,16 ppm sa C8 dala je dodatnu potvrdu poloZaja metil-grupe H17.
Sprezanje ugljenika C17 sa dijastereotopnim metilenskim protonima H7, kao 1 korelacije C8/H7
1 C9/H7, omogucile su pozicioniranje spinskog TOCSY sistema B i povezivanje sistema A sa
sistemom B.

Proton H7 pokazuje korelaciju sa ugljenikom C5, ¢ime je zavrSena asignacija sistema B.
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Slika P18. Deo 'H-*C HMBC spektra sa klju¢nim ozna¢enim klju¢nim korelacijama.

Protoni metil-grupe na hemijskom pomeranju 0,85 ppm pokazuju korelacije sa C3, C5 i C19,
¢ime je potvrdena njihova pripadnost metil-grupi na poziciji C1. Signal ugljenika na 21,58 ppm
pripisan je metil-grupi na poziciji C19 (Slika P19).

Kvaternarni ugljenik na pomeranju 33,41 ppm pokazuje korelacije sa H18 i H3, te je identifikovan
kao C4.

Kvaternarni ugljenik C10 asigniran je na osnovu korelacije sa protonima H11.

Korelacije H3/C19, H3/C2 i C1/H9 omogucéile su odredivanje polozaja C1, C2 i C3, ¢ime je
kompletiran TOCSY spinski sistem C.
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Slika P19. Deo 'H-'3C HMBC spektra sa oznadenim klju¢nim korelacijama.

7.2.4. Analiza ' H-"H NOESY spektra

Analiza NOESY spektra (Slika P20) omogucila je utvrdivanje relativnog stereohemijskog
odnosa metil-grupa, kao i dijastereotopnih protona metilenskih grupa.

e Protoni metil-grupe H17 u aksijalnom poloZaju pokazuju korelacije sa multipletom H7, kao 1 sa
signalom metil-grupe H20, ¢ime je potvrdeno da se ovi protoni nalaze u cis- odnosu prema metil-
grupi H17 (a—polozaj).

e Proton H5 (B-polozaj) pokazuje korelaciju sa signalom metil-grupe H18 (0,85 ppm), Sto ukazuje
da se metil-grupa nalazi u f—polozaju, dok je metil-grupa H19 u a—polozaju.

e Signali metil-grupe na 0,78 ppm pokazuju korelacije sa protonima H2a, H3a 1 H6a.

e Orijentacija protona H9 odredena je kao B, zahvaljujuci korelaciji H9/HS.

Na osnovu NOESY spektra nije bilo moguce sa sigurnoS¢u odrediti orijentaciju protona na
poziciji H1. Medutim, imajuéi u vidu anizotropne efekte jednostrukih veza, koji dovode do manje
zaStite ekvatorijalnih protona, moZe se pretpostaviti da se proton na hemijskom pomeranju 0,96 ppm
nalazi u aksijalnom polozaju (H1p)."

* M. Baranac—Stojanovi¢, M. Stojanovi¢, Magnetic Anisotropy of the C—C Single Bond, Chem. Eur. J., 2013, 19, 4249-4254.
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Slika P20. Deo 'H-'H NOESY spektra sa oznacenim
sa oznacenim kljucnim korelacijama.
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7.3. BioloSka ispitivanja jedinjenja sa [1,2,4]triazolo[1,5-a|pirimidinskom farmakoforom
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Slika P21. Profil inhibicije rasta pod dejstvom odabranih derivata uporedeni kod ¢éelija glioblastoma (U87 i
US87-TxR) i1 normalnih humanih fibroblasta plu¢a (MRC-5). Dejstvo derivata TP 89b—c ispitano je pri
koncentracijama od 2,5; 5; 10; 25 1 50 uM. Dejstvo diaminskih derivata sklareola 82a, 82b, 82¢ i hibrida
sklareola sa TP farmakoforom 86a i 86g—r ispitano je pri koncentracijama od 1, 2,5, 5, 10 i 25 uM. Celije su
tretirane tokom 72 sata, nakon Cega je rast celija procenjen MTT testom. Vrednost za kontrolne, netretirane
¢elije je postavljena na 100%. Izvedena su najmanje tri nezavisna eksperimenta (n = 3).

Slika P21. Profil inhibicije rasta pod dejstvom odabranih derivata uporedeni kod ¢éelija glioblastoma (U87 i
U87-TxR) i normalnih humanih fibroblasta plu¢a (MRC-5).
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Slika P22. ICs vrednosti derivata 1,2,4—triazolo[ 1,5-a]pirimidina (89b—¢), diaminskih derivata sklareola (82a,
82b, 82¢) i hibrida (86a, 86g-r) kod ¢elija glioblastoma (U87, U87-TxR) i normalnih fibroblasta plu¢a (MRC-
5). ICsp vrednosti izrazene u nM su odredene MTT testom nakon 72 h tretmana. Podaci predstavljeni kao
srednja vrednost + SD. [zvedena su najmanje tri nezavisna eksperimenta (n = 3).
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Slika P23. Analiza ¢elijskog ciklusa kod U87 i U87-TxR ¢elija nakon tretmana jedinjenjima 54 (50 uM), 82¢
(5 uM), 86l (1 uM) i 15 (cisplatin, 10 pM) kao referentnim jedinjenjem. Celije su tretirane ispitivanim
jedinjenjem tokom 72 sata, nakon Cega je distribucija ¢elijskog ciklusa procenjivana je bojenjem propidijum-
jodidom (PI). Analiza efekata je izvedena proto¢nom citometrijom pri ¢emu je za svaki eksperimentalni uzorak
je prikupljeno najmanje 10 000 dogadaja.
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Slika P24. Indukcija ¢elijske smrti pod dejstvom 50 pM sklareola 54, 5 pM diaminskog derivata 82¢, 1 uM
hibrida sklareola 861 1 10 uM cisplatina 15 kao referentnog jedinjenja. Ispitivanja su sprovedena na ¢elijskim
linijama U87 i U87-TxR (RU87). Nakon tretmana ¢éelija ispitivanim jedinjenjima primenjeno je dvojno AV/PI
bojenje. Analiza efekata je izvedena proto¢nom citometrijom pri ¢emu je za svaki eksperimentalni uzorak
analizirano najmanje 20 000 dogadaja (¢elija). Svaki eksperiment je ponovljen tri puta. Procentualni udeo
¢elija u ranoj apoptozi (AV+ PI-), kasnoj apoptozi (AV+ PI+), nekrozi (AV- PI+), kao 1 vijabilnih ¢elija (AV—
PI-) prikazan je na histogramima.
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Slika P25. Uticaj jedinjenja 54, 82¢ i 86l na potencijal membrane mitohondrija na ¢elijama glioblastoma U87
i U87-TxR (RU87). Celije su tretirane 50 uM 54, 5 uM, 82¢, 1 uM 861 i 10 uM CCCP kao referentnim

jedinjenjem. Za svaki uzorak analizirano je najmanje 10 000 dogadaja (¢elija).
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Slika P26. Uticaj jedinjenja 54, 82¢ i 86l na produkciju ROS/RNS u éelijama glioblastoma U87 i U87-TxR
(RU87). A) Analiza intenziteta fluorescencije DHE protocnom citometrijom, $to odgovara intracelularnom
nivou superoksidnog radikal-anjona (O,"). B) Analiza intenziteta DHR fluorescencije protocnom
citometrijom, §to odgovara intracelularnom nivou H,0, i ONOO'. Celije su tretirane sa 50 uM 54, 5 uM, 82¢
i1 uM 8611 10 uM CCCP kao referentnim jedinjenjem. Za svaki uzorak analizirano je najmanje 10 000
dogadaja (¢elija).
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7.4. BioloSka ispitivanja jedinjenja sa adamantanskim strukturnim motivom
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Slika P27. Dozno—zavisni sklareola (54) i odabranih derivata sklareola sa adamantanskim motivom (96b, 96c,
96i, 97a—c 1 97e—g) na NCI-H460, NCI-H460/R i MRC-5 ¢elijske linije ilustruje selektivnost ka tumorskim
¢elijama u odnosu na normalne ¢elije, kao i selektivnost ka rezistentnim tumorskim ¢elijama u odnosu na
senzitivne tumorske celije. Efekti pet razlicitih koncentracija na vijabilnost ¢elija odredeni su pomocu MTT
testa nakon 72 sata tretmana. Inhibicija vijabilnosti ¢elija prikazana je analizom nelinearne regresije.
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Slika P28. Indukcija ¢elijske smrti pod dejstvom jedinjenja 97a—c i 97e—g sprovedena na NCI-H460 ¢elijskoj
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liniji. Dejstvo jedinjenja je ispitivano pri koncentracijama 1 uM i 2 pM tokom 48 sati, nakon Cega je
primenjeno dvojno AV/PI bojenje. Svaki eksperiment je ponovljen tri puta. Procentualni udeo ¢elija u ranoj
apoptozi (AV+ PI-), kasnoj apoptozi (AV+ PI+), nekrozi (AV— PI+), kao i vijabilnih ¢elija (AV- PI-) prikazan

je na histogramima.
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Slika P29. Indukcija ¢elijske smrti pod dejstvom 97a—c i 97e—g sprovedena na NCI-H460/R ¢elijskoj liniji.
Dejstvo jedinjenja je ispitivano pri koncentracijama 1 pM i 2 uM tokom 48 sati, nakon cega je primenjeno
dvojno AV/PI bojenje. Svaki eksperiment je ponovljen tri puta. Procentualni udeo ¢elija u ranoj apoptozi (AV+
PI-), kasnoj apoptozi (AV+ PI+), nekrozi (AV— PI+), kao i vijabilnih ¢elija (AV— PI-) prikazan je na

histogramima.
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Slika P30. Analiza celijskog ciklusa u NCI-H460 celijama nakon tretmana derivatima sklareola sa
adamantanskim motivom 97a—c i 97e—g. Celije su tretirane sa 1 uM ispitivanog jedinjenja tokom 72 sata,
nakon ¢ega je distribucija ¢elijskog ciklusa procenjivana je bojenjem propidijum-jodidom (PI). Analiza efekata

je izvedena proto¢nom citometrijom pri emu je za svaki eksperimentalni uzorak je prikupljeno najmanje 10
000 dogadaja.
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Slika P31. Analiza celijskog ciklusa u NCI-H460/R ¢elijama nakon tretmana derivatima sklareola sa
adamantanskim motivom 97a—c i 97e—g. Celije su tretirane sa 1 pM ispitivanog jedinjenja tokom 72 sata,
nakon ¢ega je distribucija ¢elijskog ciklusa procenjivana je bojenjem propidijum-jodidom (PI). Analiza efekata
je izvedena proto¢nom citometrijom pri ¢emu je za svaki eksperimentalni uzorak je prikupljeno najmanje 10
000 dogadaja.
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Slika P32. Ispitivanje nanoCesti¢nih osobina jedinjenja 54, 95a—d, 97a—c i 97e—g pomocu ,,Zetasizer” uredaja.
Velicina i polidisperzija nanocestica su mereni nezavisno u tri ponovljena eksperimenta.
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Slika P33. Ispitivanje akumulacije rodamina 123 nakon tretmana NCI-H460/R ¢elija jedinjenjima 54, 97a—c i
97e—g. Celije su podvrgnute tretmanu sa 50 uM sklareola (54) i 5 uM derivata sklareola sa adamantanskim
strukturnim motivom (97a—c i 97e—g). Senzitivne NCI-H460 celije, koje ne eksprimiraju P-glikoprotein,
koris¢ene su kao pozitivna kontrola za akumulaciju rodamina 123. Tarikvidar (48) je primenjen u koncentraciji
od 50 nM kao pozitivna kontrola za inhibiciju P-glikoproteina. Akumulacija rodamina 123 ispitana je
proto¢nom citometrijom u zelenom kanalu (emisioni maksimum pri 525 nm), pri ¢emu je analizirano najmanje
20 000 dogadaja (¢elija) po uzorku. Profili dobijeni protocnom citometrijom prikazuju efekte ispitivanih

jedinjenja.
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H3jaBa o ayropcTBYy

Nwme u npesume ayropa: [laBne A. CtojkoBuh
bpoj unnekca: J1X04/2020
HN3jaBbyjem

J1a je TOKTOPCKa AMCepTallyja 1moj HacJI0BOM

JAM3ajH U CMHTe3a IepUBaTa CKJIAPE0JIa KOJjU MOKA3yjy AHTUTYMOPCKY AKTHBHOCT MPOTHB
pe3ucTeHTHHX heanjckux TuHUja riimodacToma n HecuTHOhesiMjckor kapunHoMa miryha

® pPE3yNTaT COICTBEHOI UCTPAKUBAYKOL paja,

® Jla IpeUIoKeHa JucepTallija y LeTUHN HU Yy AeI0OBUMa HHje Ouia MpeaiokeHa 3a Jo0ujame
OWJIO KOj€ TUIUIOME MpeMa CTYAH]CKUM IporpaMuMa JIPYTruX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

¢ J1a Cy pE3yJITaThu KOPECKTHO HABCACHHU U

® Ja HUCAM KpIINO/JIa ayTOopcKa MpaBa U KOPUCTUO UHTENIEKTYaJIHy CBOJUHY APYTHUX JIMLA.

IMoTnuc 1okTOpaHaa

VY beorpany,







N3jaBa 0 HCTOBETHOCTH HITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje TOKTOPCKOT pajaa

Nwme u nipesume aytopa: ITaBne CtojkoBuh
bpoj unnekca: J1X04/2020
Crynujcku nporpam: Xemuja

HacnoB pana: Jlu3aju u cuHTe3a AepuBaTa CKIapeosia KOju 10Ka3yjy aHTUTYMOPCKY aKTUBHOCT
MPOTHB PE3UCTEHTHHX henjCcKuX JIMHMja TIN00IacTOMa U HECUTHOheNHjCKOT KapiuHOMa Tutyha

Mentopu: np Urop Oncenuna, ap Harama Tep3uh-JoBanosuh

W3jaBspyjem ja je mrammana Bep3uja MOT TOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA EJIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
caM Ipenao/na 3a 00jaBJbHUBamke Ha NopTany JIMruraaHor pemo3uTopujymMa YHHBep3uTeTa y
beorpany.

Jlo3BosbaBaM /1a ce 0OjaBe MOjU JIMUHU IOJAlld Be3aHH 3a J0OWjame aKkaJleMCKOT 3Bama JTIOKTOpa
HayKa, Kao MITO Cy UMe U Mpe3uMe, TOANHA U MECTO polera U 1aTym oadpaHe paja.

OBM JNHYHM TMOAALM MOTY c€ 00jaBUTH Ha MPEXHHUM CTpaHUIAMa JIUTUTaIHE OHOIMOTEeKe, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y myOnukanujama Y HuBep3uteta y beorpany.
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M3jaBa o kopumhemy

Ognamthyjem YHuBep3urercky oubnmoreky ,,CBero3ap MapkoBuh® na y Jlurutrainau peno3uTopujym
VYuusep3urera y beorpany ynece Mojy JOKTOPCKY TMCEPTAIH]y IO/ HACIOBOM:

/M3ajH M CMHTe3a JepuBaTa CKJIAPe0Ja KOjU NMOKAa3yjy AaHTUTYMOPCKY AaKTUBHOCT IIPOTHB
pe3ucTeHTHUX heamnjckux JuHUja riimodJacToma n HecuTHOhesMjckor kapunHoMa miyha

KOja je MOje ayTOPCKO JeJo.

JlucepTanujy ca CBUM MPHJIO3UMa TPeao/ia caM y elIeKTPOHCKOM (opMaTy MOTOIHOM 3a TPajHO
apXHBHpAbE.

Mojy IOKTOpCKY IUCepTalnjy MoXpamweHy y Jlururaiau perno3utopujym YHuBep3uTera y beorpamy
MOT'y J1a KOPHCTE€ CBH KOjH IOILITY]y OApende caapaHe y ogadpaHoM Tuiy JuieHie Kpeatusae
3ajennuie (Creative Commons) 3a KOjy caM ce OJUTy9Ho/JIa.

1. AyropctBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIH]jaTHO

3. AyTopcTBO — HEKOMepLHjaIHO — O€3 Impepajie

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIMJAJIHO — JACJUTH M0 UCTUM yCIIOBHUMaA
5. AyTtopcTBO — 0e€3 mpepaje

6. AyTOpCTBO — JEJINTH MOJ UCTUM yCIIOBUMA

(Monumo J1a 3a0KpyKHTE caMo jeIHy O IIeCT MOHyheHUX JUIIEeHIH, KpaTaK OMKC JIMLEHIU JaT je
Ha nonehuHu nucra).

HHornuc 1oxkTOopanga

VY beorpany,




1. AyTopcTBo - Jl03BOJbaBaTe yMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIN]Y U JABHO CAOTIIITaBakE JIeJIa, U Mpepaje,
aKo ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauyuH opeheH oJ CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHUIICHIE, YaK U Y
koMepuujanHe cepxe. OBo je HajcII000JHI]a O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HekoMepuHjajiHo. J[o3BoJbaBaTe yMHOXaBame, TUCTPUOYLH]y U jaBHO
caomiuTaBame Jeja, ¥ pepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HaYMH oJipel)eH oJ] cTpaHe ayTopa Wil
naBaolia jguieHie. OBa JIMIEHIIa He 103B0JbaBa KOMEPIIHMjalHy yIoTpeOy nena.

3. AyTOpPCTBO - HEKOMepUHjaJIHO — 0e3 mpepaje. [lo3BosbaBaTe YMHOXKABaWke, TUCTPUOYIH]Y U
JaBHO CaoMILTaBame Jena, 0e3 MpoMeHa, MPeodINKOBakba N YIIOTpede /1ena y CBOM Jeiy, ako ce
HaBe/le MMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on cTpaHe ayTopa win naBaoua jgurenne. OBa JUIeHIA He
JI03BOJbaBa KOMEPLHMjaIHy yIOTpeOy zena. Y 0IHOCY Ha CBE OCTaJie JIMICHIIe, OBOM JIMLIEHIIOM Ce
orpaHnnyaBa HajBehu oOuM rnpasa kopunrhema jaena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjAJIHO — AeJTUTH MO MCTHM ycJI0BUMA. /[03BOJbaBaTe yMHOXKABAE,
JTUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CAOIIIITaBAkE JeJIa, U Ipepajie, ako ce HaBee UMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH
O]l CTpaHe ayTopa WM JjaBaolia JIMLEHIIE U aKo ce mpepaja AMCTpuOyrpa moj UCTOM WU CIUYHOM
muneHnoM. OBa JHIIEHIA He 103B0JbaBa KOMEpLUjalIHy yoTpeOy Aea u npepaja.

5. AytopcTBo — 0e3 mpepaje. /[03BosbaBaTe yMHOXKaBame, JUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CAOIIITABAHE
nena, 0e3 mpoMeHa, MpeoOIMKOoBamka UK YIIOTpeOe /Iea y CBOM JIeiy, aKo Ce HaBeJe UMe ayTopa Ha
HauuH ojpeheH oJ cTpaHe ayTopa Win JaBaoua juieHie. OBa JMIeHIa 103B0JbaBa KOMEPIH]jaTHy
ynotpeOy nena.

6. AyTOpPCTBO - 1eJTUTH MO/ UCTUM YcJd0BUMa. J[03BOJbaBaTe YMHOKABaWHE, TUCTPUOYIH]Y U jaBHO
caomInTaBame Jeja, ¥ mpepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HaulH oJipel)eH o] cTpaHe ayTopa Wil
JlaBaolia JIUIEHIIE U aKo ce Mpepajia TUCTpUuOynpa Mo KCTOM UM CIIMYHOM JiniieHIoM. OBa JHIIeHIIa
J103BOJbaBa KOMEPIIUjaIHy yrnoTpeoy nena u npepaga. CiuyHa je copTBEpCKUM JIMIIEHIIaMa, OJTHOCHO
TUIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.



