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REZIME

Naslov:

Derivati diaminoalkiladamantana sa supstituisanim hinolinima kao inhibitori

parazita Plasmodium falciparum i botulinum neurotoksina

Rezime: Malarija je jedna od najrasprostranjenijih bolesti, koja preti priblizno polovini
svetske populacije i koja je u zemljama u razvoju glavni uzrok smrtnosti dece uzrasta do
5 godina. Nagli razvoj rezistentnih formi parazita na postojee antimalarike stvara
potrebu za razvojem novih lekova. Jedna od strategija za razvoj novih lekova, kojom se
smanjuju troskovi 1 skra¢uje vreme potrebno za pronalazak novih aktivnih supstanci je
hemijska modifikacaja postojecih hinolinskih antimalarika poznatog mehanizma
dejstva.

U okviru ove doktorske teze izvrSena je sinteza serije aminohinolinskih derivata
kod koje su adamantanski fragmenti preko amido-aminskih 1 diaminskih premostnih
nizova povezani sa razliito supstituisanim hinolinskim jezgrima. Odredena je
antimalarijska aktivnost svih sintetisanih jedinjenja. Rezultati bioloskih testova potvrdili
su antimalarijsku aktivnost, a dodatno je utvrdena i inhibitorna aktivnost pojedinih
derivata prema botulinum neurotoksinu tipa A (BoNT/A LC).

Botulinum neurotoksini (BoNTs) sa letalnom dozom (LCsp) od 1-5 ng/kg telesne
tezine su najsmrtonosniji otrovi poznati coveku. Zbog svoje velike toksi¢nosti, lakoce
proizvodnje i transporta svrstavaju se od Centra za kontrolu i prevenciju bolesti SAD u
A kategoriju agenasa sa najve¢im rizikom za koriS¢enje u bioterorizmu. Nepostojanje
odobrenog farmakoloSkog pristupa za tretman intoksikacije, stvara veliku potrebu za

razvojem inhibitora BoNT.

U toku rada dobijeni su sledeci rezultati:

(i) Sintetisano je osam amido-adamantanskih aminohinolina (99a-d i 100a-d).
Svi sintetisani amidni derivati poseduju nedovoljno dobru in vitro antimalarijsku
aktivnost (ICsop = 6 - 1400 nM). Na osnovu indeksa rezistencije (IR) uocena je visa
aktivnost amido-adamantanskih aminohinolina prema CQS soju (D6) u poredenju sa

CQR (W2) i multirezistentnim (TM91C235) sojem. Najaktivnije jedinjenje iz ove serije
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pokazuje in vitro aktivnost prema CQS soju D6, 100a: 1Cqo(D6) = 157 nM osam puta
nizu od aktivnosti CQ (ICoo(D6) = 20 nM).

(#i) Sintetisana je serija aminohinolinskih derivata kod kojih su adamantanski
fragmenti preko diaminskih premostnih nizova normalnog niza povezani za hinolinsko
jezgro (106a-d, 106i, 107a-d i 107i). Od 10 sintetisanih jedinjenja cak 8 poseduje bolju
aktivnost (ICq) prema CQS soju D6 u odnosu na CQ (1), dok je 7 derivata aktivnije
prema multirezistentnom C235 i jedan prema CQS soju W2 u odnosu na MFQ (14). Di-
adamantanski derivati (108i, 109a-c i 109i), koji nastaju kao sporedni proizvodi
prilikom reduktivnog aminovanja iskazuju nekoliko puta loSiju aktivnost prema svim
sojevima parazita verovatno kao posledicu prisustva dve voluminozne adamantanske
jedinice.

¢ Najaktivnije jedinjenje u in vitro testu je amin 106a koji prema CQR 1 MFQ
umereno osetljivom soju W2 ispoljava aktivnost (ICgy = 15,22 nM) $§to je priblizno
aktivnosti MFQ (ICyy = 19,14 nM) i1 oko 50 puta bolje od aktivnosti CQ (ICqp = 736
nM).

¢ Efikasnost jedinjenja 106a in vivo odredivana je modifikovanim Thompson-
ovim testom u eksperimentima vrSenim na misevima inficiranim P. berghei. Primenom
106a u dozi od 40 mg/kg/dan preZivela su dva od pet testiranih miSeva. Smrt inficiranih
miSeva nastupila je izmedu 16. i 24. dana (kod prezivelih miSeva uoceno je prisustvo
parazita 31. dana, a nekropsijom su utvrdena oSte¢enja mozga i jetre prouzrokovana

malarijom).

(Zii) Sintetisana je serija aminohinolinskih derivata sa racvastim diaminskim
nizom (N-C(a)-C(a')-N-C(a'")-Ad): sintetisano je 8 derivata kod kojih je mesto ra¢vanja
u susedstvu hinolinskog jezgra (Me/Et-C(a), 106e-h 1 107e-h), 3 derivata sa mestom
granjanja na adamantanskom fragmentu (Me-C(a' '), 114a-c¢), 6 derivata kod kojih je
mesto grananja blize adamantanskom fragmentu (Me/Et-C(a'), 114e-h i 115e-h) i 11 N-
metilovanih adamantanskih derivata (H-C(a) i N-Me (116a-c i 117a-¢) i Me-C(a) i N-
Me (116e-fi117e-g)).

¢ Ustanovljeno je da mesto ra¢vanja ima znacajan uticaj na antimalarijsku

aktivnost 1 metabolicku stabilnost sintetisanih derivata, kao i da najvecu aktivnost i
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najvisu stabilnost pokazuju derivati sa metil-grupom u poziciji do hinolinskog jezgra
(Me-C(a)). Uvodenje etil-grupe na a-ugljenikov atom, kao i pomeranje mesta racvanja
iz polozaja u kojem je bliza hinolinskom jezgru u polozaj u susedstvu adamantanskog,
ili na adamantanski fragment, dovodi do smanjenja inhibitorne aktivnosti i metabolicke
stabilnosti. Od 8 sintetisanih derivata ¢ak 7 poseduje bolju inhibitornu aktivnost (ICsg)
prema CQS soju D6 u odnosu na CQ (1), dok je svih osam derivata aktivnije prema
multirezistentnom C235, a pet prema MFQS soju W2 u poredenju sa MFQ (14). Treba
istaci 1 da tri aminohinolinska jedinjenja (106e, 107e i 107g) pokazuju preko deset puta
bolju aktivnost prema C235 u odnosu na MFQ (14). Takode, dva derivata (106e i 107¢)
pokazuju deset puta viSu aktivnost prema D6 soju u odnosu na CQ (1).

¢ Metabolicka stabilnost u kombinaciji sa dobrom antimalarijskom aktivnoscéu i
niskom toksi¢nos¢u izdvojila je jedinjenja 106f, 107e, 107g i 115e za sledecu fazu,
ispitivanje in vivo antimalarijske aktivnosti. Najbolju in vivo aktivnost pokazao je
derivat 106f. Pri dozama od 160 i 80 mg/kg/dan izleceno je svih pet inficiranih miSeva.

¢ Kako sinteza jedinjenja koja deluju na obe faze ciklusa parazita (eritrocitnu i
egzo-eritrocitnu fazu) danas predstavlja veliki izazov, u nastavku istrazivanja ispitivane
su in vitro inhibitorne aktivnosti aminohinolina 106f i njegovog etiladamantanskog
analoga (107f) u fazi jetre. Za odredivanje aktivnosti upotrebljena je metoda
bioluminiscentne kvantifikacije. Inhibitorna aktivnost u fazi jetre odredivana je pri
sedam razli¢itih koncentracija (10-0,1 pM). Pri koncentraciji od 5 uM jedinjenja 106f i
107f pokazuju znacajnu inhibitornu aktivnost, smanjujuci nivo parazitemije u fazi jetre
na 0,1% odnosno 8%.

Pri nizim koncentracijama aktivnost jedinjenja se smanjuje, pri ¢emu
metiladamantanski derivat pokazuje bolju zavisnost procenta inhibicije od primenjene
koncentracije (poseduje bolji “dose-response”) i pri koncentraciji od 2,5 uM znatno je
aktivniji od svog etiladamantanskog homologa (106f smanjuje parazitemiju na 2%, a

107f na 63%).

(iv) Sintetisani su F-C(3) analozi najaktivnije adamantanske grupe jedinjenja,
aminohinolinski derivati sa ra¢vastim diaminoalkil-nizom (N-C(a)-C(a')-N-C(a." ")) kod
kojih je mesto grananja u neposrednom susedstvu hinolinskog jezgra (Me-C(a)). Radi

poredenja nakon sinteze derivata 4-amino- (168e-g i 169f-g) sintetisani su i
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odgovarajuc¢i derivati 2-amino-3-fluoradamantanske serije jedinjenja (170e-g i 171f-g).
U cilju ispitivanja uticaja poloZaja metil-grupe na diaminoalkil-nizu na antimalarijsku
aktivnost kod adamantanskih 4-amino-3-fluorhinolina sintetisan je derivat 172 sa metil-
grupom u poziciji blizoj adamantanskom fragmentu (Me-C(a')). Sintetisani su F-C(3)
analozi CQ i AQ-13 ( F-CQ(158) i F-AQ13 (159) kao i njima odgovarajuc¢i 2-amino-
izomeri (160 1 161).

¢ [n vitro antimalarijska aktivnost svih sintetisanih F-C(3) adamantanskih
derivata prema svim sojevima P. falciparum je znafajno niza u poredenju sa
aktivnostima H-C(3) izostera. Nedovoljno dobra in vitro aktivnost fluorovanih derivata
je potvrdena kod F-CQ (158) koji prema CQS soju D6 pokazuje trideset puta nizu
aktivnost u odnosu na CQ.

¢ U cilju dobijjanja informacija o moguc¢em mehanizmu dejstva fluorovanih
derivata, odreden je stepen inhibicije gradenja B-hematina jedinjenja 158-160 1 168f i
uporeden sa stepenom inhibicije nefluorovanih analognih jedinjenja (CQ (1), AQ13 (2) i
106f). Vrednosti inhibicije gradenja B-hematina ispitivanih derivata pokazuju da fluorni
derivati imaju znac¢ajno nize 1Csy vrednosti u odnosu na H-C(3) izostere. Na osnovu tih
rezultata i Cinjenice da postoji zavisnost stepena inhibicije gradenja p-hematina i
molarnog odnosa hemina 1 ispitivanog jedinjenja, proistice da se ispitivani fluorovani
derivati znacajno bolje vezuju za slobodni hematin u poredenju sa H-C(3) izosterama i
da najverovatnije imaju isti mehanizam dejstva kao i CQ. Takode, znacajno visa
inhibitorna aktivnost F-CQ (158, ICso = 1,07) u odnosu na aktivnost njemu analognog
2-amino-derivata (160, 1Csy = 2,43) ukazuje da polozaj sporednog alkilamino-niza
znacajno utice na interakcije aminohinolina i hematina.

¢ Uvodenje fluora u C(3)-polozaj aminohinolinskog jezgra smanjenje pKa
vrednosti jedinjenja. Fluorni derivati su na fizioloSkom pH isklju¢ivo, a na pH FV
parazita prevashodno u monoprotonovanom obliku, za razliku od H-C(3) izosternih
derivata koji su u fizioloSkim uslovima prisutni u monoprotonovanom, a u FV u
diprotonovanom obliku. Shodno tome za razliku od jedinjenja CQ (1), AQ13 (2) i 106f
koji sa hematinom dolaze u interakciju isklju¢ivo u diprotonovanom obliku, F-C(3)
izostere 158, 160 1 168f u interakciju stupaju pretezno u monoprotonovanom obliku.

¢ Jedinjenje 168f, kao F-C(3) analog do sad najaktivnijeg sintetisanog

adamantanskog derivata (106f) izabran je za dalje in vivo testiranje zbog visokog
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stepena inhibicije gradenja B-hematina i pored loSe in vitro antimalarijske aktivnosti i
nedovoljne metabolicke stabilnosti (u mikrozomalnoj suspenziji misa (t;, = 21 min) i u
suspenziji humanih mikrozoma (12 = 13 min)). Kada se primeni oralno u dozi od 160 ili
80 mg/kg/dan jedinjenje 168f, poput svoje izostere (106f, H-C(3)) dovodi do izleCenja
svih pet misSeva (MCD za oba jedinjenja iznosi 80 mg/kg/dan). Razlika u aktivnosti
izostera postaje primetna tek pri nizim dozama. Primenom 106f u dozama od 40 i 20
mg/kg/dan postize se privremeno suzbijanje infekcije ispod nivoa detekcije pri cemu
jedinjenje pokazuje aktivnost i pri nizim dozama (MAD jedinjenja 106f je 10
mg/kg/dan), dok je jedinjenje 168f neaktivno prilikom primene u dozi od 20 i 10
mg/kg/dan.
¢ Ispitivan je efekat uvodenja fluora na C(3) hinolinskog jezgra na inhibiciju
nastajanja sporozoita u fazi jetre. Poredenjem aktivnosti fluorovanih derivata sa
aktivnostima odgovarajucih izostera (poredenjem odgovaraju¢ih H-C(3)/F-C(3) parova
106f 1 168f odnosno 107f 1 169f) moze se uociti da uvodenje fluora u poloza; C(3)
hinolinskog jezgra dovodi do znacajnog povecanja in vitro inhibitorne aktivnosti.
Fluorovani derivati poseduju znacajno nize ICsy vrednosti u odnosu na odgovarajuce
izosterne H-C(3) derivate (168f: ICso = 0,3 uM u odnosu na 106f: ICso = 1-2,5 uM i
169f: I1Csp = 1-2,5 uM u odnosu na 107f: ICso = 2,5-5 uM). Pri koncentraciji 5 uM, svi
fluorovani derivati pokazuju dobru inhibitornu aktivnost, smanjujuéi nivo parazitemije
na 1-3%. Sa smanjenjem koncentracija aktivnost jedinjenja opada pri ¢emu jedinjenja
168f znacajnu aktivnost (od 38%) ispoljava cak i pri koncentraciji 0,125 uM, $to ga ¢ini
prvim hinolinskim derivatom sa izrazenom in vitro aktivno$¢u na forme plazmodijuma
prisutne u jetri.
¢ U nameri da se dobije bolji uvid u aktivnost jedinjenja u fazi jetre vrSeno je
ispitivanje in vivo antimalarijske aktivnosti jedinjenja 168f. Eksperimenti su vrSeni na
C57BL miSevima inficiranim PbA-LuciGFP sporozoitima P. berghei. U dva paralelna
ogleda jedinjenje 168f je primenjeno oralno u dozama od 50 odnosno 80 mg/kg tokom
tri dana u kontinuitetu (dan pre (D-1), na dan (DO) i dan nakon infekcije (D+1)).
Procena in vivo inhibitorne aktivnosti jedinjenja u fazi jetre odreduje se 48h posle
inokulacije merenjem relativnog intenziteta luminiscencije jetre zivih miSeva.

Primenom aminohinolina 168f u dozi od 50 mg/kg smanjuje se nivo parazitemije u fazi
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jetre za 84% (relativni nivo parazitemije koji se odreduje u odnosu na slepu probu).
Kada se primeni u ve¢oj dozi od 80 mg/kg 168f sniZava nivo parazitemije za 92%.

+ Kako jedinjenje 168f i pored loSe in vitro aktivnosti iskazuje znacajnu in vivo
aktivnost u eritrocitnoj fazi, kao i u fazi jetre, u nastavku istraZivanja vrSene su
detaljnije metabolicke studije kojima je ispitana metabolicka stabilnosti jedinjenja u
hepatocitima misSa i Coveka i odreden njegov metabolicki profil. Utvrdeno je da
unutras$nji klirens, odnosno brzina kojom se jedinjenje 168f eliminiSe iz hepatocita misa
i Coveka iznosi 8,7 pL/min/10° odnosno 8,9 pL/min/10°. Vreme poluZivota u
hepatocitima misa (t;, = 79 min) i Coveka (t;» = 78 min) ukazuje na znacajnu
metabolicku stabilnost jedinjenja 168f 1 u nesaglasnosti je sa njegovim kratkim
vremenom poluzivota u mikrozomalnoj suspenziji iz jetre misa (t;» = 21 min), odnosno
coveka (t;»= 13 min).

U okviru metabolickih studija vrSena je identifikacija metabolita koji nastaju
inkubacijom jedinjenja 168f sa hepatocitima. Posle dvocasovne inkubacije pored
polaznog jedinjenja (37% u ogledu u hepatocitima misa, 32% u humanim hepatocitima)
MS/MS spektroskopijom detektovani su iskljuéivo proizvodi hidroksilacije [M+16]" i
dihidroksilacije [M+32]" (M : [M+16]" : [M+32]" = 33 : 26 : | u ogledu sa
hepatocitima misa, odnosno 35 : 26 : 1 u ogledu sa humanim hepatocitima). Proizvodi
druge faze metabolizma nisu detektovani.

U cilju ispitivanja potencijalne kardiotoksi¢nosti najaktivniji fluorni derivat 168f
i njegov izosterni H-C(3) analog 106f podvrgnuti su testu blokade hERG kanala.
Testom je pokazano da jedinjenja nisu kardiotoksi¢na. Odredene ICsy vrednosti derivata
vece su od 5 uM (u istom ogledu kinidinu kao pozitivnoj kontrolnoj probi odredena je
ICsy vrednost 2,67 uM). Takode oba jedinjenja, pri najvisoj koncentraciji na kojoj je
vrsen hERG test 5 uM, pokazuju nisku inhibiciju kalijumovih kanala (106f: 11,7% i
168f: 8,54%).

Ispitivan je 1 mutageni potencijal jedinjenja 106f Ames testom. Eksperimenti su
vrSeni pri koncentraciji jedinjenja 106f od 500 pM, na sojevima Salmonella
typhimurium sa defektom u genu za biosintezu histidina (TA98 i TA100), sa i bez
prisustva S9 (+S9, -S9). Negativni rezultati testa ukazuju da ispitivano jedinjenje kao ni
njegovi metaboliti nisu genotoksi¢ni 1 da ne ispoljavaju Stetni efekat na nivou DNK

molekula.
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(v) Sintetisani su H-C(7) analozi najaktivnije adamantanske grupe jedinjenja,
aminohinolini sa racvastim diaminoalkil-nizom kod kojih je mesto grananja u
neposrednom susedstvu hinolinskog jezgra (CH3-C(a)), 177e-f i 178e-g). Dodatno,
sintetisani su 1 odgovaraju¢i analogni F-C(3) derivati sa diaminopropanskim nizom
(190f i 191f).

¢ Derivati H-C(7) serije pokazuju nizu aktivnost u odnosu na derivate inicijalne
CI-C(7) serije. Uvodenje fluora u polozaj C(3) hinolinskog jezgra kod derivata des-
hloraminohinolinske serije jedinjenja (poredenjem odgovaraju¢ih (H-C(3), H-C(7)) i (F-
C(3), H-C(7)) parova: 177f 1 190f, 178f i 191f) dovodi do dodatnog smanjenja
inhibitorne aktivnosti

¢ Odreden je stepen inhibicije gradenja B-hematina derivata 177f 1 190f.
Rezultati BHIA testova (177f (ICso = 1,22) 1 190f (ICso = 0,61)) potvrduju ranije uocen
trend po kome uvodenje atoma fluora u polozaj C(3) 4-aminohinolinskog jezgra dovodi
do povecanja inhibitorne aktivnosti i boljeg vezivanja fluornih derivata za hematin.

¢ Jedinjenja 177f 1 190f kao H-C(7) analozi adamantanskih derivata 106f i 168f
odabrana su za dalje in vivo testiranje 1 pored nedovoljno izrazene in vitro
antimalarijske aktivnosti, a usled visokog stepena inhibicije gradenja P-hematina.
Prilikom oralne primene u dozi 80 mg/kg/dan jedinjenja ne dovode do izleCenja
parazitemije. Neznatno bolju aktivnost pokazuje H-C(3) derivat 177f privremeno

suzbijajuci infekciju ispod nivoa detekcije za razliku od F-C(3) izostere (190f).

(vi) Odreden je procenat inhibicije metaloproteaze botulinum neurotoksina tipa
A (BoNT/A LC) svih sintetisanih jedinjenja. Rezultati inhibitorne aktivnosti sintetisanih
adamantanskih aminohinolina ukazuju da pojedini derivati pri koncentaciji od 20 uM
vr$e umerenu inhibiciju metaloproteaze: 116b (71%), 116f (67%), 114f (65%), 107f
(64%), 116¢ (63%) 1 116b (61%).

¢ Deset aminohinolina: 114f, 116b, 116f, 168f, 169f, 190f, 191f, 180f, 181b i
183f je odabrano za ex vivo eksperimente, u kojima je odredivana sposobnost jedinjenja
da u motornom neuronu Stite SNAP-25 protein od hidrolize kao posledice intoksikacije
botulinum neurotoksinom. Najvisu ex vivo inhibitornu aktivnost imaju derivati 116f i
116b. Kada se primene u koncentraciji od 10 uM ili 20 uM 30 min pre intoksikacije
motornog neurona derivati 116f i 116b stite SNAP-25 protein od dejstva holotoksina
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BoNT/A 63% (116f); 56% (116b) odnosno 72% (116f); 51% (116b). Dodatno, kada se
primeni 30 odnosno 60 min nakon intoksikacije jedinjenje 116b Stite SNAP-25 od
dejstva holotoksina BoNT/A 46,4% odnosno 39,5%. Pri istim eksperimentalnim

uslovima 116f ne pokazuje inhibitornu aktivnost.



SUMMARY
Title:

Diaminoalkyladamantane derivatives with substituted quinoline as inhibitors of

parasite Plasmodium falciparum and botulinum neurotoxin

Abstract: Malaria is one of the most devastating diseases which threatens half the
world's population and remains a major cause of mortality among children aged < 5
years in developing countries. The wide-spread resistance of various strains to current
antimalarials potentiates the need for development of new drugs. One of the strategies
for the development of new therapeutics, that reduces costs and shortens the time
needed for the discovery of new active substances, is chemical modification of
quinoline-based drugs with known mechanism of action.

Antimalarial and BoNT/ LC inhibitory activities of variously substituted 4-
aminoquinolines coupled to adamantane carrier were described within this PhD thesis.

Botulinum neurotoxins (BoNTs) are the most potent of known toxins (LCso= 1-
5 ng/kg). Due to ease of production, spreading and lethality BoNTs are listed as
category A biothreat agens by the U.S. Centers for Disease Control and Prevention
(CDC). The absence of an approved pharmacological approach for the treatment of

intoxication, creates an urgent need to develop inhibitors BoNT.

The results are summarized as follows:

(i) Eight derivatives with an amide functionality linking the 4,7-ACQ moiety
to adamantane (99a-d and 100a-d) were synthesized. All synthesized compounds are
poorly active (ICsp = 6 - 1400 nM). Analysis of the resistance index (RI) showed that
compounds are more active against D6 strain than against the CQ-resistant W2 and
multidrug resistant TM91C235 strain. The most active amide within the series is eight
times less active (100a: ICy (D6) = 157 nM) against the CQ- sensitive D6 strain than
CQ (ICq (D6) =20 nM).

(ii) The series of ten aminoquinoline derivatives in which the adamantane
fragment is connected to quinoline core through unbranched diamine linker was

synthesized (106a-d, 106i, 107a-107i and 107i). Eight out of ten synthetic derivatives
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exhibited better ICyg activity against CQ-sensitive D6 strain compared to CQ (1), seven
are more potent against multi-resistant C235 strain and one against MFQ-sensitive W2
strain than MFQ (14). The side products of the reductive amination, di-adamantane
derivatives (108i, 109a-c and 109i), were several times less active against all strains,
presumably due to their two voluminous adamantyl components (due to their increased
steric bulk).

¢ Compound 106a was the most in vitro active compound witin the series. It
exihibited activity (ICqp = 15.22 nM) comparable to MFQ (14) activity (ICyy = 19.14
nM) and 50 times better than CQ (1) (ICy = 736 nM) toward CQ-resistant and MFQ-
moderately sensitive W2 strain.

¢ Derivative 106a was examined for its in vivo efficacy in a mouse model. Using
a modified Thompson test, 106a was oraly administered to mice infected with P.
berghei. Two out of five mice survived when 106a was administered in a dose of 40
mg/kg/day. Death of infected mice occurred between the 16. and 24. day (the survivor
mice showed the presence of parasites thirty first day and necropsy revealed brain and

liver damage caused by malaria).

(iii) Analogous series of aminoquinoline derivatives with a branched diamine
linkers (N-C(a))-C(a')-N-C(a")-Ad) was synthesized: eight derivatives with branch in a
position next to quinoline core (Me/Et-C(a), 106e-h and 107e-h), three derivatives with
branch on adamantane fragment (Me-C(a' "), 114a-c), six derivatives in which the place
of branching is closer to the adamantane fragments (Me/Et-C(a'), 114e-h and 115e-h)
and eleven N-methylated derivatives of adamantane (H-C(a) and N-Me (116a-c¢ and
117a-c); Me-C(a) and N-Me ( 116e-f and 117e-g)).

¢ The position of branch in diamine linker had a favourable effect on
antimalarial activity and metabolic stability. Adamantane aminoquinolines with branch
next to quinoline core, derivatives with methyl group in the a-position to nitrogen (Me-
C(a)) recorded highest in vitro antimalarial activity and metabolic stability. The
introduction of ethyl group in the a-position, shifting the branch from a position close to
quinoline nucleus to adamantane fragment as well as the introduction of branched

adamantane fragment leads to decrease of the inhibitory activity and metabolic stability.
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All of eight synthesized derivatives were more potent comparing MFQ (14)
against multi-resistant C235 strain, five of them against MFQ-sensitive W2 strain and
seven compounds were more active against CQ-sensitive D6 strain comparing to CQ
(1). Also three aminoquinolines (106e, 107e and 107g) were over 10-fold more active
than MFQ (14) against multi-resistant C235 strain and two of them (106e and 107e) 10
times more potent than CQ (1) against D6 strain.

¢ Four aminoquinolines (106f, 107e, 107g and 115e) were selected for in vivo
antimalarial screening due to their favourable microsomal metabolic stability and
excellent selectivity indices (SI). When administered orally compound 106f showed the
highest activity. This compound cured 5/5 mice at doses of 160 and 80 mg/kg/day.

¢ In an attempt to develop multistage antimalarials, the possible liver stage
activity of amonoquinoline 106f and its homologue 107f was investigated. Liver stage
inhibitory activity was assessed at seven concentrations (10-0.1 puM). At 5 uM
concentration, homologues 106f and 107f appear to be potent inhibitors of LC infection
(0.1 and 8%, respectively).

Activity of compounds 106f and 107f diminished at lower concentrations,
whereby derivative 106f had a better a dose-dependent behavior and at a concentration
of 2,5 uM 106f (m=1) was significantly more active (2%) than its homolog 107f (m=2,
63%).

(iv) Analogous F-C(3) series of aminoquinoline derivatives with a branched
diamine (N-C(a)-C(a')-N-C(a") linkers, with methyl group next to quinoline core, (Me-
C(a)) were synthesized. Corresponding derivatives of 2-amino-3-fluoroadamantane
(170e-g and 171f-g) were synthesized after 4-amino-series of compounds (168e-g and
169f-g), for comparison. In order to investigate the influence of the methyl group at
diaminoalkyl linker on the antimalarial activity, derivative 172 was synthesized. F-C(3)
analogues of CQ and AQ13 ( F-CQ (158) and F-AQ13 (159)), as well as their 2-amino
isomers (170 and 161) were also synthesized.

¢ All F-C(3) adamantane derivatives showed significantly lower activity against
all P. falciparum strains than their H-C(3) isosteres. The lack of in vitro activity of C(3)
fluorine derivatives was extended to F-CQ derivative (158), which is thirty times less

active than CQ (1) against CQ-sensitive D6 strain.
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¢ In order to obtain basic information on the mechanism of action, fluoro
aminoquinolines derivatives, 158-160 and 168f, were screened for the inhibition of -
hematin formation and compered to the degree of inhibition of non fluorinated analogue
compounds (CQ (1), AQ13 (2) and 106f). The results indicate that fluoro derivatives
display dose dependent inhibition of B-hematin formation, with ICsy values considerably
lower as compared to C(3)-H isostere values. This demonstrates their significantly
better ability to interact with hematin comparing to C(3)-H isosteres and might suggest
a similar mechanism of action as CQ (1). Higher activity of F-CQ (158, ICso = 1.07)
compared to 2-amino-analog derivative (160, ICs, = 2.43) indicates that the interference
of alkylaminoquinolines with hematin formation probably depends on the position of
the alkylamino side chain as well.
¢ The introduction of the fluorine atom at C(3) aminoquinoline core reduces
acidity constant values (pK,) of the compounds, thus raising their acidity.
Experimentally determined pKa values of homologous isosteric H-C(3)/F-C(3) pairs
(pKa;(106f) = 6.96 vs. pKa;(168f) = 4.92; pKa,;(CQ) = 7.22 vs. pKa;(158, F-C(3)-CQ)
= 5.17 and pKa;(AQ13) = 7.48 vs. pKa;(159, F-C(3)-AQ13) = 5.16) clearly indicate
that all examined fluoro derivatives are monoprotonated at physiological pH and to a
great extent in food vacuole. Therefore, it appears that while CQ (1), AQ13 (2) and 106f
interact with hematin as diprotonated species, their F-C(3) isosteres 158, 160 and 168f
are mostly present in monoprotonated form in food vacuole. Accordingly, compounds
CQ (1), AQ13 (2) and 106f interact with hematin only as diprotonated species, while F-
C(3) isosteres 158, 160 and 168f interact predominantly as monoprotonated species.
¢ Compound 168f, as F-C(3) isostere of the most active synthesized adamantane
derivative (106f) was selected for further in vivo testing since it is potent f-hematin
formation inhibitor, despite poor in vitro antimalarial activity and insufficient metabolic
stability (microsomal suspension of mouse (t;» = 21 min) and human (t;» = 13 min)).
When administered orally, like isostere 106f, compound 168f, cured 5/5 mice at 160
mg/kg/day or 80 mg/kg/day, (Thompson test) minimal curative dose (MCD) of 80
mg/kg/day for both compounds was estimated), respectively. The difference between
the isosteres 106f (H-C(3)) and 168f (F-C(3)) becomes evident at lower doses.
Aminoquinoline 106f exhibiting MAD even at 10mg/kg/day and clearance with
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recrudescence at 20 mg/kg/day, while 168f was ineffective at 20 mg/kg/day and 10
mg/kg/day.
¢ The effect of F-C(3) in aminoquinoline substituent on the liver stage inhibitory
activity was investigated by assaying homologue pairs of fluoro isosteres, namely 168f
and 169f. It was found that the fluorine at C(3) leads to an enhanced activity of 168f
compared to 106f (IC50 = 0.31 uM vs IC50 = 1-2.5 uM, respectively) as well as of 169f
compared to 107f (IC50 = 1-2.5 uM vs IC50 = 2.5-5 uM, respectively). At 5 uM
concentration, all fluoro derivatives show good inhibitory activity and reduce the level
of parasitemia to 1-3%. At lower concentrations their activity was found to decrease.
However, in case of 168f a significant in vitro inhibitory activity (38%) was observed
even at 0.125 pM demonstrating, to the best of our knowledge, the first 4-

aminoquinoline which shows evident in vitro activity against Plazmodium liver stage.

¢ To obtain a better insight into liver stage activity of the most active
aminoquinoline 168f, we examined its in vivo activity against P. berghei liver stage.
Two groups of five C57BL/6J mice were treated orally with 168f at 50 mg/kg and 80
mg/kg doses during three consecutive days D-1, DO and D+1. Mice were infected with
luciferase expressing P. berghei sporozoites on DO followed by assessment of liver
parasite load 48 h after infection by luminescence. When administered at the dose 50
and 80 mg/kg, compound 168f showed 84% and 92% decrease of the P. berghei liver
load relative to controls, respectively.

¢ Because the fluoro derivative 168f showed remarkable in vivo activity both
against LS and in asexual blood stages, we checked this compound for hepatocyte
metabolic stability followed by metabolite profiling. The intrinsic clearance of 8.9 and
8.7 uL/min/106 cells (human, mouse, respectively) was estimated, therefore, significant
stability in hepatocytes resulted: t;» = 78 min, 79 min (human, mouse, respectively), in
contrary to the reported poor metabolic stability when incubated with hepatic
microsomes (t;» = 13 min, 21 min (human, mouse, respectively). The amount of
remaining parent compound 168f at 120 min is 32% (human) and 37% (mouse).
Metabolite identification exposed the monohydroxylation product as the main one, and
the product of dihydroxylation as minor, after 60 min: M : [M+16]" : [M+32]"=
35:26:1 (human); M": [M+16]" : [M+32]"= 33:26:1 (mouse). No phase II products were
detected.
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Both 106f and 168f were submitted to hERG test, and IC50 > 5 uM was
estimated for both. At highest concentration tested (5 uM), low inhibition was found:
106f, 11.7%; 168f, 8.54% (positive control quinidine ICsy = 2.67 uM).

The Ames test used to assess the mutagenic potential of 106f afforded positive

results: antiplasmodial 106f was negative at 500 pg/mL against Salmonella typhimurium

strains TA98 and TA100 (+S9, —S9).

(v) H-C(7) Analogous series of aminoquinoline derivatives with a branched
diamine (N-C(a)-C(a')-N-C(a") linkers, with methyl group next to quinoline core, (Me-
C(a), 177e-f and 178e-g) were synthesized. F-C(3) Analogues series of derivatives with
diaminopropionic linker (190f and 191f) have also been synthesized.

¢ Derivatives of new H-C(7) series showed significantly lower activity
compared to the initial CI-C(7) series. The introduction of the fluorine atom at C(3)
aminoquinolin core at the derivatives of des-chloraminequinoline series of compounds
additionally reduces the inhibitory activity (corresponding (H-C(3), H-C(7)) and (F-
C(3), H-C(7)) homologues: 177f and 190f; 178f and 191f were compared).

¢ Aminoquinolines 177f and 190f were screened for suppression of B-hematin
formation. The result obtained (177f (ICso = 1.22) and 190f (ICso = 0.61)) confirmed the
previously observed trend, that the introduction of fluorine at the C(3) position of 4-
aminoquinolines increases the inhibition of PB-hematin formation and increases the
ability of fluoro derivatives to interact with hematin.

¢ Compounds 177f and 190f, a H-C(7) analogs of adamantane derivatives 106f
and 168f were selected for further antimalarial screening in vivo because of its high
level of inhibition of the B-hematin formation despite poor in vitro antimalarial activity.
At dose 80 mg/kg/day none of the compounds cured infection, thereby isostere 177f (H-
C(3)) was more active than 190f (F-C(3)), providing clearance with recrudescence at the

administered concentration.

(vi) For all synthesized compounds percent inhibition of the botulinum
neurotoxin serotype A metalloprotease (BoNT/A LC) was examined. Results from the

analyses of synthesized adamantine aminoquinolines derivatives indicate that some of
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these compounds at 20 pM are moderate inhibitors (116b (71%), 116f (67%), 114f
(65%), 107f (64%), 116¢ (63%) and 116b (61%)).

¢ Ten aminoquinolines: 114f, 116b, 116f, 168f, 169f, 190f, 191f, 180f, 181b and 183f
were chosen for ex vivo screening, in which the ability of derivatives to protect SNAP-
25 during BoNT/A challenge in primary neurons was examined. Compounds 116f and
116b showed the highest inhibitory activity in the ex vivo assay. When administered 30
min before intoxication of motor neurons at 10 uM or 20 puM concentrations,
compounds 116f and 116b protect the SNAP-25 protein hydrolysis in 63% (116f); 56%
(116b) and 72% (116f); 51% (116b) respectively. In addition, when applied 30/60 min
after intoxication the derivative 116b at 20 uM protects the SNAP-25 protein hydrolysis
in motor neurons in 46.4% and 39.5% respectively. In the same experiment the

compound 116f does not show inhibitory activity.



Lista skracenica i termina

ART artemizinin

AQ aminohinolin

Boc terc-butiloksokarbonil

BoNT botulinum neurotoksin

CNS centralni nervni sistem

CQ hlorokin

4-CQ 4-hlorhinolin

CQR CQ-rezistentni soj

CQS CQ-osetljivi soj

D6 soj parazita P. falciparum smanjene osetljivosti prema meflokinu (MFQ) 1
halofantrin, a osetljiv prema hlorokinu(CQ) i pirimetaminu

DCM dihlormetan

4,7-DCQ 4,7-dihlorhinolin

DDT dihlorodifeniltrihloretan

DHA dihidroartmizinin

DHFR dihidrofolat-reduktaza

DHPS dihidropteroat-sintetaza

DMF N,N-dimetilformamid

DMSO dimetil-sulfoksid

DOXP 1-dezoksi-D-ksiluloza-5-fosfat

DPEPhos Bis-[2-(difenilfosfino)fenil]etar

EDy, doza jedinjenja koja je farmakoloski efikasna na 90% ispitivanog uzorka

EDC etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid

FP-IX feroprotoporfirin IX

FV hranljiva vakuola (food vacuole)

G6PD glukoza-6-fosfat dehidrogenaza

GSH redukovani oblik glutationa

Hb hemoglobin

Hemin feriprotoporfirin-hlorid

HOBt 1-hidroksibenzotriazola



ICso

K1

LFT
MB
MetHb
MFQ
MFQR
MFQS
MIC

MTD

NBS
NF54
NFSI
NMP
PCC
PP-IX
PQ
ON
RI

SI
SNAP-25
SPhos
TCTP

TFA
TM91C235

TMEDA
W2

malarija: vrednost ICsy je definisana kao koncentracija supstance koja
izaziva 50% inhibicije ugradnje hipoksantina. Ugradnja hipoksantina
predstavlja meru sinteze DNA parazita, a ugradnja hipoksantina je direktna
mera rasta parazita

citotoksicnost: 1Csy vrednosti su definisane kao koncentracije pri kojima je
inhibirano preZivljavanje 50% ispitivanih ¢elija u odnosu na kontrolni uzorak

soj parazita P. falciparum rezistentan prema hlorokinu (CQ)
lumefantrin

metilensko plavo

methemoglobin

meflokin

MFQ-rezistentni soj

MFQ-osetljivi soj

minimalna koncentracija pri kojoj ispitivana supstanca iskazuje inhibitorno
dejstvo

maksimalna tolerantna doza predstavlja najviSu dozu leka koja ne dovodi do
nepozeljnih sporednih efekata

N-bromsukcinimid
soj parazita P. falciparum osetljiv prema hlorokinu (CQ)

N-fluorbenzensulfoimid

N-metilpirolidin

piridinijum-hlorhromat

protoporfirin IX

primakin

kinin

indeks rezistencije

indeks selektivnosti
Synaptosomal-Associated Protein (od 25 kDa)
dicikloheksilfosfino-2',6'-dimetoksibifenil

skracenica od Translationaly Controlled Tumor Protein (translaciono
kontrolisani tumorski protein

trifluorsiréetna kiselina

soj parazita P. falciparum visoko rezistentan prema meflokinu (MFQ),
hlorokinu (CQ) i kininu (QN)
tetrametiletilendiamid

soj parazita P. falciparum rezistentan prema hlorokinu (CQ), pirimetaminu,
sulfadoksinu i kininu (QN), a osetljiv prema meflokinu (MFQ).
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1. UVOD

Borba protiv malarije danas je jedan od glavnih prioriteta Svetske zdravstvene
organizacije (SZO). U siromasnim delovima Afrike i Azije malarija i danas predstavlja
glavni uzrok smrtnosti dece uzrasta do 5 godina. Kako je za ocekivati da u narednom
periodu klimatske promene i razvoj rezistencije parazita prema postoje¢im lekovima
dovedu do porasta broja obolelih, u svetu se danas ¢ine veliki napori u iznalazenju
novih antimalarika.

Botulinum neurotoksin (BoNT) je od strane Centra za kontrolu 1 prevenciju
bolesti SAD svrstan u A kategoriju agenasa sa potencijalno najveéim rizikom za
koris¢enje u bioterorizmu. Strah od upotrebe BoNT kao biohemijskog otrova,
moguénost slucajne kontaminacije hrane i te¢nosti kao i neadekvatne primene BoNT na
klinikama (gde poslednjih godina nalazi sve ve¢u primenu), uz nepostojanje odobrenog
farmakoloSkog pristupa za tretman intoksikacije, stvaraju veliku potrebu za razvojem
inhibitora botulinum neurotoksina.

Jedna od strategija za razvoj novih antimalarika je hemijska modifikacija
postojecih lekova poznatog mehanizma dejstva, poput aminohinolinskih derivata.
Primenom ovog postupka smanjuju se troskovi i skracuje vreme potrebno za pronalazak
novih aktivnih supstanci.

Kao cilj ove doktorske disertacije postavljena je sinteza 1 ispitivanje
antimalarijske aktivnosti aminohinolinskih derivata sa lipofilnom adamantanskom
strukturnom jedinicom kao 1 njihovih analognih derivata sa razlicito, u polozaju C(3) 1
C(7), supstituisanim aminohinolinskim jezgrom. Dodatno, u nameri da se utvrdi da li
svoju aktivnost iskazuju na vise, medusobno nepovezanih patogenih meta predvideno je
ispitivanje inhibitorne aktivnosti svih sintetisanih adamantanskih derivata prema
botulinum neurotoksinu tipa A (BoNT/A).

Ova doktorska disertacija se sastoji iz tri dela:

¢ U Opstem delu izlozeni su osnovni podaci o malariji i botulinum

neurotoksinu, kao i1 pregled literature koji se odnosi na jedinjenja sa
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izrazenom antimalarijskom aktivnho§¢u 1 izrazenom inhibicijom
botulinum neurotoksina.

¢ U Nasim radovima detaljno su prikazani rezultati nasih istrazivanja:
sinteza adamantanskih derivata, analiza strukture sintetisanih jedinjenja,
ispitivanje njihove bioloSke aktivnosti (antimalarijske aktivnosti 1
inhibicije botulinum neurotoksina), metabolicke stabilnosti 1 inhibicije
gradenja f-hematina.

¢ U Eksperimentalnom delu detaljno su opisani postupci za sintezu svih

dobijenih jedinjenja i osnovni detalji bioloskih analiza.

Slede izvod na srpskom i engleskom jeziku, zakljucak i spisak koriS¢ene
literature. Kao prilog dat je CD sa spektrima jedinjenja sintetisanih u toku izrade

doktorske teze.
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2.1. Malarija

Malarija je jedno od najrasprostranjenijih parazitskih oboljenja. KarakeriSu je
naizmenican porast temperature, mucnina, gréevi, bolovi u zglobovima i anemija. U
slucaju cerebralne malarije dolazi i do neuroloskih komplikacija poput oste¢enja mozga
1 kome. Preko 90% sluc¢ajeva malarije zabeleZi se u Africi, gde najugroZeniju kategoriju
&ine trudnice i deca starosti do pet godina.'” Prema procenama Svetske zdravstvene
organizacije (WHO) svake godine od malarije oboli preko 200 miliona ljudi od kojih
umire oko 400.000.’

Uzroc¢nici malarije su protozoe, roda Plasmodium, koje prenose Zenke komaraca
roda Anopheles. Do danas je opisano preko 150 vrsta plazmodijuma. Kod ljudi malariju
izaziva pet vrsta: Plasmodium vivax (P. vivax), Plasmodium malarie (P. malarie),
Plasmodium falciparum (P. falciparum), Plasmodium ovale (P. ovale) i Plasmodium
knowlesi' (P. knowlesi)*, dok ostale vrste ovog roda napadaju sisare, ptice i gmizavce. P.
vivax je mnajrasprostranjenija vrsta, a P. falciparum je najsmrtonosnija (neleCena
infekcija ovom vrstom u oko 80% slucajeva dovodi do smrtnog ishoda). Nagli porast
rezistencije parazita na veéinu postojecih lekova, pogotovo sojeva P. falciparum, ¢ini

situaciju alarmantnom.
2.1.1. Zivotni ciklus malarijskog parazita
U toku svog razvoja paraziti prolaze kroz dva ciklusa: aseksualni, ciklus koji se

odvija samo u obolelom i naziva $izegenija 1 seksualni ciklus koji se odvija delom u

bolesniku, a delom u komarcu i naziva se sporogonija (slika 1).

" Prvi sluéaj inokulacije ljudi plazmodijumom P. knowlesi (malarijskim parazitom koji napada majmune
roda Macaca fascicularis) zabelezen je 2004. godine. Od tada pa do danas gotovo u svim zemljama
jugoistoéne Azije zabelezeni su slu¢ajevi u kojima su ljudi zaraZzeni ovom vrstom parazitom.
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Slika 1. Zivotni ciklus malarijskog parazita
(izvor: JHSPH OpenCourseWare).

Sizogonija. Komarac u &oveka ubodom unosi parazite u formi sporozoita.
Sporozoiti krvotokom odlaze u jetru gde se razmnozavaju i formiraju Sizonte.
Prskanjem zrelih Sizonta oslobadaju se merozoiti. Merozoiti napustaju hepatocite i
vra¢aju se u krvotok gde inficiraju eritrocite. Paraziti P. vivax i P. ovale mogu se
mesecima, pa ¢ak i godinama, ucauriti u jetri u obliku hipnozoita (uspavana forma) pre
nego sto udu u krvotok i pojave se prvi znaci infekcije. Merozoit u eritrocitima
zapoCinje ciklus razmnozavanja prolaze¢i kroz faze prstenova, trofozoita i krvnih
Sizonta do merozoita. Tokom ovog ciklusa, koji moze da traje 24-96 h zavisno od vrste,
naglo se povecava broj parazita §to dovodi do pucanja eritrocita. Tokom jednog ciklusa
u svakom inficiranom eritrocitu dolazi do formiranja 8-32 novih merozoita. Oslobodeni

merozoiti mogu izvrSiti infekciju novih eritrocita i tako otpoceti novi ciklus
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razmnozavanja. Malariju karakteriSu periodi¢ni nagli porasti temperature koji se
podudaraju sa prskanjem eritrocita i oslobadanjem novih merozoita. U odsustvu terapije
ciklusi razmnoZavanja merozoita mogu se ponavljati do eventualnog smrtnog ishoda
pacijenta.

Sporogonija. Jedan broj merozoita u eritrocitima ne ucestvuje u procesu
razmnozavanja ve¢ se u procesu diferencijacije, koji nije dovoljno razjaSnjen,
preobrazava u muske i Zenske gametocite.” Gametociti se smatraju najodgovornijim za
Sirenje malarije jer u ovoj formi parazit moze nedeljama opstati u krvotoku. Ubodom
obolelog komarac usisava krv zarazenu parazitima. U digestivnom traktu komarca
dolazi do transformacije zenskih gameta u makrogametocite i deljenja muskih gameta
na mikrogametocite. Njihovim stapanjem vrsi se oplodnja i nastaje zigot. Zigot se
transformiSe u ookinetu koja se probija kroz zidove zeluca do supseroze gde se
transformiSe u cistu. Prskanjem ciste oslobadaju se sporozoiti koji se koncentrisu u
pljuvacnim Zzlezdama. Novim ubodom zarazenog komarca otpocinje novi malarijski

ciklus.

2.1.2. Antimalarijski lekovi

Prema nacinu delovanja lekovi koji se trenutno koriste u leenju malarije mogu

se podeliti u nekoliko grupa.’

2.1.2.1. Hinolinski antimalarici

2.1.2.1.1. 4-Amino hinolini

Najvazniji predstavnik 4-amino hinolinske grupe antimalarika je hlorokin (CQ
(1), slika 2). Sintetisan 1934. godine, decenijama je uz DDT imao glavnu ulogu u
kontroli i iskorenjivanju malarije (posebno u periodu nakon Drugog svetskog rata).

Predlozeni su razli¢iti mehanizmi dejstva CQ poput inhibiranja enzima
uklju¢enih u katabolizam hemoglobina,® inhibiranja tirozin kinaze,” DNK i RNK
polimeraze,'® spre¢avanja sinteze hem-zavisnih proteina'' kao i inhibiranje fosfolipaze
hranljive vakuole.'? Kako je CQ aktivan isklju¢ivo prema parazitima u eritrocitnoj fazi i

ne pokazuje aktivnost prema gametocitima i parazitima u fazi jetre (hipnozoitima)



2. OPSTI DEO

pretpostavlja se da je glavni mehanizam kojim CQ ispoljava antimalarijsko dejstvo

povezan sa procesom katabolizma hemoglobina.
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Slika 2. 4-Aminohinolinski antimalarici koji su u klinickoj primeni ili se nalaze u

preklinickoj 1 klini¢koj fazi ispitivanja.

Parazit u eritrocitima domacina intezivno vrsi razgradnju hemoglobina i na taj
nacin sebi obezbeduje slobodne aminokiseline neophodne za rast i razmnoZavanje.
Tokom procesa razgradnje hemoglobina (koji se odvija unutar hranljive vakuole
parazita (FV)) kao sporedni proizvod oslobada se hem koji je toksi¢an po parazit. Da bi
se sprecilo Stetno dejstvo hema, parazit vr$i njegovu oksidativnu polimerizaciju do
hemozoina uz nastajanje malarijskog crnog (parazit vrsi oksidaciju hema (FP-Fe(II)) do
hematina (FP-Fe(Ill)), koji gradi stabilne p-okso dimere 1 ¢ijom daljom polimerizacijom
nastaje hemozoin). Hlorokin, preko hinolinskog jezga gradi stabilne n—m komplekse sa
u-okso dimerima hematina i na taj nacin sprecava gradenje hemozoina i detoksifikaciju
parazita."

Dobra aktivnost CQ (1) i njemu analognih hinolinskih derivata posledica je ne

samo delovanja hinolinskog jezgra, ve¢ i1 strukture prisutne terminalne amino-grupe
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koja omogucava akumuliranje jedinjenja unutar hranljive vakuole parazita. Hlorokin je
slaba diproti¢na baza (pKa1 = 8,1; pK,> = 10,2) koja u neprotonovanom obliku lako
prolazi kroz membrane i dospeva u hranljivu vakuolu parazita. U kiseloj sredini vakuole
(pH = 5,0-5,4) vrSi se njeno protonovanje. Membrana je slabo propustljiva za
protonovanu formu jedinjenja §to za posledicu ima akumuliranje CQ (1) unutar
hranljive vakuole.'

Prvi slucajevi rezistencije pojedinih sojeva P. falciparum prema CQ (1)
zabeleZzeni su jo§s 1957. godine prevashodno kao posledica njegove neadekvatne i
prekomerne upotrebe. Novija istrazivanja su pokazala da do rezistencije dolazi usled
mutacije na membranskom proteinskom PfCRT transpoteru,”” &ime je spreteno
akumuliranje CQ (1) u FV parazita.'® Mutacija aminokiseline u poloZaju 76 (K76T)
PfCRT smatra se osnovnim razlogom za razvoj rezistencije. Pretpostavlja se da mutirani
PfCRT transporter pasivnom difuzijom (ponasajuéi se kao jonski kanal)' ili aktivnim
transportom (sluze¢i kao nosa¢)'® omogucéava protonovanoj formi CQ (1) da lakse
napusti hranljivu vakuolu. U prisustvu verapamila (blokatora K' kanala, koji moze
blokirati 1 PfCRT transporter) osetljivost CQ-rezistentnih sojeva (CQR) parazita prema
CQ (1) se vraca."”

Od pocetka razvoja rezistencije pojedinih sojeva parazita prema CQ (1), pa do
danas, sintetisan je veliki broj njegovih analoga u potrazi za aktivnijim antimalarikom.
Na slici 2 prikazani su samo najaktivniji hinolinski derivati, jedinjenja koja su nasla
klini¢ku primenu ili se nalaze u preklinickoj i klini¢koj fazi ispitivanja.

Proucavanje odnosa strukture i aktivnosti u seriji sintetisanih derivata, analoga
CQ (1), pokazalo je da vecu aktivnost prema CQR sojevima parazita ispoljavaju
jedinjenja sa bonim nizom kra¢im od 4 i duzim od 7 ugljenikovih atoma.** Od
sintetisanih jedinjenja, AQ-13 (2, slika 2) je pokazao najbolju aktivnost i trenutno se
nalazi u I fazi klini¢kog ispitivanja.”' Sporedni bo¢ni lanci hinolinskih derivata, u in
vivo uslovima, podlezu metaboli¢kom dezalkilovanju.?? Kako se dezetilovanjem kratkog
lanca AQ-13 (2) dobija manje lipidno rastvoran, samim tim i manje bioraspoloziv
metabolit, Sira upotreba AQ-13 (2), mogla bi u perspektivi, povecati rezistenciju
parazita prema CQ (1) i dovesti do unakrsne rezistentcije.”

Amodiakin (3, AQ, slika 2) je fenil-supstituisani analog hlorokina, koji se usled

dobre aktivnosti prema CQ-rezistentnim sojevima parazita (uprkos toksi¢nog efekta



2. OPSTI DEO

metabolita na ¢elije jetre 1 unakrsne rezistencije sa CQ) od 1990. godine, na preporuku
Svetske Zdravstvene Organizacije (WHO) koristi kao lek.** Kao i kod CQ (1), N,N-
dietilamino-grupa u AQ (3) podleze metabolickom dezetilovanju.25 Dezetilovani
metaboliti zadrzavaju dobru aktivnost prema CQ-osetljivom soju (CQS), ali poseduju i
smanjenu aktivost prema CQR sojevima.*® Dodatno, kod AQ (3) dolazi i do oksidacije
4-aminofenolne grupe bo¢nog niza dejstvom citohroma P-450 pri ¢emu nastaje toksi¢ni
proizvod hinonimin.

N-terc-Butilizokin?’ (4), pironaridin®® (5, PND) i naftokin (6) (slika 2) su
metabolicki stabilniji analozi AQ. Kod N-terc-butilizokina (4), nastajanje toksi¢nog
metabolita, odgovaraju¢eg iminhinona spre¢eno je premesStanjem hidroksilne grupe iz
pozicije C(4') u poziciju C(3') aromaticnog jezgra. Kod naftokina i PND (5)
supstituenti u poziciji C(3") sternim efektom sprecavaju nukleofilni napad na
aromati¢no jezgro i gradenje potencijalno hepatotoksi¢nih tiolnih adukata.” Dodatno
kod N-terc-butilizokina 1 naftokina zamenom dezetilovanju podlozne N, N-dietilamino-
grupe metabolicki stabilnijom N-terc-butilgrupom postignuta je bolja aktivnost prema
CQ-rezistentnim sojevima (6: t;» = 472 h; 4: EDso = 2,8 mg/kg (testovi vrSeni na
miSevima zarazenim P. berghei)*®).

Ferokin (7, FQ, slika 2) je prvi organometalni antimalarik koji je dosao do
klinicke faze ispitivanja. Biot i saradnici su pokusali da iskoriste veliki afinitet parazita
prema gvozdu i sintetiSu aktivnije derivate CQ (1) uvodenjem hidrofobne ferocenil-
grupe u diaminoalkil-boéni niz.*® FQ (7) poseduje dobru in vitro aktivnost prema CQR
sojevima P. falciparum®" (prema $izontima pokazuje 22 puta visu aktivnost u odnosu na
CQ) i visestruko-rezistentnim sojevima P. vivax,’> kao i dobru in vivo aktivnost prema
P. berghei. Pretpostavlja se da ferokin antimalarijsko dejstvo iskazuje viSestrukim
mehanizmom 1 da osim §to inhibira sintezu hemozoina generise i reaktivne vrste koje
mogu dovesti do oksidativnog osteéenja lipidne membrane FV.*

Bishinolinski dimer, piperakin (8, slika 2) sintetisan je 1960. godine i narednih
20 god. sve do pojave prvih znakova rezistencije kod parazita (kao i pojave
artemizinina) koristio se u Kini kao glavni lek u prevenciji malarije. Piperakin poseduje
dobru in vitro aktivnost prema CQR sojevima, Sto moze biti posledica otezanog
uklapanja sterno-zahtevnog piperakina (8), za vezivno mesto PfCRT transportera kao i

boljeg akumuliranja unutar FV parazita. U odnosu na hlorokin 8 poseduje 2 dodatna
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azotova atoma koja se unutar FV protonuju i dodatno otezavaju izlazak protonovane
forme kroz membranu. Usled dobre aktivnosti i zadovoljavaju¢ih farmakoloskih
osobina (poput dobre lipidne rastvorljivosti i dugog vremena potrebnog za njegovu
eliminaciju)®** u novije vreme sve se vie razmatra primena piperakina u kombinaciji sa
kratko Ziveéim antimalaricima (poput trioksana OZ439° o Gemu ée biti vise redi u

.. e ey . o . .. 36
nastavku teksta) prema kojima paraziti joS nisu razvili rezistenciju.

2.1.2.1.2. 8-Aminohinolini

8-Amino-hinolininski derivati ¢ine vaznu grupu antimalarika s obzirom na to da
jedini svoje dejstvo, iskazuju i u egzo-eritrocitnim fazama razvoja parazita (aktivni su
prema gametocitima i hipnozoitima) (slika 3).

Najreprezentativniji ¢lan ove klase jedinjenja je primakin (9 (PQ), slika 3). Iako
je sintetisan jo§ 1946. godine’’ do danas je ostao jedino klinicki dostupno jedinjenje
aktivno prema gametocitima svih sojeva parazita. S obzirom na to da gametociti mogu
opstati u krvi i do 6-7 nedelja i da su odgovorni za transmisiju - prenos parazitemije sa
coveka na komarca, 9 danas ima vaznu ulogu u spre¢avanju Sirenja malarije. Primakin
deluje 1 na parazite u fazi jetre i tako sprecava da se infekcija proSiri na eritrocite 1 da se
pojave simptomi parazitemije. Od posebne vaznosti je njegova aktivnost prema
hipnozoitima (forma parazita karakteristicna za sojeve P. ovale i P. vivax) kao
uzro¢nicima recidiva. Hipnozoiti mogu mesecima i godinama ostati u¢aureni u jetri, pre
nego Sto diferenciraju u merozoite, dovedu do pucanja hepatocita i oslobode se u
krvotok. Ispitivanja su pokazala da se primenom PQ (9) koja zapocne dan nakon
zavrsene standardne trodnevne kure lecenja CQ (1) (tokom koje se odraslim pocijentima
daje CQ u ukupnoj dozi od 1,5 g) u pojedinac¢noj dozi od 30 mg tokom 14 dana,
odnosno 60 mg tokom 7 dana (primenom PQ (9) u ukupnoj dozi od 420 mg) eliminiSu

. e o .. . .. 138
hipnozoiti i spreava povracaj parazitemije.
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Slika 3. 8-Aminiohinolinski antimalarici.

Iako se ne vodi kao profilakticki agens, ispitivanja su pokazala da se primenom
PQ (9) u pojedinacnoj dozi od 30 mg jedan dan nakon inokulacije sprecava eritrocitna
faza. Nize doze PQ (9) kao i doze date pre ili na sam dan inokulacije ne pruzaju
adekvatnu zastitu.”

Aktivnost primakina kao i ostalih 8-aminohinolinskih derivata ¢esto se povezuje
sa nezeljenim sporednim efektima, poput hemolititke” i methemoglobinske™ anemije,
kao posledica toksi¢nosti njihovih metabolita (slika 4). Toksi¢nost je narocito izraZzena
kod pacijenata kojima nedostaje glukoza-6-fosfat dehidrogenaza (G6PD)iV. U oblastima
koje su najviSe pogodene parazitemijom nedostatak ovog enzima se javlja kod gotovo

20% populacije.

“ Metabolizmom PQ nastaju reaktivne kiseoniéne reaktivne vrste poput peroksid-, superoksid- i hidroksi-
radikala koji denaturiSu hemoglobin i izazivaju hemoliticku anemiju.

 Methemoglobin (MetHb) je oksidativni oblik hemoglobina koji nije u stanju da veZe i prenosi kiseonik
do okolnog tkiva. Normalni nivo MetHb u eritrocitima je 1-3% u odnosu na hemoglobin (Hb). Kod osoba
kojima nedostaje G6PD ili methemoglobin reduktaza (NADH-zavisni enzim koji MetHb prevodi u Hb)
nivo MetHb je neSto viSi. Oksidativni stres kao posledica dejstva slobodnih radikala nastalih
metabolizmom primakina dodatno povec¢ava nivo MetHb i dovodi do methemoglobinanemije.

" Kod osoba sa nedostatkom G6PD nivo glutationa (GSH §titi éeliju od oksidativnog stresa) u eritrocitima
inficiranim malarijskim parazitom je nedovoljan da pruzi adekvatnu zastitu od toksi¢nog dejstva
slobodnih radikala nastalih iz hidroksilovanih metabolita primakina.

10
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Slika 4. Glavni metabolicki putevi PQ (9) prema in vitro i in vivo studijama.*

LoSa in vitro, a dobra in vivo aktivnost ukazuju da bi metabolicki proizvodi
primakina mogli biti odgovorni za antimalarijsku aktivnost.****** Struktura pojedinih
metabolita primakina slicna je strukturi naftohinolona, koji poput avatohinona
antimalarijsku aktivnost iskazuje narusavanjem normalnog elektronskog potencijala
mitohondrijske membrane i tako spretava sintezu pirimidina.** Utvrdeno je da se
primakin (PQ, 9) poput avatohinona selektivno akumulira u mitohondrijama parazita*’

46
6 Sto

(1000 puta je ve¢i afinitet vezanja za cbl citohrom parazita nego domacina),
dovodi do njihovog oticanja i strukturnih promena u unutra§njosti membrane.*’
Pretpostavlja se da akumuliranje primakina moze spreciti razvojne faze parazita koje
zahtevaju funkcionalne mitohondrije.*®

Tacan mehanizam delovanja i dalje je nepoznanica s obzirom na to da primakin

ne pokazuje podjednaku aktivnost prema svim sojevima parazita (iskazuje aktivnost

prema krvnoj fazi soja P. berhgei i P. vivax, ali ne 1 prema krvnoj fazi parazitskog soja

11
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P. falciparum) 1 da se od artemizinina 1 avatohinona razlikuje po aktivnosti i
specifi¢nosti koju iskazuje prema razli¢itim formama parazita.

U potrazi za terapeutski efikasnijim i manje toksi¢nim derivatima, sintetisan je
niz analoga PQ (9), supstituisanjem hinolinskog jezgra i modifikovanjem terminalne
amino-grupe. Strukture najaktivnijih drivata prikazane su na slici 3. Jedinjenje NPC-
1161C (10, slika 3)* pokazuje dobru oralnu aktivost i u odnosu na primakin (9) ima
produZeno vreme dejstva. Jedinjenje efikasno deluje na forme parazita krvi i jetre, pa se
moze koristiti u profilaktike i u terapeutske svrhe.”® In vivo eksperimentom je utvrdeno
da 10 pokazuje profilakticku aktivnost kada se primeni u pojedinac¢noj dozi od 2 mg
po&evsi od 2 dana pre zakljuéno sa drugim danom nakon inokulacije migeva.’’

Bulakin (11, slika 3) je analog PQ (9) koji je razvijen u Indiji (CDRI-Central
Drug Research Institute of India).”> U odnosu na primakin brZe i pri manjoj kocentraciji
eliminiSe gametocite iz krvi. Pojedinac¢na dozi od 3,75 mg/kg (na majmunu inficiranom
P. Cynomolgi) dovoljna je da u roku od 5 sati u potpunosti blokira nastajanje oocita u
komarcu (u komarcima roda 4. stephensi koji su se hranili krvlju inficiranog majmuna
nisu identifikovane oocite).” Za razliku od primakina ¢ijom sedmodnevnom primenom
nivo methemoglobina (MetHb) u eritrocitima moze dosti¢ci 16% (u poredenju sa
normalnih 1-3%), primena bulakina ne dovodi do znacajnog porasta nivoa MetHb cak 1
kod pacijenata sa nedostatkom G6DP.>*

Tafenokin (12, slika 3) je 8-aminohinolinski derivat koji pored toga sto deluje na
forme parazita u jetri (P. vivax) i tako spreCava povracaj prazitemije (rekrudescenciju),
aktivnost iskazuje 1 na parazite u eritrocitnoj fazi. Ovo jedinjenje je aktivno na krvne
Sizonte viSestruko-rezistentnih sojeva P. falciparum. Dobra aktivnost (4-100 aktivniji od
PQ) i neuporedivo duzi period poluzivota (14 dana)’® u odnosu na primakin (6 h) &ini
tefenokin najozbiljnijim kandidatom za terapeutsku primenu (trenutno se nalazi u Il fazi

klinickog ispitivanja).

2.1.2.2. Amino-alkoholi

Kinin (13, QN, slika 5), prirodni alkaloid kore juznoamerickog kinoa drveta
(Cinchona  succirubra) spada medu najstarije poznate antimalarike. Pored

antimalarijskog 13 ispoljava i1 analgeti¢ko, antiinflamatorno i antipireticko dejstvo.

12
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Izolovali su ga francuski hemicari 1820. godine,”® nakon &ega je do pojave CQ (1)

koriS¢en kao jedini efikasan lek u tretmanu malarije izazvane parazitskim sojem P.

falciparum.
/
no. ™M
MeO N
N7 CF,
13 (kinin, QN) 14 (meflokin, MFQ) Kf
'

15 (lumefantrin, LFT) 16 (halofantrin)

Slika 5. 4-Metanol hinolini.

Mada je vremenom zamenjen hinolinskim derivatima (¢ija upotreba ne dovodi
do neprijatnih sporednih pojava) i artemizininom, QN (13) se i dan danas usled niske
cene koristi za leCenje tezih oblika malarije u siromasnim regionima.

QN (13) i meflokin (14, MFQ) kao 1 njima srodni arilamino-alkoholi lumefantril
(15, LFT) i halofantrin (16) (slika 5), aktivni su isklju¢ivo prema eritrocitnoj fazi
parazita. Poput veéine hinolinskih i ovi derivati aktivnost prevashodno iskazuju
inhibiranjem  gradenja hemozoina 1 formiranjem stabilnih kompleksa sa
feriprotoporfirinom IX. Istrazivanja su pokazala da MFQ (14) uti¢e na transport
supstanci iz eritrocita domaéina u FV malarijskog parazita.’” Nizak nivo hemoglobina u
parazitu ukazuje da bi inhibiranje endocitoze hemoglobina mogao biti dodatni
mehanizam kojim meflokin iskazuje antimalarijsku aktivnost.”®

Razvoj rezistencije prema LFT (15) 1 halofantrinu (16) posledica je mutacija na
PfMDRI1 transporteru koje olakSavaju protonovanim formama jedinjenja da napuste
FV.” Interesantno je da je otpornost P. falciparuma na 15 (mutacije na PfMDRI)
povezana sa prestankom rezistencije parazita prema CQ (nestajanjem mutacija na
PfCRT).*’ Nedavne studije su pokazale da lumefantrin blokira Ikr kanale (kanali za brzu

faznu repolarizaciju K" struje) i dovodi do produzavanja QT intervala u

13
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elektrokardiogramu (EKG), pa je 1 pored dobre aktivnosti usled kardiotosi¢nosti u

. . “ o 61
mnogim zemljama povucen iz upotrebe.

2.1.2.3. Peroksidni antimalarici

2.1.2.3.1. Artemizinini

Biljka Artmisia annua se vekovima koristi u kineskoj tradicionalnoj medicini.
Autor Ben Cao Gang Mu, prvi put, 1596. godine pominje upotrebu ekstrakta ove biljke
u le¢enju malarije.®” Aktivna supstanca je izolovana tek sedamdesetih godina proslog
veka i nazvana je artemizinin (17, ART, slika 6).* Stefanovi¢ i saradnici prvi su

izolovali artemizinin, ali na Zalost, pripisali su mu pogresnu strukturu.®*

17 (artemizinin, ART) 18 (dihidroartemizinin, DHA) 192 (R=Me, artemetar)
19b (R=Et, arteetar)

20 (Na artesunat) 21 (artemizon)
Slika 6. Artemizinini.

ART (17) veoma brzo deluje 1 efikasno snizava nivo parazitemije. Najbolje
rezulte pokazuje prilikom lecenja cerebralne malarije, gde dovodi do izlecenja kod
gotovo 90% pacijenata. Aktivnost iskazuje prema eritrocitnim formama parazita:
mladim trofozoitima i gametocitima pri ¢emu je podjednako aktivan i prema hlorokin-
rezistentnim i prema hlorokin-osetljivim sojevima parazita. Od posebne vaznosti je
njegova uloga u inhibiciji rasta gametocita s obzirom na to da je ova forma parazita

odgovorna za inficiranje komaraca i Sirenje zaraze.

14
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Uprkos visokoj efikasnosti (u klinickim uslovima, kod gotovo svih pacijenata
postignuto je vra¢anje normalne telesne temperature u toku 72 ¢asa i eliminacija
aseksualnih formi parazita iz krvi 120 sati posle po&etka ledenja)®* ART (17) pokazuje
nekoliko ozbiljnih farmakoloskih nedostataka: visok stepen povracaja bolesti kao
posledica kratkog poluzivota u plazmi, mala rastvorljivost u vodi i1 uljima, 1 slaba oralna
aktivnost, izuzev prilikom primene u visokim dozama.

Otkrice da je aktivnost dihidroartemizinina (18, DHA, slika 6) veca od
aktivnosti samog ART (17) dovela je do sinteze velikog broja derivata u potrazi za
jedinjenjima koja pored vece aktivnosti poseduju i bolje farmakoloSke osobine. Prvu
generaciju derivata ART (17) predstavljaju etri i estri karboksilnih kiselina (slika 6).%°
Od velikog broja sintetisanih etara, artemetar (19a) i1 arteetar (19b) pokazuju najbolje
karakteristike. Artemetar (19a) je odabran za klinicka ispitivanja i danas je ve¢ nasao
primenu kao jedan od najefikasnijih lekova u lecenju obolelih od cerebralne malarije.
Kada se primenjuje u kombinovanoj terapiji sa lumefantrinom (15) (Coartem®)
smanjuje broj gametocita 6-8 puta efikasnije u odnosu na CQ (1). Znacaj veoma dobre
aktivnosti etara, kao i bolje rastvorljivosti u ulju u odnosu na ART (17), umanjen je
njihovim losim farmakoloskim osobinama: kratkim poluzivotom u plazmi i toksi¢noséu
prema ¢elijama CNS-a kada se primenjuju u ve¢im dozama.

Vecina estara pokazuje bolju aktivnost od DHA (18). Od velikog broja
sintetisanih estara najbolje karakteristike pokazuje Na-artesunat (20, slika 6),
natrijumova so monoestra Cilibarne kiseline. Pri intravenoznoj administraciji Na-
artesunat pokazuje aktivnost 5,2 puta vecu od aktivnosti ART (17). Uoceno je da je 20
podjednako efikasan prema CQR i1 CQS sojevima parazita, da najvecu aktivnost
iskazuje u slucajevima cerebralne malarije, kao i da njegova primena u poredenju sa
ART (1) dovodi do brzeg nestajanja parazitemije. Kod pacijenata sa tezim oblicima
malarije gde se ne moze ¢ekati dejstvo injekcija za koje je potrebno i1 nekoliko sati (ili u
oblastima gde su injekcije nedostupne) i kod kojih nije mogucée primeniti oralnu
terapiju, rektalnom primenom 20 (artesunat supozitorijuma) znacajno se smanjuje rizik
od smrti i mozdanog ote¢enja.*

Nazalost, dobre karakteristike Na-artesunata, zahvaljuju¢i kojima je dobio
preporuku za klinicku upotrebu, u senci su njegove niske stabilnosti. U fizioloskim

uslovima 20 se brzo hidrolizuje do DHA (18).% 1z tog razloga najée$ée se primenjuje u
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obliku tableta u kombinaciji sa hinolinskim antimalaricima koji imaju duzi poluzivot u
plazmi.

Da bi se sprecilo metabolicko razlaganje artemizinskih derivata do DHA (18)
kao posledice prisustva supstituenata vezanih preko kiseonikovog atoma za C-10,
sintetisana je serija 10-(alkilamino)artemizinina.®® Medu sintetisanim derivatima
artemizon (21, slika 6) se izdvaja aktivnoS¢u i1 dobrim farmakoloSkim osobinama
(poseduje duzi poluzivot, dobru bioraspolozivost, efikasan je u manjim dozama) i za
razliku od drugih peroksidnih antimalarika ispoljava in vitro aktivnost i prema soju
parazita P. yoelii u fazi jetre (<100 nM).*’ Artemizon (21) je pored arteetra (19b) jedini

derivat artemizinina koji se trenutno nalazi u klinickoj fazi ispitivanja.

2.1.2.3.2. Drugi endoperoksidni antimalarici

Vennerstrom 1 saradnici su ustanovili da 1 ozonidi, supstituisani derivati 1,2,4-
trioksaciklopentana, mogu posedovati dobre antimalarijske aktivnosti. U svojim
istrazivanjima opisali su viSe serija dispiro-trioksolana i utvrdili da najbolju aktivnost
pokazuju meSoviti ozonidi koji sadrze cikloheksanonski i adamantanski prsten.”
Trioksolani sa dva cikloheksanonska prstena, kao 1 trioksolani sa dva adamantanska
prstena pokazuju nedostatak antimalarijske aktivnosti §to je objaSnjeno u prvom slucaju
velikom izlozenos¢u, odnosno u drugom prevelikom sternom zaklonjenos$éu peroksidne
veze.

Jedinjenje OZ277 (22, arterolan, slika 7) je ozonoid prve generacije, koji je
nakon iskazanih dobrih in vitro 1 in vivo aktivnosti (tri doze od 10 mg/kg dovoljne su da
u potpunosti izleCe miseve inficirane plazmodijumom P. berghei) dospeo do klinicke
faze ispitivanja.”' Ispitivanja su zaustavljena u drugoj fazi posto je utvrdeno da nakon
sedmodnevne primene jedinjenje iskazuje samo 70% efikasnosti.”” Uprkos rezultatima
klini¢kih ispitivanja upotreba OZ277 (22) u kombinaciji sa piperakinom je u Indiji
dozvoljena od 2012.

Kod ozonida nove generacije, OZ439 (23, slika 7) zahvaljujuéi sternom efektu
fenil-supstituenta u polozaju 8’ postignuta je veca bioloska stabilnost. Jedinjenje 23
pored dobrih farmakoloskih osobina (duzeg vremena polizivota i bolje biodostupnosti)

poseduje visu aktivnost i brze dejstvo u odnosu na OZ277 (22) i artemizinine koji su
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danas u klinickoj upotrebi. Jednokratna doza od 30 mg/kg OZ439 (23) dovoljna je da u
potpunosti izle¢i miSeve inficirane plazmodijum P. berghei. Treba istaci da je jedinjenje
aktivno i1 na forme parazita u jetri, tako da sprecava eritrocitnu fazu kao i da deluje i na

gametocite ¢ime se onemogucéava Sirenje parazitemije (transmisija).”

O / :
0-0 \<:><>—NH NH,
JoN
22 (07277)

In vitro antimalarijska aktivnost
IC50(K1) 0,71 nM
IC50(NF54) 0,63 nM

In vivo antimalarijska aktivnost
1x30 mg/kg/dan: 0% izleCenih miseva

[0)
HO
MOQ( O‘o

0 O

(¢}

24 (CDRI 97-78)

In vivo antimalarijska aktivnost
4x48 mg/kg: 83% izleCenih miseva
1x20 mg/kg + 4x10 mg/kg:

100% izle¢enih majmuna

O
ﬁi@—@f
23 (0Z439)

In vitro antimalarijska aktivnost
IC50(K1) 1,6 nM
IC5o(NF54) 1,9 nM

In vivo antimalarijska aktivnost
1x30 mg/kg: 100% izleCenih miSeva

N/
N
9
ﬂ\o’o 25 (RKA 182)

In vitro antimalarijska aktivnost
IC50(K1) 1,9 nM

IC5¢(3D7) 4,9 nM

In vivo antimalarijska aktivnost

EDs 1,8 mg/kg
EDy 8,4 mg/kg

Slika 7. Endoperoksidni antimalarici koji su nasli upotrebu ili se nalaze u klinickoj i
preklinickoj fazi ispitivanja.

U Indiji u okviru CDRI-a (Central Drug Research Institute) razvijen je CDRI-
97-78 (24, slika 7), trioksan koji se trenutno nalazi u prvoj fazi klinickog ispitivanja.
Aktivnost 24 je takode rezultat dualnog mehanizma. Pored interakcje sa hemozoinom
kao posledice prisustva trioksanske farmakofore, 24 vrSi i inhibiciju metabolizma
fosfolipida parazita (oponasa holinsku strukturu i spre¢ava biosintezu fosfatidilholina).”
Poseduje izuzetnu in vivo aktivnost prema visestruko rezistentnim sojevima P. yoelii (na

miSevima) i P. cynomolgi (rezus majmunima) (slika 7).”
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Otkri¢e da 3,6-dicikloheksilidenski tetraoksani” (supstituisani derivati 1,2,4,5-
tetraoksacikoheksana) imaju antimalarijsku aktivnost otvorilo je nove moguénosti u
borbi protiv ove bolesti i dovelo do sinteze novih derivata sa poboljsanom aktivnodéu.”
Od do sada sintetisanih tetraoksana najbolju aktivnost iskazuje jedinjenje RKA182 (25,
slika 7).”” Uo&eno je da se 24 sata nakon zavrietka terapije ovim jedinjenjem, kod
inficiranith miSeva parazitemija smanji na nivo koji je nemoguce detektovati. U
poredenju sa prethodno pomenutim ozonidima, RKA182 (25) poseduje vecu stabilnost
u odnosu na OZ277 (22), ali i losiju aktivnost u odnosu na 0Z349 (23). RKA182 (25)

se trenutno nalazi u preklini¢koj fazi ispitivanja.
2.1.2.3.3. Mehanizam dejstva peroksidnih antimalarika

Mnoge istrazivacke grupe su se poslednje dve decenije bavile ispitivanjem
mehanizma dejstva peroksidnih antimalarika.?**!#2838485  Analizom velikog broja
radova objavljenih na ovu temu, uocava se nepostojanje jedinstvenog stava medu
naucnicima oko nacina i mesta delovanja, tako da su rezultati do kojih se istrazivanjima
doslo i na osnovu kojih su predlagani mehanizmi u velikoj meri kontraverzni.

Posner 1 saradnici su medu prvima zapoceli istrazivanja kojima su pokusali da
objasne mehanizam delovanja ART. U svojim istraZivanjima polazili su od ¢injenica da
je prisustvo peroksidne grupe neophodno za iskazivanje antimalarijske aktivnosti, da
izolovani metaboliti ne sadrze peroksidnu grupu, da ART deluje na forme parazita koje
se nalaze u eritrocitima 1 da se u inficiranim eritrocitima nalazi povecana koncentracija
jona Fe(Il) i Fe(Ill) (slobodnih ili vezanih za PPIX - protoporfirin). Na osnovu toga
pretpostavljeno je da artemizinin antimalarijsku aktivnost ispoljava zahvaljujuci
peroksidnoj grupi, da u tom procesu ucestvuju reakcione vrste gvozda i da tom prilikom
nastaju proizvodi toksi¢ni prema parazitu.

Mnoga istrazivanja mehanizma dejstva zasnivaju su se na razmatranju reakcija

ART, njegovih derivata i jednostavnijih trioksana sa razli¢itim Fe(II)-solima (Shema 1).

" Solaja i saradnici su prvi opisali sintezu meSovitih tetraoksana (ref. 78). U okviru ove istrazivatke
grupe, u nastavku istrazivanja sintetisane su serije meSovitih tetraoksana izvedene iz derivata holne i
dezoksiholne kiseline kao i meSoviti cikloheksilidenski tetraoksani i tetraoksakini (jedinjenja koja sadrze
tetraoksansku i 4-aminohinolinsku farmakoforu). Pojedini derivati pokazali su izuzetno dobre in vitro i in
vivo antimalarijske aktivnosti (ref. 79).
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Na osnovu ovih istrazivanja razvijena je teorija po kojoj se homolitickim raskidanjem
peroksidne veze jonima Fe(II), generidu O-*® i C-radikali kao visoko reaktivne vrste
koje reaguju sa vitalnim biomolekulima parazita, inhibiraju njihovu aktivnost i tako
dovode do smrti parazita.®” Redukcijom peroksidne veze kao sporedni proizvod nastaje i
visoko valentna feril-okso reakciona vrsta (Fe(IV)=0) koja moze vrSiti epoksidaciju i
hidroksilovanje nezasi¢enih lipida celijskih membrana i1 samim tim moZe biti

smrtonosna po parazit.*®

Shema 1. Mehanizam homolitickog raskidanja peroksidne veze ART (17).

Meshnick je utvrdio da ART vr3i alkilovanje hema® kao i specifi¢nih proteina
karakteristi¢nih za parazit (poput translatorno kontrolisanog homolognog tumor proteina
(TCTP), koji vezuje hem i nalazi se u izvesnoj koli¢ini u membrani FV).”>'*? Dodatno,
Krishna i saradnici su utvrdili da ART vr3i i inhibiciju SERCA enzima (Ca*'-zavisne
ATP-aze sarko(endo)plazmati¢nog retikuluma) (PfATP6).""

Paul Erlich je jos davne 1891. godine upotrebio metilensko plavo (MB (26),
Shema 2) (prvi sintetisani lek primenjen kod ljudi) za lecenja pacijenata obolelih od
malarije.” Uprkos iskazanoj antimalarijskoj aktivnosti jedinjenje nije naslo iru

primenu usled neprijatnih propratnih efekata do kojih dolazi njegovom primenom

" Tapsigargin, lek koji specifi¢no vr$i inhibiciju SERCA enzima, ima antagonisticko dejstvo na ART.
Ispitivanjem in vitro antimalarijske aktivnost ART i njegovih derivata prema sojevima P. falciparum
izolovanih u Kambodzi, Francuskoj Gvajani i Senegalu, utvrdeno je da je rezistencija pojedinih sojeva
isklju¢ivo posledica mutacija na PFATP6. Mutacija S769N na PfATP6, koja je zabelezena u Francuskoj
Gvajani, a koja je posledica nekontrolisane i prekomerne upotrebe artemizinskih derivata odgovorna je za
razvoj rezistencije parazita prema artemetru (19a) (ref. 93).
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ojava zelenog urina i plavih beonjaca) i pojave efikasnijeg leka, CQ (1).”° Aktivnost
(poj g p ] poj jeg

MB (26) prema parazitima rezistentnim na postoje¢e lekove danas ga ¢ini ponovo

7 Klini¢kim ispitvanjem utvrdeno je da MB (26) inhibira in vitro

aktuelnim.
gametocitogenezu i blokira transmisiju.”® Kada se primenjuje kao monoterapija MB
(26) dovodi do visokog stepena povracaja parazitemije pa je primena MB (26) u
kombinaciji sa drugim lekovima obavezna.”

Kao redoks-cikli¢éni agens MB (26) je u stanju da troSi NADPH (NADPH
redukuje metilensko plavo do leuko-metilenskog plavog (LMB)). LMB podleze
spontanoj oksidaciji u prisustvu O, pri ¢emu se oslobada H,O, (Shema 2).'”
Narusavaju¢i redoks ravnotezu (menjajuéi odnos NADPH/NADP") MB inhibira

glutation reduktazu (GR) P. falciparum'" i dovodi kod parazita do oksidativnog stresa.

NADP* leuko metilensko plavo
(LMB)

N S
—
N

metilensko plavo
26 (MB)

H,0,

Shema 2. Oksido-redukciona konverzija MB 1 LMB.

Nakon nedavnog otkri¢ca da ART (17) i artemetar (19a) iskazuju sinergisticki efekat
sa MB (26),'” Haynes je predlozio novi mehanizam dejstva peroksidnih antimalarika.
On predlaze da artemizinini i njima analogni sintetisani peroksidi vrSe oksidaciju
dihidroflavinskih kofaktora (FADH,) redoks-aktivnih flavoenzima (glutation reduktaze
(GR) 1 tioredoksin reduktaze (TkrX)), enzima ¢ija je glavna uloga da odrzavaju nivo
glutationa (GSH) i itite celiju od oksidativnog stresa (shema 3).'” Antagonisti¢ko
dejstvo CQ (1) na antimalarijsku aktivnost metilenskog plavog (MB) i ART (17)
Haynes pripisuje sposobnosti 4-aminohinolina da grade stabilne n-komplekse sa LMB i
FADH, i tako ometaju transfer hidrida.'® U prilog iznetoj teoriji ide i &injenica da

arilmetanoli (poput MFQ (14) 1 QN (13)) koji imaju manju tendenciju da grade =-
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komplekse iskazuju zanemarljivi antagonisticki efekat, a da se inhibitorni efekat CQ (1)

poniStava dodatkom verapamila, jedinjenja koje kompetetivno inhibira formiranje -

kompleksa.
hem-Fe™
Felll
H (6]
N NH
j@[ | P hem-Fe" 0,
I}] N O Fe"
NADP" R
N FADH, ROS:
enzimi: -
GR, TrxR H,0,, 0,
0
NADPH ka
:@: X ONH
NS
R
FAD

OH
HOOC

2-deoksiartemizinin

Shema 3. Oksido-redukciona konverzija FADH, i FADH u prisustvu peroksida.

Smanjenje aktivnosti ART (17) u prisustvu helatora gvozda (desferioksamin (DFO))
Haynes objasnjava nezavisnim mehanizmom kojim gvozde doprinosi oksidativnom
stresu. Autor smatra da se katabolizmom hemoglobina u FV poveéava koncentracija
Fe® jona u citosolu (hem-Fe*" je u stanju da prolazi kroz membranu FV i dospeva do
citosola gde na vi§im pH vrednostima dolazi do oslobadanja Fe'* jona) i da Fe'
nezavisno od peroksidnih antimalarika vr$i oksidaciju flavinskih kofaktora, pri ¢emu
nastali Fe*" joni podleZu spontanoj oksidaciji pri kojoj se kao sporedni proizvodi
generisu reaktivne oksidativne vrste (ROS) (shema 3).

Na osnovu iznetih rezultata moze se zakljuciti da ART (17) i njemu analogni
peroksidni antimalarici svoju antimalarijsku aktivnost ne iskazuje interakcijom samo sa
jednim receptorom (metom) ve¢ da on pre vrsi simultani napad na vise meta, sa velikom
preciznod¢u i efikasnos¢u.'” U prilog ovoj tezi moZe se pridodati i Einjenica da

malarijski parazit nije uspeo brzo da razvije rezistencije prema ART (17) i njegovim
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derivatima.'® (Prvi sludajevi rezistencije malarijskog parazita prema ART (17)

. . i . - 107
zabelezeni su tek skoro, nakon njegove viSedecenijske primene.)

2.1.2.4. Antifolati

Selektivno dejstvo antifolata (slika 8) prema parazitu zasniva se na ¢injenici da za
razliku od sisara, paraziti vrSe sintezu folne kiseline iz p-aminobenzoeve kiseline,
glutaminske kiseline i pteridina. Ova grupa jedinjenja dovodi do deficita tetrahidrofolata

1 tako se vr$i inhibicija enzima koji uc¢estvuju u procesu deobe ¢elija parazita.

/
NH o
N NH </ H,N N
- HN= NH cl \
Ny cl o CH,~ \)—NH,
¥ A =
NH, Cl —0
27 (pirimetamin) 28 (hlorproguanil) 29 (trimetoprim)
HzN@—s—NH W HN N NH, HN .Su_NHw
o N— @) 0
30 (sulfadoksin) 31 (dapson) 32 (sulfametoksazol)

Slika 8. Antifolati.

Najbolji rezultati se dobijaju kombinacijom lekova koji izazivaju inhibiciju
dihidrofolat-reduktaze (DHFR) sa lekovima koji izazivaju inhibiciju dihidropteroat-
sintetaze (DHPS), jer se na taj nacin blokira sinteza folne kiseline na dva mesta
biosintetickog puta. Pirimetamin (27, slika 8) se upotrebljava u kombinaciji sa
sulfadoksinom (30, slika 8) (pod komercijalnim nazivom Fansidar™), hlorproguanil (28,
slika 8) se kombinuje sa dapsonom (31, slika 8) (Lapdap®™) dok se trimetroprim (33,
slika 8) kombinuje sa sulfametoksazolom (32, slika 8) (Bactrim®). Usled dodatnog
antibakterijskog dejstva Bactrim® se preporucuje kao antimalarik u regionima u kojima
je veliki broj ljudi zarazen HIV-om.

Veliki nedostatak antifolata kao antimalarika je rezistencija koju parazit razvija
prema ovoj klasi jedinjenja, a koja je najceS¢e posledica njihove neadekvatne primene.

U mnogim regionima antifolati su se dugo godina primenjivali u daleko ve¢im dozama
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nego Sto je to terapijom bilo predvideno. Rezistencija je posledica mutacija do kojih
dolazi na enzimima DHFR i DHPS.

U novije vreme istrazivanje je usmereno ka sintezi jedinjenja koja se uklapaju u
aktivno mesto samog i mutiranih enzima koji pokazuju rezistenciju prema postoje¢im
lekovima.'”™ Da bi se spre¢ile nove mutacije i tako predupredio razvoj rezistencije,
jedinjenje P218 (33, slika 9) dizajnirano je da se za aktivno mesto DHFR enzima vezuje

u istom poloZzaju kao i prirodni supstrat enzima (dihidrofolna kiselina).

NH,
(0] (0]
NI AN ~ N
= (6]
HzN)\N N
OH

33 (P218)

Slika 9. Antifolat novije generacije.

Sintetisani diaminopiridin pokazuje aktivnost u nanomolarnoj koncentraciji

prema P. falciparum i trenutno se nalazi u preklini¢koj fazi ispitivanja.'®

2.1.2.5. Antibiotici

Delovanje antibiotika (slika 10) je usmereno na blokiranje biosintetickih procesa
koji se odvijaju u apikoplastu parazita. Postojanje znacajnih razlika u metabolickim
putevima malarijskog parazita i njegovog domacina ¢ini apikoplast idealnom metom

antibiotika.''’
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35 (tetraciklin) 36 (klindamicin)
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OH 37 (azitromicin) 38 (doksiciklin) 40 (fosmidomicin)

Slika 10. Antibiotici.

Tiolaktomicin (39, slika 10) inhibira FabB, FabF i FabH enzime koji u¢estvuju u
sintezi masnih kiselina kod bakterija. Neki od antibiotika spre¢avaju biosintezu proteina
koja se odvija u plastidu i na taj naCin inhibiraju rast parazita. Rifampicin (34, slika 10)
deluje na RNK-polimerazu plastida i vrsi inhibiciju transkripcije. Klindamicin (36, slika
10) i azitromicin (37, slika 10) se vezuju za 50S, dok se tetraciklin (35, slika 10) i
doksiciklin (38, slika 10) vezuju za 30S podjedinicu ribozoma i sprecavaju sintezu
proteina.'"! Fosmidomicin (40, slika 10) vr§i inhibiciju DOXP-reduktoizomeraze,

112

klju¢nog enzima za sintezu izoprenoida kod bakterija. © Kada se koristi kao

monoterapija dovodi do povracaja parazitemije dok je visok stepen izleenja zabelezen

primenom fosmidomicina u kombinaciji sa klindamicinom (36).""

2.1.2.6. Antimalarici drugadijeg ili nepoznatog mehanizma dejstva

Skriningom koji je obuhvatio 12.000 prirodnih proizvoda i strukturno sli¢nih

sintetickih jedinjenja doSlo se do spiroazepinindola NITD609 (41, slika 11),

potencijalnog antimalarika, jedinjenja aktivnog na parazite u eritrocitnoj fazi.''*

Pretpostavlja se da spiroindoli poseduju jedinstveni mehanizam kojim ispoljavaju

aktivnost i da je meta njihovog dejstva membranski transporter ATP-aza 4 (PfAtp4).'"
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Usled dobre aktivnosti (pojedinacna oralna doza od 100 mg/kg dovoljna je da u
potpunosti spre¢i transmisiju)''® i dobrih farmakologkih osobina (biodostupnost od oko
100% 1 vreme poluzivota od 10-24 h) NITD609 (41, Cipargamin (KAE609)) je za samo
Cetiri godine nakon skrininga dospeo do druge faze klinickog ispitivanja koja je sada
zavrSena 1 prvo je jedinjenje, nakon 20 godina sa novim mehanizmom dejstva koje je u
klinickoj fazi ispitivanja. Nakon S§to dospe u eritocite domacina parazit aktivira
mehanizme kojim povecava propustljivost membrane kako bi sebi omogucio priliv
hranljivih materija. Sa poveéanom permeabilno§¢u membrane istovremeno se povecava

i priliv Na" jona. Nisku koncentraciju Na' jona parazit odrzava zahvaljujuéi

membranskom transporteru PfAtp4 koji ih aktivno istiskuje. Spiroindoli inhibiranjem
117

ovog enzima remete homeostazu natrijuma parazita i dovode do njegove smrti.

44 (MMV390048)

SFs

H
N\N N
FF N=~NF

49 (protopin)

47 (DSM265)
48 (striktozamid)

Slika 11. Strukture novih antimalarika.

U toku prethodne godine jo§ dva strukturno potpuno drugacija jedinjenja (42 i

43, slika 11) sa identi¢nim mehanizmom dejstva (narusavanje homeostaze Na' parazita)
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dospela su u preklinicku fazu ispitivanja. Hemijskom modifikacijom “lead” jedinjenja
identifikovanog nakon fenotipskog skrininga (¢iji je cilj bio pronalaZenje jedinjenja koja
blokiraju proliferaciju P. falciparum)'™® doslo se do dihidroizohinolona (+)-SJ733 (42,
slika 11). Na humanizovanom modelu misa (NOD-scid IL2Ry™") tokom &etvorodnevne
oralne terapije u pojedinacnoj dozi jedinjenje 42 pokazuje EDyy aktivnost od 1,9 mg/kg
prema 3D7 soju P. falciparum (artesunat: EDgy = 11,1 mg/kg; CQ: EDgy = 4,3

9 Jedinjenje (+)-SJ733 dodatno blokira transmisiju P. berghei sa inficiranog

mg/kg).
miSa na komarca (EDsp: 5 mg/kg). Na osnovu farmakokinetickih eksperimenata
procenjuje se da je EDsy kod ¢oveka 3-6 mg/kg.

Pirazolamid (43, slika 11),'® je dobijen hemijskom modifikacijom “lead”
jedinjenja identifikovanog kompjuterskim sklriningom.121 Nakon ¢etvorodnevne oralne
terapije od 2,5 mg/kg 43 smanjuje parazitemiju za 90% (EDyy). Srednja efektivna
koncentracija (ECs; koncentracija pri kojoj se u 50% slucajeva postize maksimalni
efekat) za PA21A050 iznosi samo 0,7 nM.

Skriningom baze podataka komercijalno dostupnih kinaza, identifikovani su 3,5-
diaril-2-aminopiridini kao nova klasa antimalarika, jedinjenja aktivna na parazite u
eritrocitnoj fazi.'** Predstavnik ove grupe, MMV390048 (44, slika 11) pojedina¢nom
dozom od 30 mg/kg dovodi do izleCenja misSeva inficiranih parazitom P. berghei sa
efikasnos$¢u od oko 100%. Bez obzira na nepoznati mehanizam dejstva usled dobrih
farmakoloskih osobina (poput poluzivota od 7-8 h i dobre biodostupnosti nakon oralne
primene) ovo jedinjenje je brzo dospelo u fazu preklini¢kog ispitivanja.

Optimizacijom imidazolopiperazina identifikovanih skriningom c¢iji je cilj bio
pronalazenje novih antimalarika aktivnih u gametocitnoj fazi ciklusa parazita i fazi jetre
doslo se do jedinjenja GNF156 (45, slika 11).'* Taan mehanizam dejstva GNF156
(45) je nepoznat (ono $to se sa sigurnoséu zna je da 45 deluje na parazit u ranoj fazi
razvoja pri emu ne utiée ni na biosintezu proteina ni na citohrom by,).'** Pretpostavlja
se da deluje na lokus protein koji je rezistentan prema dejstvu cikli¢nih amina (Cyclic
Amine Resistance Lokus protein PfCarl). PfCarl poseduje nekoliko transmembranskih
domena, ali njegova funkcija i na koji je na¢in ovaj protein meta GNF156 (45) i dalje je

nepoznanica. Biodostupnost (67%),'*

profilakticka aktivnost (koja je potvrdena na
modelu Zivotinja), aktivnost u eritrocitnoj fazi (EDsy = 0,48 mg/kg i EDg9 = 2,2 mg/kg,

neznatno niza u odnosu na NITD609), kao i aktivnosti prema gametocitima (blokira
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transmisiju pri koncentraciji od 500 nM) kvalifikovala je GNF156 (45) za drugu fazu
klinickog ispitivanja.

Jedinjenje MK4812 (46, slika 11) je identifikovano od strane Merk & Co. Inc.,
pretrazivanjem velikog broja farmaceutskih jedinjenja, pomocu poluautomatizovane
verzije in vitro testa za eritrocitnu fazu P. falciparum.'*® Pretpostavlja se da je meta
MK4812 (46) mitohondrijalni transportni lanac u eritrocitnoj fazi parazita (46 je
najefikasnije prema trofozoitima i krvnim Sizontima). U farmakoloSkim studijama
radenim na miSevima zarazenim P. berghei efikasnost od oko 100% je postignuta
oralnom primenom jedinjenja pri pojedinacnoj dozi od 50 mg/kg.

U preklinickoj fazi ispitivanja trenutno se nalazi se 1 triazolpirimidin DSM265
(47, slika 11), selektivni inhibitor dehidropteroat-dehidrogenaze (DHODH - ezim koji
katalizuje cCetvrti korak biosinteze pirimidina, oksidaciju dihidroorotata u oroti¢nu
kiselinu) P. faciparum. Na humanizovanom SCID modelu miSa tokom cetvorodnevne
oralne terapije u pojedinacnoj dozi DSM265 (47) pokazuje EDgg aktivnost od 4,9 mg/kg
prema P. falciparum.'”’

Institut u Anterpenu u saradnji sa Demokratskom Republikom Kongo je razvio
PR 259 CT]1, biljni lek koji je baziran na etanolnom ekstraku kore Nauclea pobeguinii.
PR 259 CTI1 sadrzi ~6% striktozamida (48, slika 11) kao aktivne komponente.
Primenom leka postignuto je izleGenje kod 10 od ukupno 11 obolelih.'*®

Odeljenje za tradicionalnu medicinu u Maliju ustanovilo je da je ekstrakt biljke
Argemone Mexicana aktivan prema CQR sojevima P. falciparuma-a.'” Klini¢ka
primena ovog ekstrakta u kombinovanoj terapiji sa ART rezultovala je oporavkom 89%
ispitivanih pacijenata. Detaljnom analizom identifikovan je alkaloid protopin (49, slika

11) kao aktivna komponenta (ICso(W2) = 0,91 uM).130
2.1.2.7. Nove kombinacije lekova u borbi protiv malarije

Otpornost koju je parazit P. falciparum razvio na postojece lekove predstavlja
klju¢ni problem u leCenju i1 spre¢avanju Sirenja malarije. Najveci problem su sojevi P.

falciparum koji su rezistentni prema CQ poput IndochinaW?2 1 Brazil K1, IEC-306 i

FCR3. Situaciju dodatno otezava viSestruka rezistencija parazita prema jedinjenjima
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istog hemotipa. Nastanak otpornosti posledica je neadekvatne i nekontrolisane upotrebe
lekova koja je dovela do genskih mutacija kao rezultat adaptacije parazita.

Na preporuku Svetske Zdravstvene Organizacije (WHO) u borbi protiv malarije
ve¢ neko vreme primenjuju se specifi¢ne kombinacije lekova. Kombinaciju obi¢no ¢ine
lekovi razli¢itog mehanizma dejstva, ¢ime se postize blokiranje parazita u razli¢itim
fazama ciklusa. Lekovi koji su aktivni pri malim dozama i imaju kratko vreme dejstva
kombinuju se sa lekovima koji imaju duzi period dejstva i poluZivot u plazmi zarazenog
pacijenta. Uobicajeno je da bar jedan od lekova bude artemizinin ili neki njegov derivat
s obzirom na to da oni brzo deluju i pokazuju aktivnost u ranoj fazi ciklusa Cime
spreCavaju Sirenje parazitemije. Parazit do danas nije u velikoj meri razvio rezistenciju
prema njima. Imajuéi u vidu da se ova jedinjenja danas koriste kao prva linija odbrane
moze se o&ekivati ubrzano Sirenje rezistencije i prema njima."”!

Trenutno je u upotrebi Sest kombinacija lekova: artemetar - lumefantrin
(Coartem”, Novartis-MMV - Medicines for Malaria Venture), artesunat - amodiakin
(Coarsucam®, Sanofi-Aventis), dihidroartemisinin - piperakin (Eurartesim®, MMV),
pironardin - artesunat (Pyramax®, MMYV), artesunat - meflokin (ASMQ); Artequin,
MMYV), artemisinin - naftokinin (ARCO®, CAMMS - Chinese Academy of Military
Medical Sciences), amodijakin - pirimetamin - sulfadoksin (SPAQ-CO®, Guilin
Pharmaceutical (Sangaj)) i amodiakin-artesunat (ASAQ Winthrop®, Sanofi-Aventis).

Neke kombinacije poput: artesunat - ferokin (Sanofi),"* hlorokin - azitromicin
(Pfizer-MMV),'** 0Z277 - piperakin (MMV-Ranbaxy) i hlorokin - metilensko plavo
(MB)"** (Ruprecht-Karls-Universitit, Heidelberg) su u zavr$noj fazi ispitivanja i

njihova upotreba se moze o¢ekivati u najskorije vreme.
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2.2. Botulinum neurotoksin

Bakterija Clostridium botulinum (slika 12) i bolest do koje dovodi, botulizam,
poznati su vekovima. Prvi slucajevi botulizma zabelezeni su 1815. godine. Emile van
Ermengem je 1897. iz kontaminiranog mesa izolovao izazivaca bolesti, Stapicastu,
anaerobnu gram-pozitivnu bakteriju koja luci toksine, dok je potpuna slika o strukturi,

mehanizmu 1 mestu dejstva neurotoksina dobijena krajem 20. veka.

y =i

Botulinum neurotoksini (BoNT)
letalne doze od 1-5 ng/kg telesne tezine
smatraju  se najjaim  poznatim
prirodnim otrovima.'** U holinergi¢nim
perifernim nervnim zavrSecima BoNT
spreCavaju  oslobadanje acetilholina
(Ach) 1 dovode do neuromuskularne

blokade i prate¢e paralize (botulizam).

Slika 12. Clostridium botulinum
(izvor: ref. 136).

Usled visoke toksic¢nosti, dostupnosti 1 lakoce transporta, BoNT je od strane
Centra za kontrolu i1 prevenciju bolesti SAD (Centers for Disease Control and
Prevention - CDC) svrstan u A kategoriju kao jedan od 6 agenasa sa najve¢im rizikom
za koris¢enje u bioterorizmu (1 g kristalnog toksina ravnomerno rasprSenog i

7 Uprkos toksi¢nosti, botulinum

inhaliranog mogao bi usmrtiti viSe od milion ljudi).
neurotoksini u novije vreme sve vise nalaze primenu u terapeutske i kozmeticke svrhe.
Bakterije roda Clostridium (C. botulinum, C. butyricum, C. baratii 1 C.
argentinense) proizvode neaktivne spore koje se mogu nac¢i svuda oko nas. Pri
povoljnim anaerobnim uslovima (u sredini pH vrednosti 4,8-7,0) spore klijaju, a
dobijene vegetativne Celije luce neurotoksine. Postoji sedam imunoloski razlicitih
serotipova neurotoksina (A-G). C. botulinum proizvodi svih sedam serotipova dok
preostale bakterijske podvrste C. baratii, C. butyricum 1 C. argentinense proizvode po

jedan serotip (BoNT/F, BONT/E odnosno BoNT/G). Serotipovi A, B, E i F izazivaju

botulizam kod ljudi, dok se serotipovi C i D vezuju za botulizam Zivotinja.
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Usled dugog vremena zadrzavanja u citosolu neurona, koje iznosi izmedu
nekoliko nedelja 1 nekoliko meseci, 1 visoke toksi¢nosti, BONT/A je najopasniji serotip.
Letalna doza BoNT/A za odraslog ¢oveka je 0,09 pug ako se unese intravenski, 0,9 ug
ako se unese udisanjem (preko pluca) i 70 pg ako se unese preko digestivnog trakta.'>’

Do botulizma najces¢e dolazi usled trovanja hranom. Klijanje spora i lucenje
neurotoksina najceS¢e je povezano sa nepravilno preradenom ili nepropisno
skladiStenom hranom. Savremeni nacin skladiStenja hrane koji ukljucuje sterilizaciju
(botulinum neurotoksin se ve¢ nakon nekoliko minuta zagrevanja na 85 °C denaturise),
prisustvo soli 1 kisela sredina sprecavaju formiranje toksina. Rede do intoksikacije
dolazi inhalacijom, usled infekcije otvorene rane ili ukoliko se intestinalni trakt
novorodenéadi (imunoloski nedovoljno razvijen-degiji botulizam)'*® i starijih osoba kod
kojih je prirodna flora narusena upotrebom antibiotika,"*” kontaminira Clostridium
sporama.

Simptomi trovanja hranom najces¢e se javljaju nakon 12 do 36 sati. Botulizam
karakteriSe opSta miSi¢na slabost, koja se Siri od lica i vrata, preko trupa, do gornjih i
donjih ekstremiteta. Kod tezih formi botulizma dolazi do paralize miSi¢a dijafragme i
prekida respiratornih funkcija, §to moze imati smrtan ishod ako se zarazenom licu na
vreme ne pruzi odgovaraju¢a pomo¢ i nega. Pacijente sa najtezim simptomima je
neophodno prikljuciti na uredaje za disanje (mehanicka ventilacija), nekada u periodu

od nekoliko meseci.

2.2.1. Mehanizam dejstva BoNT

Bakterije luce neaktivhu formu neurotoksina, holotoksin (jednolancani
polipeptid, molekulske mase priblizno 150 kDa) u obliku kompleksa sa netoksi¢nim
proteinom (NAP: Neurotoxin Associated Protein) koji imaju zastitnu ulogu. Pri oralnoj
intoksikaciji NAP S§titi neurotoksin od degradacije usled niskog pH i prisustva
protolitickih enzima Zeluca. Pretpostavlja se da je dodatna uloga NAP-a da potpomogne
prolazak neurotoksina kroz membrane epitelnih Celija (gastrointestinalnog trakta pri
oralnoj intoksikaciji odnosno respiratornog trakta pri intoksikaciji putem inhalacije).

Pod uticajem intra- i ekstracelularnih proteaza raskida se peptidna veza izmedu

aminokiselina 448 i 449 i dolazi do aktiviranja neurotoksina. Aktivna forma BoNT se
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sastoji od dugog (HC, Heavy-Chain; mase 100 kDa) 1 kratkog lanca (LC, Light-Chain;
mase 50 kDa) koji su medusobno povezani disulfidnim mostom (Cys430-Cy454) (slika
13B).

Dugacki lanac
Hc

COOH

Slika 13. A: Kristalografska struktura BoNT/A;
B: Pojednostavljeni prikaz strukture BoNT/A (izvor ref. 146).

BoNT poseduje tri funkcionalna domena. Na C-terminalnom kraju dugackog
niza nalazi se domen odgovoran za vezivanje toksina za ¢elijsku membranu (Hcc).
Domen odgovoran za translokaciju toksina kroz neuronsku membranu (Hcn) nalazi se
na N-terminalnom kraju dugackog lanca. Kratki niz (LC) poseduje kataliticki domen sa
His-Glu-X-X-His" peptidnim fragmentom karakteristi¢nim za cink-zavisne peptidaze
(slika 13A)."*° LC deluje kao endopeptidaza koja je specifi¢na prema SNARE (Soluble
N-ethylmaleimide sensitive factor Attachment protein Receptor) proteinima koji
ucestvuju u mehanizmu kojim se osobada neurotransmiter u perifernom nervnom
sistemu.

Prenosenje nervnog impulsa duz neurona uti¢e na permeabilnost membrane koja
postaje propustljivija za jone Ca*". Veéa koncentracija Ca**-jona u neuronu dovodi do
prijanjanja (fuzije) vezikula sa neurotransmiterom za presinapticku membranu. SNARE

proteini: SNAP-25 (Symaptosomal-Associated Protein 25 kDa), sintaksin 1

" Kod serotipova A i E X-X sekvenca predstavlja Leu-Ile, dok je kod serotipa D Leu-Thr.
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sinaptobrevin/VAMP (Vesicle-Associated Membrane Protein) formiraju kompleks koji
se vezuje za vezikule 1 omogucava oslobadanje neurotransmitera u sinapticku Supljinu
procesom egzocitoze. Oslobodeni acetilholin se vezuje za post-sinapticke (holinergi¢ne)
receptore miSi¢nih éelija, §to dovodi do otvaranja jonskih kanala, influksa jona Na' i

kontrakcije misica (slika 14).

Normalno oslobadanje acetilholina

e,

a vezikula Formiranje kompleksa
_ SNARE proteina

9
°° Sinapticki
fuzioni

Slika 14. Mehanizam koji dovodi do oslobadanja Ach (izvor: ref.139).

Neurotoksin se preko C-kraja dugog niza vezuje za holinergi¢ni nervni
zavrSetak. Nakon vezivanja toksin endocitozom ulazi u nervnu ¢eliju. U endozomalnoj
vezikuli, na niskim pH vrednostima raskidaju se disulfidne veze i odvaja LC od HC.
Prema jednoj hipotezi, HC preko N-terminalnog kraja formira kanal u membrani
endozomalne vezikule i omogucava translokaciju LC u citosol. U citosolu LC deluje
kao Zn-zavisna metaloproteaza i vrsi hidrolizu SNARE proteina. Serotipovi BONT/A 1
BoNT/E specifi¢no hidrolizuju SNAP-25,'"' BoNT/B, BoNT/D, BoNT/F i BoNT/G
hidrolizuju VAMP-2/sinaptobrevin,142 dok BoNT/C hidrolizuje SNAP-25 i sintaksin'*
(slika 15). Hidrolizom bilo kog SNARE proteina prekida se oslobadanje acetoholina i

onemogucava neurotransmisija $to vodi do paralize miSica.

32



2. OPSTI DEO

Dejstvo botulinum neurotoksina
BoNT LC hidrolizuje specifiéne

SNARE proteine :
‘L",‘. “/ ; ;o g
/ E% ) o 0 :
%‘ ipB,D,EG lNe formira se kompleks
Pl ’Iip A, Eﬁ\" @ ﬂARE proteina
- BoNTLC
'Iip @

@ﬁmp membrana

Slika 15. Mehanizam kojim BoNT sprecava oslobadenje Ach (izvor: ref.139).

Uprkos izuzetnoj toksi¢nosti, usled visoko specificnog mehanizma dejstva
BoNT su nasli primenu u terapeutske svrhe. Po¢etkom osamdesetih godina proslog veka
oftamolog Alan Scott je prvi upotrebio male koli¢ine BoNT/A za leCenje strabizma
(razrokost 1 blefarospazma (nekontrolisano gré¢enje misi¢a o¢nih kapaka). Danas su
BoNT/A 1 BoNT/B dostupani pod komercijalnim nazivima: OnabotulinumtoksinA
(Botox"™), AbabotulinumtoksinA (Dysport™), InkobotulinumtoksinA (Xeomin®) i
RimabotulinumtoksinB (MYOBLOC® /NEUROBLOC®) i koriste se za smanjenje
bolnih gréeva, kontrolu preteranog znojenja, leCenja hroni¢ne migrene i multiple

skleroze kao i u kozmetitke svrhe za uklanjanje sitnih bora i zatezanje lica.'**
2.2.2. Inhibitori botulinum neurotoksina

Danas ne postoji nijedan odobren farmakoloski pristup za lecenje botulizma.
Vakcine za imunoprofilaksu mogu da pruze zastitu, ali za formiranje dovoljne koli¢ine
antitela neophodna je periodicna revakcinacija. Primenom antitoksina mogu se
neutralisati slobodni neurotoksini, ali se ne mogu suzbiti ve¢ postoje¢i simptomi.
Antitela su efikasna samo ako se primene pre pojave ili neposredno po pojavljivanju

prvih simptoma koji ukazuju da se neurotoksin ve¢ nepovratno vezao za receptor,
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dospeo u citosol neurona i spretava oslobadanje neurotransmitera.'*> Mada terapija
antitelima moZe biti uspeSna ako se sprovede blagovremeno (u toku 24h od
intoksikacije) zalihe ljudskih antitela su ograni¢ene, a ne-humana antitela (antitela
konja) mogu dovesti do nezeljenih sporednih efekata, poput anafilaktickog Soka i
serumske bolesti.'*®

Danas je mehanicka ventilacija, za pacijente sa teZim simptomima intoksikacije
jedina moguca terapija. Kako cena dvonedeljnog medicinskog tretmana po pacijentu
iznosi 350.000$'* postoji velika potreba za razvojem inhibitora BoNT koji bi se mogli
koristiti u terapeutske svrhe. Poseban izazov u istrazivanju predstavlja pronalazenje
inhibitora LC endopeptidaze serotipa A (LC/A) koji je najodgovorniji za visoku stopu
smrtnosti kod ljudi.

Jedinjenje pokazuje terapeutsko dejstvo ukoliko je u stanju da inhibira neku od
klju¢nih faza mehanizma neurotoksina ili reaktivira procese koji su intoksikacijom
usporeni ili blokirani. Zavisno od faze u kojoj ispoljavaju svoje dejstvo inhibitori BoNT

mogu se podeliti u nekoliko grupa.

2.2.2.1. Antagonisti vezivanja za receptor

Jedinjenja koja sprecavaju specificno vezivanje BoNT za receptore na povrsini
motornih neurona, inhibitori su prve faze mehanizma dejstva neurotoksina. To mogu
biti mali molekuli koji se vezuju za toksin i time sprecavaju njegovo vezivanje za

receptor' **

(poput polisializovanih gangliozida (Grjp)) 1li molekuli koji se vezuju za
receptore 1 kompetitivnom inhibicijom onemogucéavaju vezivanje toksina (lektin biljnog
1 zivotinjskog porekla, Triticum vulgaris i Limax flavus, redom).

Novije studije su pokazale da se Grjp, moze vezati za duzi lanac BoNT/A i time
spre¢iti hidrolizu SNAP-25, jednog od SNARE proteina,'* dok lektini (primenjeni na
miSevima) mogu odloziti paralizu misiénog tkiva odreden vremenski period (priblizno

40 minuta)."
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2.2.2.2 Inhibitori translokacije

2.2.2.2.1 Antagonisti pH-zavisne BoNT translokacije

Inhibitori mogu biti i jedinjenja koja poput amonijum-hlorida i metanamina
sprecavajuci snizavanje pH-vrednosti sredine unutar endozomalne vezikule, spre¢avaju
translokaciju krac¢eg lanca (BoNT/LC) u citosol neurona i nervno-misi¢nu blokadu. Ova
jedinjenja se ponaSaju iskljucivo kao antagonisti endocitoze i ne dovode do inaktivacije
toksina, pa samim tim inhibitorno dejstvo pokazuju isklju¢ivo ukoliko se primene pre ili
10-20 min nakon ulaska toksina u organizam.

Kiselost unutar endozomalne vezikule zavisi i od H'-ATP-aze, koja ima ulogu
protonske pumpe (transportuje protone iz citotosola u vezikulu), te stoga supstance koje
inhibiraju H'-ATP-azu ujedno mogu delovati i kao inhibitori toksina. Takvo dejstvo
pokazuju bafilomicin A1 (51)"' i konkanamicin A (52, Con A)"** (slika 16). Uo&eno je
da 1 konkanamicin A moze spreciti hidrolizu SNAP-25 proteina ukoliko se primeni pre
ili do 15 min posle izlaganja toksinu. Efekat nije uocen u eksperimentima u kojima je
jedinjenje davano 40 min nakon intoksikacije.

Kiselost sredine moze se regulisati i protonskim jonoforama. Polietarski
antibiotici nigericin (53) 1 monensin (54) (slika 16) povecavaju permeabilnost
membrane prema H', K"i Na' i tako poveéavaju pH sredine u endozomu.'> Antibiotici
deluju kao inhibitori BoNT iskljuc¢ivo kada se primene u nanomolarnoj koncentraciji,

. , . .. o . 154
dok pri ve¢im koncentracijama blokiraju sinapse."

52 (konkanamicin A)

H  H
HO,C 53 (nigericin) HO “—OH CO,H 54 (monensin)
Slika 16. Antagonisti pH-zavisne BoNT translokacije.
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Deshpande 1 Sheridan su pokazali da pojedini antimalarici sa 4-
aminohinolinskim segmentom (slika 17) mogu delovati i kao inhibitori botulinum
neurotoksina.'” Ova jedinjenja pored toga §to spreavaju endozomalnu acidifikaciju
povecavanjem pH sredine mogu blokirati kanale koje toksin formira u endozomskoj
membrani 1 tako spreciti translokaciju LC u citosol. Najbolje in vitro dejstvo hinolinski
derivati ispoljavanju kada se primene pre ulaska ili neposredno po ulasku toksina u

organizam (<20 min).

r
H\NJ\/\/N\/ H\NJ\/\/N\/
400 ;
Cl N Cl N
kinakrin hlorokin (CQ)
(3% (50 uM) (20% (50 uM)

H -
HO'-.':N
H
X
» |
Cl N N

X
amodiakin (AQ) kinin (QN)
(30% (50 uM) (9% (50 uM)

Slika 17. Animalarici, inhibitori BoNT u fazi translokacije.

Akutna toksi¢nost nije uo¢ena iako je inhibitorna aktivnost aminohinolinskih
derivata prema toksinu odredivana pri koncentracijama (50 uM) znatno ve¢im od onih
pri kojima jedinjenja kliniC¢ki ispoljavaju antimalarijsko dejstvo. Dnevnom oralnom
dozom od 300 mg kod ljudi postize se koncentracija CQ (1) u plazmi od samo 125 pg/L
(~2,2 uM),"® koja je 20 puta niza od koncentracije na kojoj je odredivana inhibitorna

aktivnost CQ (1) prema toksinu.
2.2.2.2.2. Blokatori K" kanala
Botulinum neurotoksin, hidrolizom proteina SNARE kompleksa, remeti

v . +2 . . . . . . .y
ravnotezu izmedu ulaska Ca**-jona u citosol i oslobadanja neurotransmitera u sinapti¢ku

Supljinu (sprecava fuziju vezikule koja sadrzi neurotransmiter sa membranom).
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Blokatori K™ kanala poveéavaju protok Ca™ jona u citosolu; veéa koncentracija Ca*'-
jona u neuronu pokrece sinapti¢ke vezikule (koje sadrze Ach) ka membrani, gde dolazi

do njihovog prskanja i oslobadanja neurotransmitera.

- N NH, NH,
Br NH, H,N NH,
SEN @ 5 ® ®
k 0 ITI/ N N
TEA neostigmin 3.4-DAP 3.4,5-TAP
55 56 57 58

Slika 18. Blokatori K" kanala.

Najpoznatiji blokator K* kanala je 3,4-diaminopiridin (3,4-DAP (57), slika
18).""7 Toksi¢nost kao posledica lakog prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru
onemogucava upotrebu 3,4-DAP (57) u terapeutske svrhe. Toksi¢nost se ne smanjuje ni
kada se 57 primenjuje u manjoj koli¢ini u kombinaciji sa drugim blokatorom jonskih
kanala (tetraetilamonijum-bromidom (TEA (55), slika 18) ili inhibitorom
acetilholinesteraze (neostigminom (56), slika 18)). 3,4,5-Triaminopiridin (3,4,5-TAP
(58), slika 18) je triaminski analog sli¢ne aktivnosti koji za razliku od 3,4-DAP (57) ima
ograni¢en prolaz kroz krvno-mozdanu barijeru, usled ¢eka se pretpostavlja da je manje
neurotoksi¢an u in vivo uslovima.'®

Kako se blokatorima K™ kanala oslobadaju neurotransmiteri koji samo
privremeno otklanjaju paralizu (nervno-misiénu blokadu) nastalu trovanjem BoNT
postavlja se pitanje odrzivosti ovog pristupa u leCenju botulizma. Da bi terapija bila

efikasna, ova jedinjenja se moraju primenjivati kontinuirano duzi vremenski period.

2.2.2.3 Inhibitori metaloproteaze

2.2.2.3.1. Peptidni inhibitori metaloproteaze

BoNT/A LC vr$i hidrolizu SNAP-25 proteina tako Sto selektivno raskida vezu

7) i arginina (Arg'®®). Rossetto i saradnici prvi su ustanovili da

izmedu glutamina (Gln
peptidi koji sadrze karakteristicne sekvence SNARE proteina mogu alosternim efektom

inhibirati botulinum neurotoksin.”® Schmidt je pokazao da je sekvenca od 17
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aminokiselina [187-203] proteina SNAP-25 podjednako dobar supstrat za BoNT/A
metalaproteazu kao 1 sam SNAP-25 koji se sastoji od 206 amino kiselina.

Sunkonpan je sintetisao protein pseudo [187-203] SNAP-25, tako §to su GIn'’ u
17-¢lanom peptidnom segmentu zamenili njegovim a-tioamidnim analogom (pseudo-
protein u odnosu na prirodni, duzi za -CHSH-sekvencu).'® Sintetisani pseudo-protein
59a (slika 19) pokazao je dobru inhibitornu aktivnost prema BoNT/A (K; = 1,0 uM).
Dobra aktivnost o-tioamidnog derivata rezultat je prisustva tiolne grupe koja se u
aktivnom mestu enzima vezuje za Zn>" i na taj na¢in olak3ava hidrolizu Gln-Arg
peptidne veze.

Zamenom oksidaciji podloznog metionina (Met*") izosternom aminokiselinom
norleucinom (Nle**) sintetisan je stabilniji Nle*”> SNAP-25[187-203] analog 59b (slika
19) koji pokazuje nanomolarnu inhibitornu aktivnost (K; = 0,2 - 0,4 uM).

Sintezom kra¢eg o-tioamidnog peptida 60b (slika 19) [Nle*”* SNAP-25[197-
203]; (Kj = 0,3 uM)] Rich i sadnici su po prvi put pokazali da i manji, 7-Clani peptidi,

mogu biti dobri supstrati botulinum proteaze.

YNHZ YNHZ

HN. HN
Oy__NH, NH Oy __NH, NH
O 0
NH,-[SNKTRIDEAN] —NH NN VT [ATK-X-L]-CONH, H,N NH N VH—[ATK-X-L]-CONH,
SH 0 SH 0

59a X=Met
59b X=NLe 60b X=NLe
SH NH-[RATKML]-CONH,
N NH—[RATKML]-CONH, m
0
61 62

Slika 19. Mali peptidi inhibitori BONT/A metaloproteaze.

Schmidt i saradnici su sintetisali pseudo-peptid (CRATKML) (61, slika 19) tako

197

sto su GIn'’ iz [197-203] peptidne sekvence proteina SNAP-25 zamenili Cys.''
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Uvodenjem sulfhidrilne grupe, na N-terminalnom kraju, koja je u stanju da kompleksira
cink postignuta je dobra inhibitorna aktivnost (Kij = 2 puM). U daljem istraZivanju
sintetisan je niz Cys analoga, od kojih je najbolju inhibitornu aktivnost pokazao peptid
62 (slika 19), kome je na N-terminalnom kraju uvedena 2-merkapto-3-fenilpropionil
(mpp) grupa (K; = 330 nM).'*?

Uprkos dobrim in vitro inhibitornim aktivnostima, upotreba peptida u
terapeutske svrhe nije moguca, jer razlicite proteaze iz krvi dovode do njihove prerane
hidrolize. Medutim, proucavanjem interakcija izmedu toksina i pseudo-peptida dobijaju

se korisne informacije koje se mogu iskoristiti pri dizajniranju nepeptidnih inhibitora.

2.2.2.3.2. Helatni inhibitori metaloproteaze

Kako je BoNT/LC Zn-zavisna metaloproteaza, metal-helatni agensi
predstavljaju potencijalne inhibitore neurotoksina. OgraniCavaju¢i faktor u klinickoj
primeni ovih jedinjenja je neselektivnost prema BoNT u odnosu na druge
metaloproteaze prisutne u organizmu. Janda i saradnici su prvi ispitivali inhibitorno
dejstvo derivata sa Zn-koordinuju¢om hidroksamatnom grupom. Od sintetisanih
derivata, dobrom in vitro aktivnoS¢u izdvojio se hidroksamat izveden iz 2,5-dihlor-
cimetne kiseline (63, slika 20). NaZzalost, iako 63 u in vitro uslovima pokazuje dobre
rezultate (K; = < 1 uM), in vivo test pruza drugaciji uvid (jedinjenje poseduje
zanemarljivo malu aktivnost).

U novije vreme sintetisan je niz jedinjenja koja pored helatiraju¢e grupe sadrze i
strukturne fragmente koji doprinose specificnom vezivanju jedinjenja za aktivno mesto
enzima. Na slici 20 prikazani su neki od najaktivnijih hidroksamatnih derivata:
benzotiofenski (64),'” pirolni (66)'®* i tiofenski (65)'° kao i hidroksamat
adamantilsiréetne kiseline (67)."®® Lo3a ex vivo aktivnost jedinjenje 67 se prevazilazi

ukoliko se kao prolek koristi bezilkarbamoil-hidroksomatni analog.'®’

39



2. OPSTI DEO

Cl NHOH

Cl

63
(K;=03 uM, IC;, =89 uM) (K, =77 nM, IC,;,=0,15 uM) 65 (F4H)
(82% (20 uM))

NH,

HOHN O \ cl Cl X
_OH
0 NH 0 Cl AN 7
N
Joo®
N

O NH OH

6]
N
% (K 0,46 LM) ©/NH OH
=<

68 (CB7969312) 69 (5838194)
66 (AHP) (ICSO = 2,1 MM) (ICSO = 0,8 MM)
(K, = 0,76 uM, 1C,, 1 pM) ex vivo 1C;,= 0,5 uM
OH OH O
N=N
/ NH gy
F HO
Cl © HO
70 71 (talaroderxine A)
(IG5 = 4.8 uM) OH OH O (85% (20 uM), ICy, = 3.7 uM)

Slika 20. Helatni inhibitori BoNT/LC.

Kombinacijom in silico skrininga i fazne biohemijske analize doSlo se do
hinolinola kao potencijalnih inhibitora BONT/LC novog hemotipa (68'°® i 69,'® slika
20). Molekulski proracuni su pokazali da se hinolinoli smestaju u hidrofobni dzep

. . . . . 170
aktivnog mesta enzima vezuju¢i se hidroksilnim grupama za Zn.

Ponovljenim in
silico skrinigom koji je obuhvatio 350.000 jedinjenja NIC otvorene baze podataka malih
molekula (MLSMR; Molecular Library Small Molecule Repository) po prvi put su
identifikovani prirodni metaboliti kao potencijalni inhibitori BoNT-a (71, slika 20).""
Moe i saradnici su pokazali da i merkaptoacetamidi u milimolarnoj koncentraciji mogu

pokazati dobru in vitro inhibitornu aktivnost (70, slika 20).172
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2.2.2.3.3. Mali nepolipeptidni i nehelatni molekuli inhibitori metaloproteaze

Burnett i saradnici su prvi pokazali da i mali ne-oligopeptidni molekuli mogu
efikasno vrsiti inhibiciju BONT/A metaloproteaze LC.'” Ispitivanjem 1990 strukturno
razli¢itih jedinjenja u okviru NCI (National Cancer Institute) baze podataka dosli su do
nekoliko jedinjenja koja ispoljavaju inhibitornu aktivnost veéu od 50% (pri
koncentraciji od 20 uM u prisustvu 0,1 mM supstrata). Na slici 21 prikazana su dva
najaktivnija: mihelamin B (72) i NSC 357756 (73) (slika 21), ako se izuzme srebro-
sulfadiazin ¢ija aktivnost poti¢e od jona srebra. Dodatnim ispitivanjem ustanovljeno je
da jon srebra blokira pristup enzimu, vezujuéi se za polarne ostatke aminokiselina u
aktivnom mestu ili njegovoj blizini.

Pretragom koja je usledila i obuhvatila seriju bis-4-amino-7-hlorhinolinskih
derivata'™* ustanovljeno je da i pojedini aminohinolini poput jedinjenje Q2-15 (74, slika

21) takode mogu biti dobri inhibitori neurotoksina.

72 (mihelamin B) 73 (NSC 357756) 74 (Q2-15)
(inhibicija: 62%) (inhibicija: 57%) (inhibicija: 60%)
{3 mesto vezivanja 1 O mesto vezivanja 2 @ polarni deo strukture

"o

Slika 21. Jedinjenja koja imaju inhibiciju ve¢u od 50% na BoNT/A LC.

S obzirom na to da dodatak jona cinka ne uti¢e na inhibitornu aktivnost i da 74
ne inhibira BoNT/B proteazu ustanovljeno je da aminohinolinski derivati mogu na dva
nacina inhibirati BoNT/A: spreavanjem translokacije kraceg lanca (LC) u citosol i
specifi¢nim vezivanjem za aktivno mesto LC/A proteaze.

Strukturna slicnost koja postoji izmedu prikazanih jedinjenja (slika 21) ukazuje

na ista mesta vezivanja. Na osnovu ovih istrazivanja predlozen je model farmakofore za
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BoNT/A LC inhibitore koji se sastoji od nekoliko karakterisicnih oblasti (slika
22A),173175

8.0-16.0A

Slika 22. A: PredloZzen model farmakofore inhibitora BoONT/A LC; B: Jedinjenje 74
(Q2-15) uklopljen u model farmakofore.

Komponente A i B predstavljaju aromaticne planarne povrSine, pri ¢emu
komponenta A sadrzi elektron-donorski heteroatom koji se vezuje za cink ili izmenjuje
molekul vode vezan za cink koji je neophodan pri hidrolizi peptida (slika 22).
Mihelamin B (72) poseduje naftalenski prsten ¢ije hidroksi- i metoksi-grupe mogu
ucestvovati u elekron-donorskim interakcijama kao i atomi kiseonika (73) i azota (74)
heterociklicnog sistema. C 1 D su hidrofobne komponente neophodne za specifi¢no
vezivanje za aktivno mesto enzima, a E je pozitivna jonizabilna grupa.

Pseudo-peptidni kompetitivni inhibitor BoONT/A, mpp-RATKML (62, slika 19)
u velikoj meri zadovoljava strukturne uslove predlozenog modela farmakofore (uoc¢ene
su dobre korelacije u polozaju i medusobnom rastojanju funkcionalnih grupa). Postojec¢i

model je unapreden uvodenjem dve dodatne komponente: jonizabilna F (odgovara

176

bo¢nom ostatku Lys) i hidrofobna G (odgovara bo¢nom ostatku Met) (slika 23).

62 (mmp-RATKML) N,

Slika 23. mpp-RATKML uklopljen u prosireni model farmakofore inhibitora BoNT/A.
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Nakon $to je utvrdeno da aminohinolini zahvaljuju¢i slabo baznoj grupi (pKa =
8) 1 izdvojenom jonizabilnom aminu spadaju u grupu najmo¢nijih inhibitora BoNT/LC,
u okviru istrazivatke grupe profesora Solaje sintetisana je serija steroidnih
aminohinolinskih derivata. Od sintetisanih derivata najbolju inhibitornu aktivnost

pokazuju 4-amino-7-hlorohinolin-holanoat acetati 75 1 76 (slika 24). Molekulskim

modelovanjem je uoceno da se steroidni aminohinolinski derivati dobro uklapaju u
177

dodatnu G regiju prosSirenog modela farmakofore (slika 24).

0 75
o 1C=7uM
/" inhibicija: 90% (50 uM)

HN/\/NH H “0Ac

Cl N

76
N IC;,= 10 uM

inhibicija: 90% (50 uM)
ﬁt@\
NS
N Cl

AcO™

Slika 24. Uklapanje ACQ 75-76 u prosireni model formakofore.

Dopunjeni model farmakofore je iskoriS¢en za identifikovanje novih malih ne-
peptidnih inhibitora

BoNT (SMNPI-va; Small Molecule Non-Peptide Inhibitors). Pretragom NCI
otvorene baze podataka malih molekula (National Cancer Institute Open Repository)
prema unapredenom modelu farmakofore, idetifikovan je bisamidin NSC 240898 (77,
slika 25) kao potencijalni inhibitor BONT/A (ICso = 11 uM; 75% inhibitorna aktivnost
pri koncentraciji od 20 pM) (slika 25)."”° Pokusaji hemijske optimizacije strukture

bisamidina doveli su do sinteze niza analoga (78-81).'"!'" Od sintetisanih derivata
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najvecu aktivnost poseduje 79 (ovaj analog je 4,4 puta aktivniji od bisamidina 77) (slika

25).

77 (NSC 240898) X=0; R=H (75% (20 uM); IC;, = 11 uM)

82 (NSC 328398)
78 (NSC 277363) X=N; R=H (67% (20 uM)

79 X=0; R=CH,CH,N(CH,), (IC,, = 2,5 uM)

X=8; R=H (67% (20 uM)

i {__1 planarne povrsine

81 X=S; R=H (80% (20 uM) @ jonizabilne grupe

Slika 25.

Bisamidin ne poseduje hidrofobne strukturne jedinice i u model farmakofore
(slika 25) se uklapa iskljucivo zahvaljuju¢i planarnim povrSinama i jonizabilnim
grupama.

U narednoj pretrazi koris¢en je pojednostavljeni model farmakofore koji
obuhvata samo komponente koje se odnose na planarne povrSine (A i B; slika 22) 1
jonizabilne grupe (E i F; slika 22 i slika 24)."® Petragom NCI otvorene baze podataka,
koja je obuhvatila oko 270.000 jedinjenja doslo se do diazahrizena 82 (NSC 328398,
slika 25), kao potencijalnog inhibitora BoNT.

Diazahrizen za razliku od bisamidina 82 (NSC 328398), pokazuje strukturnu
sli¢nost sa ranije opisanim hinolinskin inhibitorom 74 (Q2-15). Molekul diazohrizena
(4,10-diazohrizen-1,7 diamin) u sebi sadrzi dva 4-aminohinolinska prstena, a uocljiva je
i strukturna sli¢nost izmedu aminoalkil-bo¢nih lanaca hrizena i aminoalkil-linkera

hinolinskog derivata (slika 26).
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Molekulskim modelovanjem utvrdeno je da se trodimenzionalna struktura

diazahrizena 82 (NSC 328398) jako dobro preklapa sa trodimenzionalnim strukturama
bisamidina 77 (NSC 240898) i hinolina 74 (Q2-15) ali i da jedinjenja 77 1 74 ne

zauzimaju isti prostor u aktivnom mestu enzima (slika 27). Utvrdeno je da svaki od

navedenih inhibitora zauzima dva od tri moguca vezivna mesta (zone). Jedinjenja 77 1

82 zauzimaju prvu i drugu dok jedinjenje 74 drugu i tre¢u zonu (slika 27).

B et et Ll DL DL L S

77 (NSC 240898):  { /Y \

H

82 (NSC 328398):

74 (Q2-15):

Slika 27. Uklapanje jedinjenja 74, 77 1 82 u tri zone formakofore

BoNT/A LC inhibitora.

Identifikovanjem trece zone, postoje¢a farmakofora je unapredena za jos jednu

hidrofobnu jedinicu (kojoj odgovara aminohinolinski prsten jedinjenja 74 (Q2-15)).
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Pretragom NCI baze podataka prema poboljSanoj farmakofori koja poseduje tri zone,

dobijen je novi inhibitor BoNT, jedinjenje 83 (NSC104999, slika 28).

_\—\ (6] HN/\,
NH =N
NH NH
N= o C 0 NH
LN o} \_L
NSC 104999

Slika 28. Struktura jedinjenja 83.

Wipf 1 saradnici su sintetisali jedinjenja 84 1 85 (slika 29) koja predstavljaju
hinolinske analoge bisamidina 77 (NSC 240898)."*! Utvrdeno je da novosintetisani
derivati (regioizomerna smesa) koji pored prve dve zauzimaju i tre¢u zonu poseduju

bolji afinitet vezivanja (Ki = 0,600 uM).

e ——— AT T T

1’ /’ \\ \\
77 (NSC 240898) | o I
] ] ] [}
] ] ] [}
HN | | |
OO
oI 1 I N NH
| i 1 H i
: b N
] o | e N
I L l { cn
aothy |
(0] ] ! |
84 i : i E INH\/\i\/NH |
}
| | Moo
| | | | : |
I i I NH~ 1 |
] ] [}
e S Do K M 5
85 . N | NH | Cl
A S :
L P l | =N l
| | | | H |
\ VoY ! \ /
\ \ ¢ ’,/ S 4
zona 1 zona 2 zona 3

Slika 29. Uklapanje jedinjenja 77, 84 1 85 u tri zone formakofore BoONT/A LC
inhibitora.
Preklapanjem struktura jedinjenja 84, 85 1 83 (NSC104999) model je postao

bogatiji za jo§ jednu zonu (Getvrto vezujuée mesto).'™ Pretragom prema dopunjenoj,
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kompleksnijoj farmakofori identifikovano je jedinjenje 86 kao najaktivniji do tad

otkriveni Zn-nehelatiraju¢i inhibitor botulinum neurotoksina (K; = 0,572 uM, slika 30).

7 N\
N
0 HN/\I
NH —N
cl NH NH: cl
N= 0 C 0 NH
LN 0
\ A

Slika 30. Struktura jedinjenja 86.

Preklapanje struktura razli¢ittih SMNPI hemotipova dovodi do identifikovanja
novih zona i1 pruza mogucnosti za kreiranje novih inhibitora BoNT/A sa veéim
afinitetom vezivanja. Novi, poboljSani modeli farmakofora omogucavaju pronalazenje

novih SMNPI hemotipova, ali i optimizaciju postojecih inhibitora BoNT-a.
2.2.2.4. Kovalentni inhibitori

Capkova i saradnici su sintetisali benziliden-ciklopentendionske derivate koji
ireverzibilno inhibiraju BoNT/LC metaloproteazu vezujuéi se kovalentnim vezama za
enzim.'® Ustanovljeno je da 87 (slika 31) pri koncentraciji od 900 pM spredava
hidrolizu SNAP-25 proteina.

Pretragom koja je obuhvatila 70.000 jedinjenja, koriS¢éenjem protokola
zasnovanom na transferu fluorescentne rezonantne energije (FRET, Fluorescence
Resonance Energy Transfer) identifikovan je benzimidazol akrilonitril 89 (slika 31) kao
uM kovalentni inhibitor BONT/A LC (ICso = 7,2 uM). Na zalost, aktivnost jedinjenja
nije potvrdena ex vivo eksperimentima.'™ Hemijskom modifikacijom sintetisan je
derivat 90 (ICsp = 26 uM) koji pri 30 uM koncentraciji u neuronu §titi SNAP-25 protein
od hidrolize (58%).
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Cl i Cl
O +
\g/Sv\/NH3 Br

(0] (0] 1l
(6]

87 88 (MTSPA)
I
/
N
=4 N CN |
N N H J
H
89 90

Slika 31. Kovalentni inhibitori BONT/A LC.

Nedavno je otkriveno da je cisteinski ostatak (Cysl165) u aktivnom mestu
(BoNT/A LC) neophodan za kataliticku aktivnost enzima. Ustanovljeno je da mutacija
kojom se Cys 165 zamenjuje serinom smanjuje aktivnost enzima 50 puta, kao i da se
inkubacijom  BoNT/A  LC sa  reaktivnim  jedinjenjem  poput  (3-
aminopropil)metantiosulfonat hidrobromida (88, MTSPA, slika 31) ireverzibilno

inaktivira enzima (K; = 7,7 MM).185

2.2.2.5. Nekompetitivni inhibitori

Janda i saradnici utvrdili su da se prirodni proizvodi poput lomofungina (91)'* i
D-&ikorinske kiseline (92)' (slika 32) ponasaju kao nekompetitivni inhibiri BoNT/A
LC. Ova jedinjenja pokazuju sinergicko dejstvo sa jedinjenjima koja se vezuju za

aktivno mesto enzima (poput hidroksamata 2,5-dihlor-cimetne kiseline 63, slika 20).

| HO OH
0O
OH HOAQ_» {Q—OH
N E— J—
—
HO N o O
OH o Y= o
H Y0

HOOC COOH

91 (lomofungin) 92 (D-cikorinska kiselina)
(Ki= 6,7 uM)

Slika 32. Nekompetitivni inhibitori BoONT/A LC.
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Pored aktivhog LC/A poseduje jo§ dva sekundarna mesta vezivanja: f-
sekundarno mesto vezivanja koje se nalazi u blizini aktivnog mesta i a-sekundarno
mesto vezivanja koje se nalazi na suprotnoj strani enzima.'*® Prirodni supstrat BoNT/A
LC, protein SNAP-25 se preko N-terminalnog kraja (146-167 sekvence koja formira o-
heliks) vezuje za a-, a preko C-terminalnog kraja (202-204 sekvence koja formira B-

lanac) za - sekundarno mesto enzima.
2.2.2.6. Inhibitori sa nedefinisanim mehanizmom dejstva

Tusendain (93) je triterpenoid (ekstrakt Melia toosendan) Sirokog spektra
dejstva (antiinflamatornog, antiparazitskog i antikancerogenog) koji se od davnina
koristi u tradicionalnoj kineskoj medicini (slika 33)."" Pogetkom osamdesetih godina
proslog veka uoceno da primena 93 na majmunima sprecava ispoljavanje toksicnog

efekta BONT/A, BoNT/B i BoNT/E.!*

93 (tusendanin) 94 95

Slika 33. Tusendain i analogni derivati pojednostavljene structure.

Tacan mehanizam dejstva triterpenoida je nepoznat. Pretpostavlja se da dualnim
mehanizmom inhibira translokaciju u ranoj fazi: stabilizuje konformaciju HC/kanal-LC
kompleksa i tako sprecava otpustanje kratkog niza, a sa druge strane u trenutku kada je
HC kanal slobodan, postaje aktivator, stabilizujuéi otvorenu konformaciju.'””' S obzirom
na to da tusedain (93) poseduje kompleksnu strukturu i da je ishod totalne sinteze
neizvestan, pribeglo se sintezi analoga pojednostavljene strukture u cilju definisanja

strukturnih fragmenata koji su neophodni za inhibiranje BoNT. Ispostavilo se da
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192

sintetisani derivati koji sadrzi samo C i D (94, slika 33) " odnosno A i B prstnove (95,

slika 33)"" pokazuju daleko nizu inhibitornu aktivnost.
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Suzbijanje malarije 1 danas predstavlja jedan od glavnih prioriteta Svetske
zdravstvene organizacije. S obzirom na to da bi klimatske promene i1 razvoj rezistencije
parazita prema postoje¢im lekovima u narednom periodu mogle dovesti do naglog
porasta broja obolelih posebno u siromasnim delovima Afrike i Azije, u svetu se danas
¢ine veliki napori u iznalaZzenju novih efikasnijih lekova.

Botulinum neurotoksini (BoNT) su od strane Centra za kontrolu i prevenciju
bolesti SAD svrstani u A kategoriju agenasa sa najve¢im rizikom od moguce upotrebe u
bioterorizmu. Uprkos toksi¢nosti, BONT/A vremenom sve viSe primenu nalazi u
kozmeticke svrhe.'” Samo je tokom 2013. godine u SAD zabelezeno 6,3 miliona
kozmetickih tretmana koji su ukljuc¢ivali BONT/A 1 BoNT/B, pri ¢emu je njihov broj u
stalnom porastu (u proteklih 13 godina broj intervencija je porastao za 703%).'*

Postoji nekoliko razloga koji stvaraju konstantnu potrebu za razvojem inhibitora
botulinum neurotoksina:

e strah od zloupotrebe BoNT kao biohemijskog otrova

e neadekvatna primena neurotoksina na klinikama (prevelika doza)

e kontaminacija hrane (posledica sveopste prisutnosti BoNT)

e nepostojanje odobrenog farmakoloskog pristupa za tretman intoksikacije

Kao cilj ove doktorske disertacije postavljena je sinteza 1 ispitivanje
antimalarijske aktivnosti aminohinolinskih derivata kod kojih su adamantanski
fragmenti preko razli¢itih amido-aminskih i diaminskih premostnih nizova povezani sa
hinolinskim jezgrom. Lipofilna adamantanska podjedinica trebalo bi da olakSava
prolazak supstance kroz bioloske membrane, dok bi diaminski linker, kao izvor
jonizabilnih azotovih atoma trebalo da doprinese akumuliranju supstance u FV parazita.

U nastavku istrazivanja ispitivan je uticaj promene elektronske gustine
aminohinolinskog jezgra na m-m interakcije sa p-okso dimerima hema i samim tim na
antimalarijsku aktivnost (prema prihva¢enom mehanizmu aminohinolini na taj nacin
sprecavaju gradenje hemozoina i detoksifikaciju parazita). Ispitivan je efekat promene

supstituenata u polozaju C(3) i C(7) aminohinolinskog jezgra na inhibitornu aktivnost
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adamantanskih derivata. S tim ciljem sintetisane su serije F-C(3) i H-C(7) analoga
najaktivnijih CIl-C(7) adamantanskih derivata (serija jedinjenja ra¢vastog niza u kojoj do
grananja dolazi na ugljenikovom atomu blizem hinolinskom jezgru).

Mnogobrojna istrazivanja i literaturni podaci ukazuju da pojedina jedinjenja
pokazuju aktivnost na viSe medusobno nepovezanih patogenih meta. Imajuci to u vidu,
zeleli smo da ustanovimo da li adamantanski derivati koji su pokazali izrazenu

antimalarijsku aktivnost istovremeno deluju i kao inhibitori botulinum neurotoksina.

3.1. Sinteza

3.1.1. Amido-adamantanski aminohinolini

Prvi korak u sintezi amido-adamantanskih derivata je reakcija mono-Boc
zadtiéenih diamina"” sa komercijalnim 4,7-dihlorhinolinom (4,7-DCQ) i dobijanje N-

Boc zasti¢enih aminohinolina (97a-d, shema 4).

HN/\(\YNH“/@

N 0
N NHBoc N o N o @ 99min=1 (81%)
N 99b: n=2 (84%)
2797 NHBoc X A 99¢: n=3 (61%)
_ _ 99d: n=4 (75%)
i) cl N ii) cl N iii)

96a: n=1

97a: n=1 (88%)

98a: n=1 (65%)

96b: n=2 97b: n=2 (93%) 98b: n=2 (91%) HN/\G’);NH
96¢: n=3 97¢: n=3 (78%) 98¢c: n=3 (94%) fo)
96d: n=4 97d: n=4 (77%) 98d: n=4 (87%) A

~Z 100a: n=1 (83%)
N 100b: n=2 (56%)
100c: n=3 (71%)
100d: n=4 (43%)

i) 4,7-DCQ, 80 °C, 1h, 120-130 °C 6-8 h; “

ii) TFA/DCM (v:v 1:10), s.t., 24 h, 2,5 M NaOH;
iii) 1-adamantilsircetna kis./ adamantan-1-karboksilna kis. (1 ekv), HOBT (2 ekv), EDC (2 ekv), DCM, s.t., 24 h.

Shema 4

Deprotekcija amino-grupe izvrSena je pomocu trifluorsiréetne kiseline (TFA) u

dihlormetanu (DCM) na sobnoj temperaturi. Reakcijom dobijenih amina 98a-d i 1-

viii

Postupak za sintezu i karakterizacija mono-Boc prekursora: ferc-butil (2-aminoetil)karbamata 96a,
terc-butil-(3-aminopropil)karbamata 96b, terc-butil-(4-aminobutil)karbamata 96c i ferc-butil-(5-
aminopentil)karbamata 96d opisan je ranije u literaturi (ref. 197).
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adamantansiréetne odnosno adamantan-1-karboksilne kiseline, koja je prethodno
aktivirana etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimidom (EDC) 1 1-
hidroksibenzotriazolom (HOBt)), u DCM na sobnoj temperaturi dobijeni su amidi 99a-
d i 100a-d (shema 4).

3.1.2. Amino-adamantanski aminohinolini normalnog i ra¢vastog niza

Diamini 1,3-butandiamin (102f) 1 1,4-pentandiamin (102g) dobijeni su u dva
koraka iz odgovarajucih, komercijalno dostupnih dibromida (shema 5).

U prvom delu reakcionog puta dibromidi su prevedeni u azide 101f i 101g
(natrijum-azidom u N,N-dimetilformamidu (DMF); shema 5). Zeljeni radvasti amini
102f i 102g su dobijeni redukcijom azida, Staudinger-ovom reakcijom, pomocu Phs;P u
toluenu u prisustvu vode. U cilju dodatnog precisS¢avanja, amini su iz sirove smese
prevedeni u odgovarajuée soli metanolnim rastvorom hlorovodonika, a zatim su
izvolovani destilacijom preko NaOH na atmosferskom pritisku (t.k. (102f) = 138,6 °C;
t.k. (102g) = 162,4 °C).

Br\r('\)“Br 1)4» Nj T(\)RNS L» HN ANH, L» H,N e NHBoc
R R
n=2, 1,3-dibrombutan 101f: n=2 (97%) 102e: 1,2-diaminopropan 103e: n=1, R=Me (69%)
n=3, 1,4-dibrompentan 101g: n=3 (93%) 102f: n=2, R=Me (78%) 103f: n=2, R=Me (73%)
102g: n=3, R=Me (81%) 103g: n=3, R=Me (68%)
102h: 1,3-diaminopentan 103h: n=2, R=Et (72%)

R R
)\(),NHBOC )\(\*NHZ
HN n HN f
X

e Oﬁ 2 Oﬁ
Cl N/ Cl N/

104e: n=1, R=Me (88%) 105e: n=1, R=Me (92%)
104f: n=2, R=Me (73%) 105f: n=2, R=Me (76%)
104g: n=3, R=Me (69%) 105g: n=3, R=Me (81%)
104h: n=2, R=Et (87%) 105h: n=2, R=Et (88%)

i) NaN, (5 ekv), DMF, 50 °C, 24 h; ii) Ph,P (2 ekv), PhMe, H,0, 120 °C; MeOH (zas. HC), A;
iif) terc-butil-fenil-karbonat (2 ekv), suvi EtOH, 90 °C, 24 h; iv) 4,7-DCQ, 80 °C, 1 h; 120-130 °C, 6-8 h;
v) TFA/DCM (v:v 1:10), s.t., 24 h; 2,5 M NaOH.

Shema 5

Sterno pristupacnije amino-grupe sintetisanih racvastih diamina (102f-g), kao 1

komercijalno dostupnih amina 1,2-propandiamina (102e) i 1,3-pentandiamina (102h),
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196 .
Zagrevanjem

zaStiCene su pomocu ferc-butil-fenil-karbonata u apsolutnom EtOH.
dobijenih mono-Boc diamina 103e-h sa 4,7-DCQ dobijeni su N-Boc zasti¢eni
aminohinolini 104e-h (shema 5).

U slucaju piperazinskog diamina (1,4-bis(3-aminopropil)piperazina) 102i u
reakciji sa terc-butil-fenil-karbonatom, kao i primenom standardnog postupka za zastitu

. . , 197 - 4. - . .. . .. . o, e . .
diamina pomocu Boc,0'”, jedini proizvod koji smo izolovli je di-Boc zasti¢eni diamin

103i (shema 6).

NHBoc NH,

oS S
§oe o Do

I IS y
Z 7
Cl N Cl N
102i 103i (46%) 104i (63%) 105i (89%)

i) terc-butil-fenil-karbonat (2 ekv), suvi EtOH, 90 °C, 24 h; ii) Boc,0, DCM, s.t.;
iii) 4,7-dihlorhinolin, 80 °C, 1 h; 185 °C, 6-8 h; iv) TFA/DCM (v:v 1:10), s.t., 24 h; 2,5 M NaOH.

Shema 6

Zagrevanjem 103i sa 4,7-DCQ na nesto vi$oj temperaturi (185 °C) dobijen je N-
Boc zasticeni aminohinolin 104i. Deprotekcijom N-Boc zastiCenih amino-grupa
intermedijera 104e-i pomocu TFA/DCM na sobnoj temperaturi, dobijeni su
aminohinolini 105e-i u visokom prinosu (shema 5 i shema 6).

Na shemi 7 prikazan je postupak za dobijanje adamantanskih amino-derivata
(Ar-N-C(0)-C(a')-N-C(a' )-Ad) normalnog (C(a)-H i C(a')-H) i racvastog niza
(derivata kod kojih je mesto grananja bliZze hinolinskom jezgru (C(a)-Me/Et) i C(a')-H)
106a-i 1 107a-i.

Oksidacijom 1-adamantilmetanola i 1-adamantiletanola pomo¢u PCC u DCM
dobijeni su odgovarajuéi aldehidi koji su nakon izolovanja, bez dodatnog precis¢avanja,
reakcijom reduktivnog aminovanja prevedeni u odgovarajuc¢e aminohinoline (shema 7).

Prilikom sinteze derivata sa normalnim diaminoalkil-nizom (106a-d i 107a-d) i
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piperazinskih derivata (106i 1 107i), primenjen je postupak sa NaBH(OAc); kao
redukcionim sredstvom u DCM.

Prilikom sinteze piperazinskih derivata (106i i 107i) i aminohinolina
etiladamantanske grupe jedinjenja (107a-c¢), pri navedenim reakcionim uslovima kao
posledica dvostrukog reduktivnog aminovanja, izolovani su i di-adamantanski derivati

(108i, 109a-c, 109i) kao sporedni proizvodi (shema 7).

Hs

}gg::: nZé, mZ}, E:E E;ZZ?; 106i: n=3, m=1 (63%)
: n=2, m=1, R= (] i: n= = 9
R H 106¢: n=3, m=1, R=H (74%) 1076 073, m=2 (349%)
NH Y, 106d: n=4, m=1, R=H (81%)
HN 2 o - 106e: n=1, m=1, R=Me (83%)
m=1 ili m=2 106f: n=2, m=1, R=Me (89%)
X > 106g: n=3, m=1, R=Me (80%)
_ i) ili ii) 106h: n=2, m=1, R=Et (68%)
Cl N 107a: n=1, m=2, R=H (55%)
107b: n=2, m=2, R=H (67%)
98a: n=I,R=H 107¢: n=3, m=2, R=H (64%)
98b: n=2, R=H 107d: n=4, m=2, R=H (71%)
98c: n=3, R=H 107e: n=1, m=2, R=Me (75%)
98d: n=4, R=H 107f: n=2, m=2, R=Me (77%)
105e: n=1, R=Me 107g: n=3, m=2, R=Me (61%)
105f: n=2, R=Me 107h: n=2, m=2, R=Et (67%)
105g: n=3, R=Me
105h: n=2, R=Et
105i: Shema 6
n n )m
PO D)

108i: n=3, m=1 (8%)
109i: n=3, m=2 (12%)

i) za 106a-e, 106h-i, 107a-e i 107h-i: aldehid (1 ekv), NaBH(OAc), (2 ekv), DCM, s.t., 24 h;
ii) za 106f-g i 107f-g: aldehid (1 ekv), MeOH/DCM (2:1), AcOH, NaBH, (6 ekv), s.t., 24 h.

Shema 7

i \/k/\
_
Cl N

109a: n=1 (3%)
109b: n=2 (7%)
109¢: n=3 (8%)

Za sinteze aminohinolina sa ra¢vastim diaminoalkil-nizom metiladamantanske

serije jedinjenja (m=1, 106e-h) koris¢eni su isti eksperimentalni uslovi (shema 7), dok
su za dobijanje analognih derivata etiladamantanske serije (m=2, 107e-h) ispitivani
razli¢iti postupci za reduktivho aminovanje, kako bi se izbeglo nastajanje di-

adamantanskih derivata i ujedno povecao prinos reakcije. Najbolje prinose dao je
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postupak reduktivnog aminovanja adamantil-1-acetaldehida aminohinolinima 105e-h

pomocu NaBHy u smesi rastvara¢a (MeOH/DCM (2:1)) u prisustvu AcOH (shema 7).

Na reakcionoj shemi 8 predstavljen je postupak za dobijanje aminohinolinskih

derivata 114a-¢ sa normalnim diaminoalkil-nizom i grananjem na adamantanskom

fragmentu (C(a)-H, C(a')-H 1 C(a' ')-Me), kao 1 postupak za dobijanje aminohinolinskih

derivata 114e-h i 115e-h sa racvastim nizom kod kojih je mesto grananja blize

adamantanskom fragmentu (C(a)-H, C(a')-Me/Et ili C(a')-Me/Et).

Cl

H,N

"NHBoc
R 98a: n=1, R=H
98b: n=2, R=H

, R
98¢c: n=3, R=H

NH
BocHN™ >,

110a: n=1, (74%)
110b: n=2, (76%)
110c: n=3, (71%)

iii)

NH
H,NTY,
112a: n=1, (87%)
112b: n=2, (84%)
iy | 1126:n=3, (83%)
NH

HNY,
“ | 114a: n=1, (69%)
X 114b: n=2, (74%)

N 114¢: n=3, (69%) !

iv) ili v)

103e: n=1, R=Me
103f: n=2, R=Me
103g: n=3, R=Me
103h: n=2, R=Et

SRR

oc
R

110e: n=1, R=Me (81%)
110f: n=2, R=Me (73%)
110g: n=3, R=Me (74%)

.« n= = 0,
iii) 110h: n=2, R=Et (80%)

n NH
HZN’k)\(
R

112e: n=1, R=Me (87%)
112f: n=2, R=Me (79%)
112g: n=3, R=Me (90%)
112h: n=2, R=Et (89%)

NH
HN’(),,\(
R
“ | 1Mdein=l, R-Me (71%)
S 114f: n=2, R=Me (70%)
114g: n=3, R=Me (64%)
114h: n=2, R=Et (71%)

iv) ili v)

111e: n=1, R=Me (75%)

111f: n=2, R=Me (73%)

111g: n=3, R=Me (77%)
i) 111h: n=2, R=Et (76%)
i

" _NH
H,N
R

113e: n=1, R=Me (92%)
113f: n=2, R=Me (81%)
113g: n=3, R=Me (91%)
113h: n=2, R=Et (75%)

HN /(\)"\rNH
= R

115e: n=1, R=Me (74%)
115f: n=2, R=Me (72%)
115g: n=3, R=Me (67%)
115h: n=2, R=Et (70%)

<
Cl N

i) keton/aldehid (lekv), Ti(iOPr)4 (1,2 ekv), suvi EtOH, NaBH, (1,2 equiv), 18 h s.t.; ii) aldehid (1 ekv), MeOH/DCM (v:v; 2:1), AcOH,
NaBH, (6 ekv), s.t., 24 h; iii) TFA/DCM (v:v 1:10), s.t., 24 h; 2,5 M NaOH; iv) za 114e-f i 115e-f: 4,7-dihlorhinolin, MW, 130 °C, 2 h;
v) za 114g-h i 115g-h: 4,7-dihlorhinolin, PhOH (5 ekv), 110 °C, 8 h.

Shema 8
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U cilju dobijanja odgovaraju¢ih N-Boc zaStiCenih amino-adamantanskih
prekursora 110a-c, ispitani su razli€iti postupci za reduktivno aminovanje 1-adamantil-
metilketona mono-Boc zasti¢enim diaminima normalnog niza 98a-d. Jedino postupkom
sa Ti(O-Pr); i NaBH; kao redukcionim sredstvom nastaju Zeljeni proizvodi.'”®
Deprotekcijom amino-grupa pomoéu TFA/DCM dobijeni su amino-prekursori 112a-¢
koji zagrevanjem sa 4,7-DCQ u fenolu daju odgovaraju¢e aminohinoline 114a-c (shema
8).

Reakcijom reduktivnog aminovanja aldehida (adamantan-1-karbaldehida 1
adamantil-1-acetaldehida) mono-N-Boc zaSti¢enim ra¢vastim diaminima 103e-i dobijeni
su odgovaraju¢i N-Boc zasticeni amino-adamantanski prekursori 110e-h i 111e-h
(shema 8). U sluc¢aju adamantil-1-karbaldehida najbolje prinose dao je postupak sa
NaBH4, u smesi rastvaraca (MeOH/DCM (2:1)) u prisustvu AcOH, dok je kod
adamantil-1-acetaldehida najbolji rezultat postignut primenom postupaka sa NaBH4 u
apsolutnom EtOH u prisustvu Ti(O-iPr)s.

Nakon deprotekcije amino-grupa (TFA/DCM) dobijeni su odgovaraju¢i amini
112e-f i 113e-f koji u reakciji sa 4,7-DCQ, zagrevanjem u mikrotalasnom reaktoru na
180 °C u inertnoj atmosferi argona, dali aminohinoline 114e-f i 115e-f. Pod istim
reakcionim uslovima, reakcijom 112g-h i 113g-h 1 4,7-DCQ), nastala je komplikovana
reakciona smesa, pa je za sintezu Zeljenih derivata odabran drugaciji pristup. Proizvodi
114g-h i 115g-h dobijeni su zagrevanjem amino-prekursora 112g-h i 113g-h sa 4,7-
DCQ u fenolu (shema 8).

Selektivnim metilovanjem alifati¢ne amino-grupe adamantanskih derivata 106a-
¢, 106e-f, 97a-c i 107e-g pomocu 37% HCHO, u prisustvu ZnCl, i NaBH3CN u MeOH,
dobijeni su N-metilovani derivati 116a-c, 116e-f, 117a-c i 117e-g (shema 9).

N-etilhidroksi derivat 117k dobijen je zagrevanjem 107a u 2-hloretanola tokom

48 h (shema 9).
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e L bt

m 106a: n=1, R=H m 116a: n=1, R=H (82%)
J  106b: n=2, R=H _J 116b: n=2, R=H (87%)
Cl N 106¢: n=3, R=H Cl N 116¢: n=3, R=H (93%)
106e: n=1, R=Me 116e: n=1, R=Me (91%)
106f: n=2, R=Me i) ili i) 116f: n=2, R=Me (87%)
—_—
R R 3{
) )
m 107a: n=1, R=H m 117a: n=1, R=H, X=Me (89%)
al N©  107b: n=2, R=H al N7 117b: n=2, R=H, X=Me (84%)
107¢: n=3, R=H 117¢: n=3, R=H, X=Me (86%)
107e: n=1, R=Me 117e: n=1, R=Me, X=Me (93%)
107f: n=2, R=Me 117f: n=2, R=Me, X=Me (80%)
107g: n=3, R=Me 117g: n=3, R=Me,X=Me (51%)

117k: n=1, R=H, X=CH,CH,OH (49%)
i) za 116a-f i 117a-g, 37% HCHO, MeOH, ZnCl, (2 ekv), NaHB,CN (4 ekv), s.t., 4 h;
ii) za 117k, 2-hloretanol (15 ekv), 90 °C, 48 h.

Shema 9

3.1.3. Uvodenje fluora u C(3) polozaj 1,2-dihlorhinolinskog jezgra

Conrad-Limpach-ova ciklizacija

Prvi pokusaj uvodenja fluora na hinolinsko jezgro zasnovan je na klasi¢noj
reakciji dobijanja 4-hinolona, Conrad-Limpach-ovoj ciklizaciji. Ispitivanje reakcije
vrseno je na 1,5-diaminonaftalenu kao model-jedinjenju (shema 10).

Zagrevanjem 1,5-diaminonaftalena 1 etil-2-fluoracetoacetata, u prisustvu
kataliticke koli¢ine p-TsOH u suvom toluenu koris¢enjem Dean-Stark-ovog nastavka,
dobijen je intermedijer 118 Cije je struktura potvrdena NMR-spektroskopijom (slika 34;
ta¢nu geometrijsku konformaciju intermedijera nije bilo moguée utvrditi bez 2D 'H-""F
HOESY™ korelacionih spektara). Jedinjenje 118 je posluzilo kao model molekul, s
obzirom na to da je 6-m elektron ciklizacija njegovog des-F analoga standardna

procedura za sintezu 1,7-bis(alkilamino)diazahrizena.

* Heteronuclear Overhauser Effect SpectroscopY
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H-C(5') + H-C(5")

(E/Z) CH,-C(5) + CH,-C(5")
H-C(8) + H-C(4)  H-CG) +H-C(7) CH,-C(2) + CH,-C(")
— / N
| H-C(2) + H-C(6) ‘
1.97 2.00 2.08 2.00 4.07 6.06 6.17
=} H H H =} H =]
1d 0 9.‘5 ' 9‘.0 8‘.5 ' 8.‘0 ' 7‘.5 ' 7.‘0 6.‘5 6.‘0 5‘.5 ' 5.‘0 4.‘5 ' 4‘.0 3‘.5 3.‘0 2‘.5 2.‘0 1.‘5 ' 1‘.0 0‘.5 6
Chemical Shift (ppm)
C(3) +C(7)
C(4a) + C(8a) C(2) +C(6) /gz') +C(2")
o
C() +C®) C4)+C(@8) . "
s C(5) + C(5")
1 n / C(6") + C(6")
c@y+c@ny  C@)+CEn C3) + 3" =
192 184 176 168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16 8

Chemical Shift (ppm)

Slika 34. 'H- i °C NMR spektar 118.

Ispitivani su razliiti postupci za ciklizaciju nastalog intermedijera 118.
PokuSavana je ciklizacije sa Eaton-ovim reagensom (MeSOs;H/P,0s), Eaton-ovim
reagensom obogacenim fosforpentoksidom, kao i ciklizacija u difeniletru zagrevanjem
reakcione smese na 250 °C.

S obzirom na to da ni pod jednim od navedenih uslova nije doslo do ciklizacije
(primenom uslova A i B reakcija se nije odvijala, ve¢ je iz reakcione smeSe izolovano
isklju¢ivo polazno jedinjenje, dok je primena reakcionih uslova C dovela do termicke
razgradnje intermedijera 118), moze se pretpostaviti da formirani izomer 118 poseduju
geometrijsku konformaciju koja ne dozvoljava formiranje cikliénog proizvoda,

fluorovanog diazahrizena (120).
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NN
X OH
H
e i I T e
i)y  EtO -EtOH
N NH
N Y
119 120

i) kat. p-TsOH, anh. PhMe, 145 °C, 4 °A Dean-Stark (74%);
ii) A: Eaton-ov reagens (MeSO,H /P,0;), 90 °C, 5 h;
B: Eatan-ov reagens/P,0;, 90 °C;

C: Ph,0, 250 °C.

Shema 10

Iako primena Conrad-Limpach-ove ciklizacije na model molekulu nije dovela do

nastajanja fluorovanog diazahrizena, u nastavku istrazivanja pokusali smo sa sintezom

fluorovanog hinolinskog jezgra primenom opisanih uslova (shema 11).

3-hloranilin

g OFt
T
Q. =%
Cl NH, 0

EtO 0
\ﬁip
cr i N i) cl
H

121

122

i) kat. p-TsOH, anh. PhMe, 145 °C, 4 °A Dean-Stark; ii) A: Eaton-ov reagens (MeSO,H /P,0, ), 90 °C, 5 h;
B: Eaton-ov reagens/P,0;, 90 °C;
C: Ph,0, 250 °C.

Shema 11

Nakon zagrevanja 3-hloranilina i etil-2-fluoracetoacetata, uz kataliticke koli¢ine

p-TsOH u suvom toluenu, u visokom prinosu je dobijeno jedinjenje koje takode ne

podleze ciklizaciji ni pod jednim od uslova koji su koriS¢eni pri pokusaju ciklizacije

intermedijera 118. Detaljnijom analizom dobijenog proizvoda ustanovljeno je da u
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reakciji ne nastaje ocekivani intermedijer 121 (shema 11), ve¢ je utvrdeno nastajanje
proizvoda (smeSe izomera) Cije strukture nismo uspeli da reSimo spektralnim metoda
(‘"H NMR, ">C NMR, 2D NMR korelacioni spektari (NOESY, HSQC, HMBC) i GC-

MS analizom).

Balz-Schiemann-ova reakcija

Slede¢i pokuSaj za uvodenje fluora na aromati¢no jezgro zasnovan je na
klasicnoj Balz-Schiemann-ovoj reakciji u kojoj se vrSi piroliza diazonijum-

tetrafluorboratnih, odnosno diazonijum-heksafluorfosfatnih soli (shema 12).

+_ _ -

NH, N=N BF," (PFy) F i) A: +-BuNO,, KHF,/ SiF, ;
PN ) ) > A y B: +-BuSNO, HBF,;
R —= \.—R E—— :_R C: NaNO,, HBF,, H,0;

N

D: +-BuNO,, BF;xOEt,, 1,2-dihlorbenzen;

E: NOBF, /NOPF,, R R=Et, n-Bu
N

L BE, @F)
\

Shema 12

Novi pristup je zahtevao prisustvo amino-grupe u polozaju u kom zelimo da
uvedemo atom fluora (u ovom slucaju C(3) na hinolinskom jezgu). 4,7-DCQ je
zagrevanjem u glacijalnoj siréetnoj kiselini preveden u 4-hidroksi-derivat 123.
Jedinjenje 123 je takode komercijalni proizvod, ali smo se opredelili za opisani
reakcioni put jer je 4,7-DCQ prisupacniji prekursor (shema 13).

Selektivno uvodenje nitro-grupe u polozaj C(3) hinolinskog jezgra postignuto je
laganim dodavanjem HNOj u rastvor 123 u propanskoj kiselini. Reakcijom nukleofilne
aromati¢ne supstitucije 3-nitro-4-hidroksi-7-hlor hinolina 124 sa POCIl; dobijen je 4,7-
dihloro-3-nitro-hinolin 125. Kataliticlkom hidrogenizacijom 125 pomocu Raney-Ni, na

30 psi, dobijen je amin 126 (shema 13).
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Cl OH OH
NO
| N | N i | X2
= 2 =
cl N Cl N cl N
4,7-DCQ 123 (91%) 124 (75%)
Cl Cl
iii) N0 iy o
P ’ L~
Cl N cl N
125 (90%) 126 (64%)

i) glac. CH;COOH, 125 °C; ii) CH,CH,COOH, HNO, (2,2 ekv), 85 °C; iii) POCI,, 90 °C;
iv) Raney-Ni, H,, 30 psi, s.t..

Shema 13

Razli¢iti reakcioni uslovi su primenjeni za prevodenje amina 126 u odgovarajuce
diazonijum-soli: 48% HBEF, i NaNO,,"” NOBF4/NOPFs u DCM*” kao i postupak sa
BF;xOEt;1 ~-BuNO, u DCM 2Ol(shema 14; metode A-C).

Cl o g -
Cl N BF, (PF,) o N+BF4 (PF,)
NH, i) Xy SN N
() % ) [ ]
N Cl N C

Cl 1 N
H

126 117 128

i) A: 48% HBF,, NaNO,, 0 °C (83%);
B: NOBF,/NOPF,, DCM, 0°C (91%);
C: BF,xOEt,, t-BuONO, DCM, -5°C (87%);
D: BF,xOEt,, t-BuONO, 1,2-dihlorbenzen; 110°C (81%);
E: NOBF,/NOPF,, 0°C [emin][PF,]; 110°C (79%).

Shema 14

Medutim, ni pod jednim od prethodno navedenih uslova nije doslo do formiranja
diazonijum-soli 127, ve¢ je kao jedini proizvod reakcija nastao hinolon 128 (Cija je
struktura potvrdena NMR 1 masenom spektroskopijom). Na shemi 15 prikazan je

pretpostavljeni mehanizam reakcije.
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Nastajanje 128 moglo

m o, m@i\j e |:©\)T R O\)T o OE| bi se objasniti nukleofilnom

1311) . supstitucijom atoma Cl u

Cl

T nmwer mo mya B, HO @\)C'\\INNOH; poziciji C(4) molekulom vode
Clm 5_4_ a .\1/ é_ cl N/ .o . .
H

koji nastaje kao sporedni
128 127 131

proizvod u reakciji gradenja
Shema 13 diazonijum-soli (shema 15).

U cilju sprecavanja unosenja dodatne vlage u reakciju i suzbijanja nastajanja
hinolona 128, pokuSali smo uvodenje fluora na hinolinsko jezgro i direktnom Balz-
Schiemann-ovom reakcijom i da in situ (u anhidrovanim uslovima) dobijeni prekursor
127, bez prethodnog izolovanja, podvrgnemo pirolizi (shema 14; metode D-E). Za
reakciju su odabrani rastvara¢i sa visokim tackama kljucanja u kojima je moguce
istovremeno vrSiti 1 sintezu 1 termiCko razlaganje formirane diazonijum-soli (poput 1,2-
dihlorbenzena®®? i jonskih te¢nosti-® NOBF,, odnosno NOPFs). Takode, reakcije su
paralelno izvodene u prisustvu molekulskih sita u nameri da se uklanjanjem vode koja
se oslobada tokom reakcije (shema 15) dodatno spreci nastajanje nezeljenog proizvoda
128.

Primenom  novih

@\)\INH;BF ﬂ|: @\)\IN N=0 @\)\IN N— <f| reakcionih  uslova nije
126 129 doslo do uvodenja fluora na

. aromati¢no jezgro, vec je

., Q\)N\j L \\3 N Kﬁﬁ/ @\)?/ kao jedini proizvod
m reakcije  opet izolovan

e
hinolon (128) Sto bi se

OH o
N=N BF, Z=N BF, . .y
@\)j/ = mN N moglo objasniti
cl N cl N Shema 16

s intramolekulskom

nukleofilnom supstitucijom, koja bi mogla da se odvija preko petoclanog prelaznog
stanja (shema 16).

U nastavku istrazivanja, u zelji da se izbegne moguca intramolekulska
nukleofilna supstitucija, sintetisani su novi supstrati za Balz-Schiemann-ovu reakciju, 3-
amino-7-hlor-derivati, koji u poziciji C(4) imaju loSije odlazeée grupe (metoksi- ili

benziloksi-) koje bi se u narednoj fazi mogle lako supstituisati pogodnim aminom.
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Zagrevanjem 3-nitro-4,7-dihlorhinolina i natrijum-metoksida u MeOH uvedena
je metoksi-grupa u polozaj C(4). Nitro-grupa je redukovana katalitiCkom
hidrogenizacijom pomocu Raney-Ni, na 30 atm, ¢emu je dobijen amin 134 u visokom
prinosu (81%, shema 17).

Primenom razli¢itih reakcionih uslova za dobijanje diazonijum-soli iz amina 134
(48% HBF4 i NaNO,, NOBF4/NOPFs u DCM, BF3;xOEt, i +-BuNO, u DCM), kao i
primenom uslova za direktnu Balz-Schiemann-ovu reakciju (postupak kojim se
nagradena diazonijum-so bez prethodnog izolovanja direktno podvrgava pirolizi:
BF;xOEt; 1 +-BuNO; u 1,2-dihlorbenzenu), ponovo je dobijen isklju¢ivo hinolon 128
(shema 17).

Cl OMe OMe
cl NT cl N7 cl NT
125

133 (89%) 134 (81%)
OMe . BF, (PF,) o BF, (PFy)
iii) 3 N NSN NSN
P w
135 H 128

i) NaOMe, MeOH, 80 °C; ii) Raney-Ni, H,, 30 psi, s.t.; iii) A: 48% HBF,, NaNO,, 0 °C;
B: BF;xOEt,, t-BuONO, DCM, -5 °C;
C: NOBF,, DCM, 0°C;
D: NOPE,, DCM, 0°C.

Shema 17

Benziloksi-grupa uvedena je u polozaj C(4) laganim dodavanjem 4,7-dihlor-3-
nitrohinolina u suspenziju benzil-alkohola, KOH i K,COs; u toluenu. Nitro-grupa je
redukovana pomocu Fe u smesi vodenog rastvora EtOH i konc. HCI, ¢ime je dobijen
odgovaraju¢i amin 137 (shema 18).

Primenom prethodno opisanih uslova za dobijanje diazonijum-soli iz amina 137,
kao i direktne Balz-Schiemann-ove reakcije, dobijen je hinolon 128 kao jedini proizvod
(shema 18). Imajuéi u vidu da su pri datim reakcionim uslovima benziloksi- i metoksi-
grupe podjednako dobro odlaze¢e grupe kao 1 hloridni anjon (shema 14 i shema 15), i da
nas$ cilj da sprec¢imo nukleofinu supstituciju nije ostvaren, u daljem istrazivanju je bilo

neophodno promeniti pristup u sintezi.
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Cl 0 0
NO i NO o NH
coginloeaiE oot

— — A

Cl N Cl N l N

125 136 (71%) 137 (92%)

i) v
L BE R ©  BF(PF)
NL 4 6 Na
| AN SN | | SN
~

cl N cl N

H
138 128

i) BZOH, PhMe, K,CO,, KOH; i) EtOH, H,0, HCI; Fe, 100 °C; iii) A: 48% HBF,, NaNO,, 0 °C;
B: BF,xOEt,, t-BuONO, DCM, -5 °C;
C: NOBF,, DCM, 0°C;
D: NOPF,, DCM, 0°C.

Shema 18

Elektrofilno uvodenje fluora

Rad u kom Paul Knochel predstavlja organomagnezijumove reagense
MesMgBrxLiCl i Mes;Mgx2LiBr koji omogucavaju visoko regioselektivne halogen-
metal izmene na visSestruko bromovanim hinolinima (slika 35), pruzio je prostor za novi
pristup uvodenju fluora, ovog puta elektrofilnom aromati¢nom supstitucijom.>*

Knochel 1 saradnici su uspeli da novom generacijom organomagnezijovih
reagenesa na 2,3,4-tribrom- i 3,4-dibromhinolinu selektivno u polozaju C(3) sintetiSu
Grignard-ov reagens i ostvare regioselektivnost koja se nije mogla posti¢i primenom
iPrMgCIxLiCl (reagens koji inae pokazuje visoku selektivnost kod 2,3- i 2.4-
dibromhinolina, slika 35).

Posebno nam je paznju privukao primer u kome Knochel 1 saradnici vrSe
selektivnu Br/Mg izmenu kod 3,4-dibromhinolina upotrebom sterno zahtevnog

Mes;Mgx2LiBr u prisustvu TMEDA.
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i-PrMgCl x LiCl i-PrMgCl x LiCl
(1,1 ekv, -50 °C, 2 h) (1.1 ekv, -78 °C, 2 h)
/ V'

Z
N Br

SN

Br

MesMgBr x LiCl Mes,Mg x 2LiBr (1,1 ekv)
(1,1 ekv, -10 °C, 3 h) (TMEDA (1,1 ekv), -10 °C, 6 h)
T
Br Br
X X
L =
N Br N

B / Br /
Slika 35. Regioselektivna Br/Mg izmena organomagnezijumovim reagensima
na visestruko bromovanim hinolinima.

Prekursor 140 (3-brom-4,7-dihlorhinolin), potreban za gore opisanu izmenu,
sintetisan je bromovanjem 4-hidroksi-7-hlorhinolina (123) N-bromsukcinimidom (NBS)
u vodenom rastvoru DMSO, S§to je praéeno reakcijom nukleofilne aromati¢ne

supstitucije 3-brom-4-hidroksi-7-hlorhinolina 139 pomoéu POCl; (shema 19).%%

OH OH cl
solndioosi oo
A 7 7
cl N cl N cl N
123 139 (94%) 140 (83%)
i) NBS, DMSO, H,0, s.t.; i) POCI,, 115 °C.
Shema 19

Pretragom literature vezane za komercijalno dostupne reagenase odabran je N-
fluorbenzensulfoimid  (NFSI) kao najpogodniji  reagens za  fluorovanje
organomagnezijumovih jedinjenja.**®

Uvodenje fluora u polozaj C(3) sintetisanog prekursora 140 zasnovali smo na
kombinaciji ranije objavljene procedure za halogen/metal izmenu®” i postupka za
elektrofilno fluorovanje.’”® Reagens za halogen/metal izmenu, Mes,Mgx2LiBr, dobijen
je in situ u dva koraka (shema 20); u prvom koraku u reakciji MesBr i #~-Buli nagradena
je litijjumova-so u Ciji je etarski rastvor u drugom koraku dodat MesMgBr.

Koncentracija dobijenog rastvora Mes,Mgx2LiBr odredena je kolorimetrijskom
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titracijom joda® po Krasovskiy-Knochel proceduri.””’

Sintetisani magnezijumov
reagens, tacno odredene koncentracije, ukapan je u ohladen rastvor 3-brom-4,7-
dihlorhinolina u suvom THF. Nakon $to je tankoslojnom hromatografijom utvrdeno da
je polazno jedinjenje u potpunosti izreagovalo, rastvarac¢ uklonjen vakuum destilacijom,
suvi ostatak je rastvoren u anhidrovanom DCM, ohladen, a zatim je u njega ukapan

elektrofilni reagens (NFSI) u smesi rastvaraca perfluordekalin/anhidrovani DCM (v/v =
1/3).

MesBr ) MesLi + LiBr 1) _ Mes,Mgx 2LiBr

cl Cl cl
setiaolootiNoed
A ~ A
Cl N Cl N cl N O
140 141 142 (36%)

i) 1,7 M t-BuLi, (1,95 ekv); -78 °C-20 °C, Et,0; ii) 1,0 M MesMgBr, 1,05 ekv, -50 °C, THF;
iii) Mes,Mg x 2LiBr (1,1 ekv), TMEDA (1,1 ekv), THF; NFSI (1,2 ekv), perfluordekan/DCM (v/v, 1/4),
-78 °C, s.t..

Shema 20

Primenjena kombinacija reakcionih uslova nije dovela do ocekivane
halogen/metal izmene u polozaju C(3) supstrata 140 i nastajanja fluorovanog proizvoda
141, ve¢ je doslo do nukleofilne supstitucije na C(2) magnezijumovim reagensom i
nastajanja mezitil-derivata 142 (jedini izolovani proizvod reakcije Cija je struktura
potvrdena NMR spektroskopijom).

Pra¢enjem toka reakcije tankoslojnom hromatografijom pored 142 uoceno je
nastajanje i veoma polarnog proizvoda koji nismo uspeli da izolujemo hromatografskim
preciS¢avanjem reakcione smese na stubu SiO; (polarni proizvod nije spusten sa kolone
pomocu cistog MeOH). Ocigledno je da prisustvo atoma hlora u poziciji C(7)
hinolinskog jezgra menja reaktivnost piridinskog prstena i da se Mes;Mgx2LiBr u
sluaju jedinjenja 140 ne moze Kkoristiti za generisanje odgovarajuceg

organomagnezijumovog intermedijera. Jedinjenje 140 ima dovoljno nizu energiju

0,5 M rastvor

RzMg + 212 LiCl u anh. THF-u > 2RI+ MgszLiCI
-78 °C

bezbojan rastvor
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LUMO orbitala (-2,861 ev)" u odnosu na 3,4-dibromhinolin (-2,777 ev) (slika 35) da
svoj piridinski prsten u€ini elektrofilnijim i pogodnijim za nukleofili napad nego za
halogen/metal izmenu.

U reakcijama jedinjenja 140 sa komercijalno dostupnim magnezijumovim
reagensom i-PrMgCIxLiCl takode nije doSlo do halogen/metal izmene. U tri paralelno
postavljena ogleda sa razli¢itim elektrofilima (NH4Cl, I, i benzil-bromid, shema 21)
nisu nastali proizvodi (4,7-DCQ, 144 i 146) koji bi ukazali na formiranje Grignard-ovog
reagensa 143a u polozaju C(3) 1 halogen/Mg izmenu, ve¢ su iz reakcione smesSe nakon
hromatografskog preciS¢avanja isklju€ivo izolovana jedinjenja 143, 145 1 147 koja su
rezultat nukleofilnog napada reagensa na C(2) (strukture izolovanih proizvoda su

potvrdene NMR spekroskopijom).

Cl B Cl Cl cl
Z 7 7
Cl N | Cl N Cl N Cl N
H
140 140a 4,7-DCQ 146 (39%)
B Cl Cl Cl
i) mMgBrxLlCl ml S Br
K- —
— A —
|l N Cl N Cl N
140a 144 145 (43%)
Cl Cl Cl
111);£ mMgBrxLlCl Q XN O N Br
—
Z =
Cl N Cl N Cl N

140a 146 147 (51%)

Q

i) 1,03 M i-PrtMgCl x LiCl (1,1 ekv), THF, -78 °C; NH,CI; ii) 1,03 M i-PrMgCl x LiCl (1,1 ekv), THF, -78 °C; L;
iiii) 1,03 M i-PrMgCl x LiCl (1,1 ekv), THF, -78 °C; BnBr.

Shema 21

Imaju¢i u vidu da halogeni supstituent na aromati¢nom jezgru eksponencijalno
uti¢e na brzinu kojom se odvija halogen/metal izmena (Arl > ArBr > ArCl = 10'": 10°:
1)**® u nastavku istraZivanja sintetisan je 3-I derivat 149 u o&ekivanju da se preusmeri

reakcija sa nukleofilnog napada na polozaj C(2) na halogen/metal izmenu u polozaju

* Energije LUMO orbitala odredene DFT prora¢unom (Density Functional Theory) uz koris¢enje ADF
(Amsterdam Density Functional) paket programa.
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C(3). Dodavanjem rastvora I, u vodenom rastvoru KI u rastvor 4-hidroksi-7-
hlorhinolina 123 u NaOH dobijen je proizvod 148 (shema 22).’ Reakcijom nukleofilne
aromati¢ne supstitucije 3-jod-4-hidroksi-7-hlorhinolina 148 pomoc¢u POCI; dobijen je

prekursor 149.

zg\\ /; 2
zg\\ /§
zi /§

cl
123 148 (91%) 149 (92%)

i) 15% 1,, 20% KI, 2N NaOH, s.t.; ii) POCI, 120 °C.
Shema 22

U reakciji jedinjenja 149 sa i-PrMgCIxLiCl u prisustvu 4-nitrobenzaldehida kao
dobrog elekrofila nastao je proizvod 150 u visokom prinosu. Izolovanje proizvoda 150
pokazatelj je uspesno izvrSene halogen/metal izmene ¢ime je ustanovljeno da je 3-I
derivat pogodan supstrat za uvodenje fluora na aromati¢no jezgro elektrofilnim

reagensom (NFSI) (shema 23).

Cl

Ccl OH
I i)
P - I C
2 L
cl N cl N NO,

149 150 (71%)

Cl
i) N F
S
N

cl
151 (9%)

i) 0,79 M i-PrMgCl x LiCl (1,1 ekv), THF, -50 °C; 3-nitrobenzaldehid (1,25 ekv), 1 hna -50°Ci2 hs.t.;
ii) 0,79 M i-PrMgCl x LiCl (1,1 ekv), THF, -50 °C; NFSI (1,25 ekv), CH,Cl,/perfluordekalin (v:v, 3:1),
10 min, -78 °C, 30 min, 0°C1i 12 h, s.t.

Shema 23

U ohladeni rastvor 149 u suvom THF u atmosferi Ar dodat je i-PrMgCIxLiCL
Nakon S§to je tankoslojnom hromatografijom utvrdeno da je polazno jedinjenje u
potpunosti izreagovalo, rastvara¢ je uklonjen vakuum destilacijom. Suvi ostatak je
rastvoren u DCM, ohladen, a potom je lagano u njega ukapan NFSI u smesi rastvaraca
perfluordekalin/DCM (v/v = 1/3). Nakon 12 sati meSanja iz reakcione smese izolovan je

zeljeni proizvod u niskom prinosu (9%).
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Struktura jedinjenja 151 potvrdena je NMR spektroskopijom. Analizom 'H
NMR i C NMR spektara u kombinaciji sa COSY i HSQC korelacionim spektrima
izvrSena je asignacija protonovih i ugljenikovih atoma B prstena hinolinskog jezgra.
Asignaciju atoma piridinskog jezgra (A prsten) bilo je moguce izvrsiti iskljucivo uz
pomo¢ HMBC korelacionog spektra koji detektuju heteronuklearne daljinske korelacije
(C-H udaljenih 2 do 4 veze) (slika 36). Korelacije izmedu protona H-C(2) (koji se nalazi
u a-polozaju prema azotu i javlja kao singlet na najviSem hemijskom pomeraju (o 8,82
ppm) 1 ugljenika C(4) 1 C(8a) u HMBC spektru 151 (slika 36) ukazuju na spektar 3-

fluor-4-hlor derivata.

H-C(5)
H-C(2) HOS) o)
_— I
CG) 124
(S0 I -

C4) 1 126
C(8) i 128
€6 130

132
134
C(4a)} 136 g
£
138 @
140 g
b
142
C@2)
144

C@Ba)F T - 146

148
150
SO8 152

8.0 75
F2 Chemical Shift (ppm)

Slika 36. HMBC spektar jedinjenja 151.

Balz-Schiemann-ova reakcija na 3-amino-7-hlorhinolinu

Elektrofilna aromati¢na supstitucija omogucila je uvodenje F na aromati¢no

jezgro, ali usled niskog prinosa reakcije 1 visoke cene elekrofilnog reagensa usledila je
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potraga za alternativnim pristupom: optimizacija Balz-Schiemann-ove reakcije koristeci
3-amino-7-hlorhinolin kao supstrat.

Novi pristup obuhvatio je privremeno uklanjanje supstituenta u polozaju C(4)
(kako bi se sprecila sporedna reakcija: intramolekulska ipso-nukleofilna supstitucija), a
da se po uvodenju fluora u polozaj C(3) uvede halogen u poloZaj C(4) i tako dobije
pogodan prekursor za predstojeu reakciju nukleofilne supstitucije. Zamisao je
ostvarena sledecom kombinacijom reakcija: reakcije kojom se Cl iz polozaja C(4)
hinolinskog jezgra zamenjunje vodonikom®'® i reakcije kojom se u polozaj C(4)
hinolinskog jezgra uvodi jod.*"!

U reakciji 3-nitro-4,7-dihlorhinolina (125) i p-toluensulfonilhidrazina u hladnom
CHCI; nagraden je hidrazinski inermedijer 152 koji je zagrevanjem u 0,5 M NaOH na
80 °C preveden u 3-nitro-7-hlorhinolin (153) u visokom prinosu (shema 24).*'° Nitro-
grupa je redukovana pomocu SnCIx2H,0O, refluktovanjem u MeOH gotovo u
kvantitativnom prinosu. Diazonijum-so koja je dobijena iz amina (154) pomo¢u HBF, i
NaNO; je Balz-Schiemann-ovom reakcijom u dihlorbenzenu prevedena u odgovarajuci
fluorni derivat 155. Uvodenje joda u polozaj C(4) izvedeno je pomo¢u LDA 1 I, na -85
°C u THF-u.*"" U reakciji pored Zeljenog 4-jod proizvoda (156) uodeno je nastajanje

sporednog 2-jod proizvoda (157).

O—S—O
153 (93% 154 (98%
— m m m
155 (70%) 156 (41%) 157 (9%)

i) p-toluenesulfonilhidrazin (1,1 ekv), CHCI;, 24 h, s.t.; ii) 0,5M NaOH, 80 °C, 1 h, (63%); iii) SnCl, x 2H,O (5 ekv), MeOH,
80 °C, (98%); iv) 48% aq HBF, (2 ekv), NaNO, (1 ekv); 1,2-dihlorbenzen, 2 h, 110 °C (70%); v) LDA (1 ekv), THF, 4 h, -85 °C;
L, (1 ekv), THF, 2 h, -78 °C.

Shema 24
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Nakon asignacije atoma B prstena hinolinskog jezgra (uz pomo¢ 'H NMR, "*C
NMR i COSY i HSQC korelacionih spektara), asignacija atoma piridinskog jezgra,
kojom je omoguceno razlikovanje sktrukture 4-jod- (156) i 2-jod-derivata (157)
izvrSena je uz pomo¢ HMBC korelacionog spektra. U HMBC spektru 156 korelacije
izmedu protona H-C(2) (koji se na najviSem hemijskom pomeraju (& 8,6 ppm)) i
ugljenika C(4) i C(8a) potvrda su da je jod uveden u polozaj C(4) (slika 37), dok
korelacije izmedu protona H-C(4) (koji se javlja kao dublet usled vicinalnog sprezanja
(3JH,F = 7,1 Hz) 1 nalazi se na nizem hemijskom pomeranju (6 7,1 ppm)) i C(2), C(5) 1
C(8a) u HMBC spektru jedinjenja 157 (slika 38) ukazuju na spektar 2-jod derivata.

H-C(2) H-C(8) H-C(5)
H-C(6)
: 90
CHF - - Eos
£ 100
£ 105
E 110
:115
EoE
E120 &
E 125 %
) CE__ —~ - ;
C(6) W
o - E 135
() 3 3
— E 140
o . v i
C(Sa)- """"""""" - - :145
£ 150
£ 155
C3) 3
£ 160

T T T T T
85 8.0 75
F2 Chemical Shift (ppm)

Slika 37. HMBC spektar jedinjenja 156.
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@)

c@

c(g) S

C)
C(©6)

o |

C(8a)

CE)

8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 77 76 75 74 7.3 72 71
F2 Chemical Shift (ppm)

Slika 38. HMBC spektar jedinjenja 157.

3.1.3.1. F-C(3) analogni derivati hlorokina i AQ13

Nakon $§to je uspesSno sintetisano fluorovano hinolinsko jezgro 156 pristupilo se
sintezi F-C(3) analoga poznatih antimalarika F-CQ (158) 1 F-AQ13 (159). Nastajanje
sporednog fluorovanog proizvoda 157 iskori§¢eno je za sintezu i odgovarajucih 2-
amino-izomera (160 1 161; shema 25).

Derivati 158-161 sintetisani su u uslovima aminovanja pod uslovima Buchwald-
Hartwig-ove reakcije iz 4-jod- odnosno 2-jodhinolina i 2-amino-5-dietilaminopentana,
odnosno 3-dietilamino-1-propilamina, u prisustvu Pd(OAc), i upotrebom liganada

DPEPhos i SPhos (shema 25).2"
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\ HZN\/\/N\/
HNJ\/\/ Nv HN/\/\N/\
F

\Fk

= =

158 (54%) d N

o~ CCr
cl N7 ONH N~ cl N NH\/\I\E\

160 (70%) 161 (72%)
i) amin (1,2 ekv), Pd(OAc), (4 mol%), DPEphos (8 mol%)/SPhos (8 mol%),
K,PO, (2,5 ekv), dioksan, 85 °C, 24 h.

cl N 159 (63%)

Shema 25

3.1.3.2. F-C(3) aminohinolinski derivati

Za sintezu fluorovanih adamantanskih derivata sa ra¢vastim diaminoalkil-nizom
(N-C(a)-C(a')-N-C(a' ")) kod kojih je mesto grananja u neposrednom susedstvu
hinolinskog jezgra (Me-C(a)) odabran je pristup kojim se prethodno sintetisani
odgovaraju¢i amino-adamantanski prekursori u poslednjem koraku vezuju za
fluorovano aromati¢no jezgro (odlucili smo se za konvergentni pristup zbog veéeg broja
reakcionih koraka koji smanjuju ukupni prinos fluorovanog hinolinskog jezgra (156,
shema 26).

Sinteza neophodnih adamantanskih diaminoalkil-prekursora (166e-g i 167e-g)
izvrSena je postupcima koji su prikazani na shemi 26. Zastita slobodne amino-grupe
mono-Boc diamina 103e-g izvrSen je pomocu benzil-hlorformijata u prisustvu Et;N u
DCM. Deprotekcijom sterno pristupacnije amino-grupa 162e-g dobijeni su mono-Cbz
zaSticeni diamini 163e-g koji su u reakciji reduktivnog aminovanja sa adamantanskim
aldehidima dali odgovaraju¢e N-Cbz zasti¢ene prekursore 164e-g i 165e-g.

Ispitivani su razliCiti postupci za reduktivno aminovanje pri ¢emu je najbolje

rezultate dao postupak pomoc¢u NaBH; u apsolutnom EtOH u prisustvu Ti(O-iPr)s.
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Zeljeni amini 166e-g i 167e-g dobijeni su deprotekcijom sterno zastiéenijih amino-

grupa hidrogenizacijom pomoc¢u Pd(C) u MeOH.

H,N \ i) n
NHBoc —>» BZCHN\(Q)\NHBOC

103e:n=1 162e: n =1 (80%)

103f: n=2 162f: n=2 (87%) 11)

103g: n=3 162fg: n =3 (68%)

BzCHN N
NH,
iif)

L 163e:n=1(91%)

163f: n =2 (96%)
BzCHN \
TANH

163g: n =3 (78%)
164e: n =1 (95%)

_ 164f: 1 =2 (73%)
iv) l 164g: n = 3 (69%)

H,N \
NH

166e: n = 1 (88%)
166f: 1 =2 (78%)
166g: n = 3 (92%)

i)

BZCHN___ ¢yt
WNH/\/@

165e: n =1 (55%)
iv) 165f: n =2 (74%)
165g: n =3 (77%)

H,N o
2 T(%NH\/@

167e:n =1 (81%)
167f: 1= 2 (86%)
167g: n = 3 (84%)

i) benzil-chlorformijat (1,2 ekv), Et;N (3,0 ekv), CH,Cl,, 3 h, s.t.; ii) TFA/DCM (v:v 1:10), 2 h, s.t., 2,5 NaOH;
iii) aldehid (1 ekv), Ti(iOPr)4 (1,2 ekv), NaBH,, aps. EtOH, 24 h; iv) H,, Pd(C) (10 %), MeOH, 20 psi, s.t., 12 h.

Shema 26

Sinteza krajnjih

aminohinolinskih derivata ostvarena je

kuplovanjem

adamantanskih prekursora 166e-g i 167e-g i 2-jod- i 4-jodfluorovanih hinolinskih

jezgara (156 i 157). Kako se vidi iz sheme 27, upotrebljeni su razli¢iti reakcioni uslovi

jer se pokazalo da ne postoje univerzalni uslovi za zeljeno kuplovanje reaktanata.
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m food
|yl

166e: n=1,

166f: n=2,
166g: n=3,
HNJ\@;NH o 167e: n=1,

ﬁBBEB
o == -

A L

[\

N F 167f: n=2,
168e: n=1, m=1 (7%) 167g: n=3, m=2 170e: n=1, m=1 (9%)
cl N/ 168f: n=2, m=1 (47%) 170f: n=2, m=1 (53%)
168g: n=3, m=1 (49%) 170g: n=3, m=1 (51%)
169e¢: n=1, m=2 171e: n=1, m=2
169f: n=2, m=2 (24%) 171f: n=2, m=2 (53%)
169g: n=3, m=2 (41%) 171g: n=3, m=2 (56%)

i) za 168e i 170e: amin (1,1 ekv), n-PrOH, MW, 160 °C, 4 h;
ii) za 168f-g, 1691-g, 170f-g i 171f-g: amin (1,1 ekv), Pd(OAc), (4 mol%), SPhos (8 mol%)/DPEphos (8 mol%),
K,PO, (2,5 ekv), dioksan, 85 °C, 24 h.

Shema 27

Kuplovanje C2-alkil-amina 166e i hinolinskih jezgara pri blazim reakcionim
uslovima poput zagrevanja reaktanata u EtOH (na 90 °C) ili i-PrOH (na 130 °C) u
mikrotalasnom reaktoru nije dovelo do reakcije. Zeljeni metiladamantanski proizvodi
(m=1, 168e 1 170e) sintetisani su isklju¢ivo sporom i nepotpunom reakcijom u n-PrOH
kao rastvaracu, tokom cetiri sata na 160 °C u mikrotalasnom reaktoru, u inertnoj
atmosferi Ar (u prinosu od 7%, odnosno 9%) (shema 27). Izvodenjem reakcije pod
rigoroznijim uslovima (zagrevanjem reaktanata u NMP u mikrotalasnom reaktoru,
tokom Getiri sata na 180 °C) dobijena je sloZena reakciona smesa, pri ¢emu su zeljeni
proizvodi nastali u tragovima.

Analogne etiladamantanske aminohinolinske derivate (m=2, 169e i 171e) nismo
uspeli da sintetiSemo. Do kuplovanje etiladamantanskog prekursora 167e sa hinolinskim
jezgrima nije dosSlo ozrac¢ivanjem reakcije u mikrotalasnom reaktoru, ni pod jednim od
prethodno navedenih uslova. Zagrevanje amina 167e i hinolinskih jezgara u fenolu na
125 °C tokom 18 sati takode nije dovelo do nastanka Zeljenih proizvoda ve¢ su dobijene
slozene reakcione smeSe. Kuplovanje 167e¢ C2-amina (166e) i fluorovanih jezgara u
uslovima aminovanja po Buchwald-Hartwig-u upotrebom Pd(OAc),/Sphos (ili
DPEPhos) takode nije dovelo do reakcije. U ovom slucaju izostanak reakcije moze se

pripisati sternim smetnjama: voluminozni adamantanski fragment na kratkom
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etilendiaminskom-nizu ometa koordinovanje azota preko slobodnog elektronskog para
za Pd(II) kompleks (LnPd(II)ArX kompleks koji nastaje kao proizvod oksidativne
adicije Ar-I na i Pd(0)).*"

Do kuplovanja amino-adamantanskih C3 i C4-prekursora (166f-g i 167f-g) 1
fluorovanih hinolina nije doslo pri prethodno opisanim uslovima, ozracivanjem reakcije
u mikrotalasnom reaktoru i zagrevanjem reaktanata u fenolu na 125 °C, ve¢ su zeljeni
proizvodi  dobijeni primenom Buchwald—Hartwig-ove reakcije (Pd(OAc),,
Sphos/DPEPhos ligandi) (shema 27).

Jedinjenje 172 je dobijeno kuplovanjem C2 adamantanskog prekursora 112e i
fluorovanog hinolinskog jezgra 156 u n-PrOH, tokom 4 sata na 160 °C u mikrotalasnom

reaktoru (shema 28).

I 2 NH/ﬁ \)\NHﬂ
F F
AN ) SN
1) 112e
~ - ~
Cl N Cl N

156 172 (61%)
i) 1,1 ekv 112e, MW, n-PrOH, 160 °C, 4 h.

Shema 28

Primenom Buchwald—Hartwig-ove reakcije kuplovanje adamantanskog
prekursora 112e 1 fluorovanog jezgra 156 upotrebom Pd(OAc); i Sphos (ili DPEPhos)

kao liganda ne dolazi do reakcije (nakon obrade iz reakcione smeSe izolovano je

Pd(0) ili PA(IT)

h

Ar-NR,(R,) L pd(0)

oksidativna

reduktivna adicija

eliminacija
NR,(R,) ar
L, -Pd(ID)-Ar L, -Pd(ID)-X

vezivanje

deprotonovanje amina

NHR
baza-H, X' 1(Ry)

NR,(R,)
baza’ L -Pd(Ar)-X
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isklju¢ivo polazno jedinjenje). Izostanak reakcije moze se pripisati sternim smetnjama
koje ometaju koordinovanje, a koje su kao 1 pri sintezi derivata 168e i 170e posledica
kratkog i ra¢vastog diaminoalkil-niza adamantanskog prekursora.

Prema ranije prikazanoj proceduri jedinjenja 168f 1 169f sintetisana su iz mono-
Boc diamina (103f) u pet koraka u ukupnom prinosu od 22% odnosno 13% (shema 26 i
shema 27). Da bi se poboljsao ukupni prinos reakcije i tako obezbedila veca koli¢ina
jedinjenja, neophodna za in vivo eksperimente bilo je potrebno promeniti reakcioni put
kojim se jedinjenja sintetiSu.

N-Boc zaSti¢en aminohinolinin 173 dobijen je kuplovanjem hinolina 156 1
mono-Boc  diamina  103f  primenom  Buchwald—Hartwig-ovom  reakcije
(Pd(OAc),/DPEPhos, shema 29). Posle deprotekcije, reakcijom reduktivnog aminovanja
aminohinolina 174 i odgovaraju¢ih aldehida pomo¢u NaBH, dobijeni su zeljeni
aminohinolini. Novi rekcioni put omoguc¢io je dobijanje jedinjenja 168f 1 169f u

manjem broju reakcionih koraka i1 viSem ukupnom prinosu (42% odnosno 40%).

i) ii)
Y J@f\T HJ@K\TF
A A A
cl N Cl N Cl N

156 173 (56%) 174 (80%)

iif) HNJ\/\N%
— F
4
NS
cl N7 168f: m=1 (94%)

169f: m=2 (90%)

i) 103f (1,1 ekv), Pd(OAc), (4 mol%), DPEphos (8 mol%), K;PO, (2,5 ekv), dioksan, 85 °C, 24 h;
ii) TFA/DCM, 2 h, s.t., 2,5 NaOH; iii) aldehid (1 ekv), MeOH/CH,CI, (v:v; 2:1), AcOH, NaBH, (6 ekv), s.t., 24 h.

Shema 29
3.1.3.3. 7-Des-hloraminohinolinski derivati normalnog i ra¢vastog niza
Des-hloraminohinolinski derivati normalnog niza 175b i 176b dobijeni su

reduktivnim aminovanjem odgovaraju¢ih adamantanskih aldehida aminom DCQ3 (N-

hinolin-4-il-propan-1,3-diamin). Za dobijanje Zeljenih derivata najbolje rezultate je dao
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postupak sa NaBHj4 u smesi rastvarata MeOH/DCM (2:1) u prisustvu AcOH (shema
30).

DCQ3 175b: n=1 (60%)
176b: n=2 (70%)

i) aldehid (1 ekv), MeOH/DCM (2:1), AcOH, NaBH, (6 ekv), s.t., 24 h.

Shema 30

Sinteza adamantanskih aminohinolina racvastog diaminoalkil (-N-C(a)-C(a.")-N-
C(a'')-) niza, sa grananjem u polozaju do hinolinskog jezgra (C(a)-Me i C(a')-H, 177e-
f i 178e-g) ostvarena je kuplovanjem adamantanskih prekursora 166e-f i 167e-g i des-
hlorhinolinskog jezgra (shema 31).

Do kuplovanja C2 adamantanskih amina (166e 1 167e) i 4-CQ dolazi iskljucivo
zagrevanjem reaktanata u NMP, u mikrotalasnom reaktoru, tokom jednog sata na 180
°C u inertnoj atmosferi Ar (shema 31). Blazi reakcioni uslovi poput zagrevanja
jedinjenja u EtOH (na 90 °C), i-PrOH (na 130 °C) ili n-PrOH (na 160 °C) u
mikrotalasnom reaktoru kao 1 aminovanje po Buchwald-Hartwig-u (upotrebom

Pd(OAc); i1 Sphos ili DPEPhos kao liganda) nisu doveli do reakcije.

A HzNﬁNH\/@

166e: n=1 167e: n=1
166f: n=2 . 167f: n=2
‘) ili ii) 167g: n=3
WU@& **“d@
J 177e: n=1 (12%) A 178e: n=1 (63%)
NT 1778 n=2 (73%) N 178f: n=2 (77%)

178g: n=3 (83%)
i) za 177e i 178e: 4-CQ (1 ekv), NMP, MW, 180 °C, 1 h;
ii) za 177f i 178f-g: 4-CQ (1 ekv), Pd(OAc), (4 mol%), SPhos (8 mol%), K;PO, (2,5 ekv),
dioksan, 85 °C, 24 h.

Shema 31
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Do kuplovanja amina 166f 1 167f-g 1 4-CQ u mikrotalasnom reaktoru ne dolazi
primenom prethodnih reakcionih uslova (zagrevanjem reaktanata u EtOH (na 90 °C), i-
PrOH (na 130 °C), n-PrOH (na 160 °C) ili NMP (na 180 °C)), ve¢ je za sintezu
aminohinolinskih derivata sa C3 1 C4 diaminoalkil-nizom (177f 1 178f-g) primenjeno
aminovanje po Buchwald—Hartwig-u upotrebom Pd(OAc), i Sphos kao liganda (shema
31).

Sinteza adamantanskih aminohinolina ra¢vastog niza, kod kojih do grananja
dolazi u polozaju do adamantanskog fragmenta (C(a)-H 1 C(a')-Me, 179e-g 1 180e-g)
ostvarena je kuplovanjem adamantanskih prekursora 112e-g i 113e-g 1 4-CQ. Kao §to se
vidi iz sheme 32 ne postoje univerzalni uslovi za kuplovanje reaktanata, ve¢ se za
sintezu aminohinolinskih derivata moraju se primenjivati razli¢iti reakcioni uslovi.
Aminohinolin 179e, sa kra¢im C2-alkil-nizom sintetisan je zagrevanjem 112e i 4-CQ u
fenolu (shema 32). Kuplovanje etiladamantanskog prekursora 113e i jezgra odvija se
isklju¢éivo u NMP tokom dva sata na 180 °C u inertnoj atmosferi argona u
mikrotalasnom reaktoru. Proizvodi sa duzim diaminoalkil-nizom 179f-g i 180f-g
dobijeni su Buchwald—Hartwig-ovom reakcijom, upotrebom Pd(OAc), i SPhos kao
liganda (reakcija aminovanja u slu¢aju C3 i1 C4-linkera pokazala se kao reakcija sa

najveéim prinosom i reakcija sa najmanjim brojem sporednih proizvoda).

n NH " _NH

112e: n=1

113e: n—1

112f: n=2 11;;’_ o

112g: n=3 i) ili i) 113g: n=3
ili iif)

NH
”“WNH/@ oy /ﬂ
X X
S
N7 179e: n=1, m=1 (60%) N7 180e: n=1, m=2 (50%)

179f: n=2, m=1 (91%) 180f: n=2, m=2 (51%)
179g: n=3, m=1 (44%) 180g: n=3, m=2 (53%)

i) za 179¢: 4-CQ, PhOH (5 ekv), 110 °C, 8 h; ii) za 180e: 4-CQ, MW, 130 °C, 2 h;
iii) za 179f-g i 180f-g: 4-CQ, 4 mol% Pd(OAc),, 8 mol% SPhos, K,PO, (2,5 ckv), dioksan, 85 °C, 24 h.

Shema 32
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Krajnji proizvodi 181b-185f dobijeni

aminohinolinskih derivata 175b-179f, pomocu

NaBH;CN u MeOH (shema 33).

TSN

i) 37% HCHO,

175b: n=2, m=1, X=H, Z
176b: n=2, m=2, X=H, Z
177f: n=2, m=1, X=Me,
178g: n=3, m=2, X=Me,
179f: n=2, m=1, X=H,
MeOH,

V4
Z

H
=H

H
=H
e

ZnCl, (2 ekv), NaHB,CN, s.t., 4 h.

Shema 33

3. NASI RADOVI

su N-metilovanjem adamantanskih

37% HCHO, u prisustvu ZnCl, i

X
AN

:\)\/\Z
_
N

181b:n=2, m=1, X=H, Z=H (72%)
182b: n=2, m=2, X=H, Z=H (55%)
183f: n=2, m=1, X=Me, Z=H (71%)
184¢g: n=3, m=2, X=Me, Z=H (51%)
185f: n=2, m=1, X=H, Z=Me (89%)

3.1.3.4. Fluorovani 7-des-hloraminohinolinski derivati

Sinteza fluorovanih des-hloraminohinolinskih derivata zapoceta je prevodenjem

komercijalno dostupnog 3-aminohinolina u odgovaraju¢u diazonijum-so pomo¢u HBF4

i NaNO,, shema 34). So je zagrevanjem u dihlorbenzenu prevedena u 3-fluorhinolin

(186) u visokom prinosu. Uvodenje joda u polozaj C(4) izvedeno je pomoc¢u LDA i I, na

-80 °C u suvom THF.

N )
=
N

3-aminohinolin

HNJ\/\NHBOC

SN F

=
N

188 (53%)

186 (97%)

iv)
—_ >

187 (70%)

189 (75%)

190f: n=1 (49%)
191f: n=2 (48%)

i) 48% aq HBF, (2 ckv), NaNO, (1 ekv); 1,2-dihlorbenzen, 2 h, 110 °C (70%); ii) LDA (1 ekv), anh. THF, 4 h, -85 °C; 1, (1 ekv),

anh. THF, 2 h, -78 °C; iii) 103f (1,1 ekv), Pd(OAc), (4 mol%), DPEphos (8 mol%), K,PO, (2,5 ekv), dioksan, 85 °C,
24 h; vi) TFA/DCM, 2 h, s.t.; 2,5 NaOH; v) aldehid (1 ekv), MeOH/DCM (v:v; 2:1), AcOH, NaBH, (6 ekv), s.t., 24 h.

Shema 34
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Uocena je drugacija raspodela proizvoda u odnosu na reakciju koja se izvodi na
3-fluor-7-hlorhinolinskom jezgru (155, shema 24). U reakciju na 3-fluorhinolinskom
jezgru ne dolazi do nastajanja 2-jod-proizvoda.

Struktura jedinjenja 187 potvrdena je 'H NMR spekroskopijom i 2D NMR
korelacionim spektrima (COSY, HSQC i HMBC). Daljinske, heteronuklearne korelacije
H-C(2)/C(4) 1 H-C(2)/C(8a) u HMBC spekru 187 potvrda su uvodenja joda u polozaj
C(4) hinolinskog jezgra (slika 39).

H-C(5)
HC€Q@) J HO®) [ )] ROy B

F 85

E 90

@ 4 - - =

£ 100

= 105

£ 110

=115
F120 E
[0 E12s £
C(g)CU(; ” - 7130 Zé
C(4a) C(T) - F
E135 I

[ - - 140

CQ) 3

s T - - -

£ 150

£ 155

C3) 3

£ 160

£ 165

T T T T T
8.5 8.0 7.5
F2 Chemical Shift (ppm)

Slika 39. HMBC spektar jedinjenja 187.

Kuplovanje fluorovanog hinolinskog jezgra 187 i mono-Boc diamina 103f
izvr§eno je Buchwald—Hartwig-ovom reakcijom koriste¢i Pd(OAc), i DPEPhos, a nakon
izvrSene deprotekcija, krajnji proizvodi 190f i 191f dobijeni su reakcijom reduktivnog
aminovanja fluorovanog aminohinolina 189 i odgovarajuc¢ih aldehida (adamantan-1-
karbaldehida / adamantil-1-acetaldehida), pomo¢u NaBH4 u smesi MeOH/DCM (2:1) u
prisustvu AcOH.
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Strukture svih sintetisanih derivata potvrdene su spektroskopskim metodama, a
Cistoca jedinjenja kojima je ispitivana bioloska aktivnost dodatno je odredena i HPLC

metodom (HPLC c¢istoca jedinjenja > 95%).

3.2. Antimalarijska aktivnost

3.2.1. Amido-adamantanski aminohinolini

In vitro aktivnost

In vitro antimalarijska aktivnost sintetisanih amidnih derivata (slika 40)
odredena je, standardnim protokolom,””> prema tri soja parazita P. falciparum: D6
(Sierra I/UNC klon, CQ-osetljiv (CQS) i MFQ-osetljiv (MFQS) so0j), W2 (Indochina I
klon, CQ-rezistentni (CQR) ali MFQ-osetljiv (MFQS) soj) i TM91C235 (South-East
Asian klon, CQR i MFQR soj).*"

99a: n=1; R=COAd 100a: n=1; R=COCH,Ad

/\(v)ﬁNHR
i3t 99b: n=2; R=COAd ~ 100b: n=2; R=COCH,Ad
m 99¢: n=3; R=COAd 100c: n=3; R=COCH,Ad
cl NZ 99d: n=4; R=COAd  100d: n=4; R=COCH,Ad

Slika 40

Ispitivanje aktivnosti zasniva se na odredivanju potrosnje *H-hipoksantina od
strane parazita, a inhibicija ugradnje izotopa se pripisuje aktivnosti kontrolne ili
ispitivane supstance. Ugradnja hipoksantina je mera sinteze DNK parazita tako da
inhibicija njegove ugradnje predstavlja meru inhibicije rasta parazita. Kao kontrolne
supstance uzimaju se klinicki odobreni antimalarici. Za kvantitativno in vitro
odredivanje efikasnosti lekova koriséeni su dobro okarakterisani sojevi P. falciparum.
Merenje je vrSeno scintilacionim brojacem, a rezultati su automatizovano prikupljeni
softverom razvijenim u WRAIR-u. Odreden je koncentracioni profil odgovora svake
supstance 1 njihove antimalarijske aktivnosti su prikazane kao 50% i 90% inhibitorne

koncentracije (ICsp 1 ICq).

Y Odredivanje in vitro antimalarijske aktivnosti vrieno je u Walter Reed Army Institute of Research
(WRAIR), Silver Spring, SAD.
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Dobijene vrednosti in vitro inhibitorne aktivnosti amidnih derivata 99a-d i 100a-
d prikazane su u tabeli 1.

Uopsteno govoreci, amidni derivati poseduju nedovoljno dobru in vitro
antimalarijsku aktivnost. Poredenjem dobijenih rezultata moze se uociti da adamantan-
acetamidi (R = COCH,Ad; 100a-d) poseduju bolju antimalarijsku aktivnost u odnosu na
derivate analogne adamantan-karboksamidne (R = COAd; 99a-d) serije jedinjenja kao i
da produzavanje diaminoalkil-linkera u obe navedene serije dovodi do smanjenja

aktivnost (etilendiamin > propandiamin > butandiamin > pentandiamin).

HN—X—NH—R

A

Z
Cl N

Tabela 1. Vrednosti in vitro antimalarijske aktivnosti aminohinolina 99a-d i 100a-d
prema D6,° W2” i C235° sojevima P. falciparum.

5 ICso (nM) ICy9 (nM)
s X D6 W2 C235 D6 W2 (C235
R = COAd
99a  CH.CH, 202 484 439 465 727 685
99b  CH,CH,CH, 214 878 525 370 1359 787
99¢  CH,CH,CH:CH; 291 752 437 485 1263 631
99d  CHCH,CH,CH,CH, 5711 884 765 631 1409 984
R = COCH,Ad
100a  CH,CH, 78 254 238 157 397 382
100b  CH,CH,CH, 106 337 201 294 853 464
100c  CH,CH,CH,CH, 230 516 329 282 634 630
100d  CH,CH.CH,CH,CH, 247 518 602 347 661 777
MFQ’ 20 6,30 54 44 19,14 158
cQ’ 14,57 558 201 19,92 736 471

“CQS i MFQ umereno osetljivi africki D6 P. f soj. "CQR i MFQS P. £ W2 klon (Indochina).
“Multirezistentni tajlandski P. /. C235 soj. “Kontrolna jedinjenja.

* U celokupnom tekstu in vitro antimalarijske aktivnosti ¢ije su vrednosti iznad 20 nM zaokruZene su na
celobrojne vrednosti.
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Svi sintetisani derivati pokazuju viSu aktivnost prema CQS soju (D6) u
poredenju sa CQR 1 multirezistentnim sojevima (W2 i C235) parazita P. falciparum
(RI"™ = 1,73-4,12). Najaktivnije jedinjenje ove serije pri in vitro uslovima je amid 100a
koji prema CQS soju D6 pokazuje aktivnost koja je petostruko niza od aktivnosti CQ
(1). U isto vreme prema CQ-rezistentnom W2 i multirezistentnom C235 soju jedinjenje
100a ispoljava aktivnost koja je dvostruko viSa, odnosno priblizna aktivnosti CQ (1).

Nedovoljna antimalarijska aktivnost sintetisanih derivata moze sugerisati na
malu koncentraciju jedinjenja u parazitu usled nedovoljno izrazenog baznog karaktera
amidne veze. Prema opSte prihvacenoj teoriji, aktivnost CQ (1) posledica je zadrzavanja
protonovane forme jedinjenja unutar hranljive vakuole (FV) parazita, pa se shodno tome
moze 1 pretpostaviti da bi zamena amidne grupe baznom alifaticnom amino-grupom
mogla doprineti poveéanju koncentracije jedinjenja i poboljSanju njegove antimalarijske

aktivnosti.

3.2.2. Amino-adamantanski aminohinolini

S obzirom na to da amidi nisu pokazali Zeljenu antimalarijsku aktivnost
sintetisana je serija analognih amino-adamantanskih derivata u nameri da se ispita
kakav uticaj na aktivnost jedinjenja ima zamena amidne veze premostnog niza
aminskom vezom i samim tim proveri prethodno izneta pretpostavka o neophodnosti
prisustva bazne alifaticne amino-grupe.

Sintetisani su derivati kod kojih su adamantanski fragmenti preko diaminskih (-
N-C(a)-C(a')-N-C(a' ')-) linkera razli¢ite duzine, normalnog i racvastog niza povezani
sa hinolinskim jezgrom, pri ¢emu se mesto ra¢vanja u jednom slucaju uvodi u polozaj
blizi hinolinskom (C(a)-Me/Et 1 C(a')-H), a u drugom slucaju blizi adamantanskom

fragmentu (C(a)-H i C(a')-Me/Et)) (shema 5-8).

* Indeks rezistencije se defini$e kao odnos ICs, vrednosti rezistentnih i osetljivih sojeva, W2/D6 i
C235/D6.

85



3. NASI RADOVI

In vitro eritrocitna aktivnost

Amino-adamantanski aminohinolini normalnog niza

Ispitivanje aktivnosti amino-adamantanskih derivata zapoceto je serijom
jedinjenja kod koje su adamantanski fragmenti preko diaminskih mostova normalnog

niza razli¢ite duzine povezani sa hinolinskim jezgrom (slika 41).

& <mNH%®

N

HN/\(V):N%@ 106a: n=1, m=1 107a: n=1, m=2 HN 2
SN 106b: n=2, m=1 107b: n=2, m=2 SN
_ 106¢: n=3, m=1 107¢: n=3, m=2 P 106i: m=1
Q N 106d: n=4, m=1 107d: n=4, m=2 N 107i: ny

Slika 41

In vitro antimalarijska aktivnost sintetisanih derivata odredena je na D6, W2 1
C235 sojeve parazita P. falciparum (tabela 2).

Kako od 10 sintetisanih derivata ¢ak 8 poseduje bolju aktivnost (ICyy) prema
CQS soju D6 u odnosu na CQ (1), dok je 7 derivata aktivnije prema multirezistentnom
C235 1 jedan prema MFQS soju W2 u odnosu na MFQ (14) moze se zakljuciti da
prisustvo adamantanskog fragmenta ima povoljan uticaj na in vitro antimalarijsku
aktivnost aminohinolina (tabela 2).

Poredenjem dobijenih podataka za amino-adamantanske aminohinoline
normalnog niza (slika 41) sa ranije opisanim podacima za amido-adamantanske
aminohinoline (slika 40) uocava se da su amino-derivati (106a-d i 107a-d, tabela 2)
viSestruko aktivniji u odnosu na odgovaraju¢e analogne derivate amidne serije
jedinjenja (99a-d i 100a-d, tabela 1).

Najaktivnije jedinjenje u in vitro testu je amin 106a (n=1, m=1) koji prema CQR
i MFQ-umereno osetljivom soju W2 ispoljava aktivnost koja je priblizna aktivnosti

MFQ (14) 1 50 puta bolja od aktivnosti CQ (1).
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Uoceno je 1 da svi novosintetisani adamantanski aminohinolini normalnog niza
imaju nizu aktivnost prema CQR soju W2 u poredenju sa aktivnos¢u prema CQS soju

D6 parazita P. falciparum (RT™" = 1,83-8,62).

HN——-X—NH—YQ

A

pZ
Cl N

Tabela 2. Vrednosti in vitro antimalarijske aktivnosti aminohinolina 106a-d, 106i,
107a-d i 107i prema D6, W2” i C235° sojevima P. falciparum.

ICso (nM) I1Cy9 (nM)
§ X D6 W2  C235 D6 W2 (235
Y= CH,
106a  CH,CH, 426 840 873 823 1522 14,93
106b  CH,CH,CH, 3,83 12,10 739 641 20 20
106c  CH,CH,CH.CH, 4,52 25 6,78 5,78 50 18,09
106d  CH,CH,CH,CH,CH, 15,19 131 75 18,94 168 161
1061 (CHy)sN(CHCH2)N(CH:)s 6,76 30 25 7,67 60 43
Y= CH,CH,
1072 CH,CH, 8,59 1566 17,76 13,65 31 24
107b  CH,CH,CH, 11,43 34 42 23 56 171
107¢  CH,CH,CH,CH, 6,31 53 21 10,68 92 24
107d  CH,CH,CH,CH,CH, 22 160 67 25 311 168
107i  (CH2)sN(CH,CH;):N(CH2)s 9 85 24 33 13,05 48 48
MFQ’ 21 6,30 54 44 19,14 158
cQ’ 14,57 558 201 19,92 736 471

“CQS i MFQ umereno osetljivi africki D6 P. f soj. "CQR i MFQS P. £ W2 klon (Indochina).
“Multirezistentni tajlandski P. . C235 soj. “Kontrolna jedinjenja.

Kod aminohinolina, kao i kod prethodno sintetisanih amidnih derivata hinolina,
produzavanje diaminoalkil-niza dovodi do smanjenja antimalarijske aktivnosti sa
izuzetkom derivata 106b (n=2, m=1) i 107¢ (n=3, m=2) koji prema CQS soju D6
pokazuju vecu aktivnost u poredenju sa svojim nizim homolozima 106a (n=1, m=1) i

107b (n=2, m=2). Produzavanjem duzine premostnog niza pored smanjenja aktivnosti

" Indeks rezistencije (RI) se definise kao odnos ICs, vrednosti rezistentnog i osetljivog soja (W2/D6).
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dolazi 1 do porasta indeksa rezistencije (RI). U metiladamantanskoj seriji jedinjenja
primeéen je porast RI sa 1,97 (106a; n=1, m=1) na 8,62 (106d; n=4, m=1), a u
etiladamantanskoj seriji jedinjenja sa 1,83 (107a; n=1, m=2) na 8,65 (107d; n=4, m=2).

Uporedivanjem aktivnosti analognih derivata metiladamantanske (m=1, 106a,
106b, 106¢ 1 106d) i derivata etiladamantanske (m=2, 107a, 107b, 107c i 107d) serije
jedinjenja moze se uociti da produzavanje duzine linkera kojim se adamantanski
fragment vezuje za terminalni azot dovodi do smanjenja antimalarijske aktivnosti.

Na slici 42a dat je histogram kojim je prikazan uticaj zamene amidne veze
aminskom na antimalarijsku aktivnost derivata. Aktivnost je kvantitativno izrazena kao
Alog(ICsp) 1 predstavlja razliku dekadnih logaritama ICsy vrednosti analoga i kontrolnog
molekula [log(ICsp)an — log(ICsp)ko], u ovom slucaju logICsy vrednosti aminohinolina i
odgovarajuc¢ih amidnih derivata (99a i 106a, 99b i 106b, 99¢ i 106¢, 99d i 106d, 100a i
107a, 100b 1 107b, 100c i 107¢, 100d 1 107d). Histogram koji pokazuje uticaj izvrSene
strukturne promene na 90% inhibitornu aktivnost (aktivnost se kvantitativno izraZzava

kao Alog(ICq)) predstavljen je na slici 42b.

a) b)
99a i 106a I TM91C235
e NHR
99b i 106b B D6 NN

n A
£ 99c¢i106¢ Z
Cl N

99d i 106d
99a/106a: n=1, R=COAd/CH,Ad

99b/106b: n=2, COAd/CH,Ad
99¢/106¢:  n=3, COAd/CH,Ad
99d/106d: n=4, COAd/CH,Ad

100ai107a

100b i 107b

100a / 107a: n=1, R=COCH,Ad / CH,CH,Ad
100b / 107b: n=2, R=COCH,Ad / CH,CH,Ad
100c / 107¢: n=3, R=COCH,Ad / CH,CH,Ad
100d / 107d: n=4, R=COCH,Ad / CH,CH,Ad

m=2

100c i 107¢

100di107d

2 -1 0 2 1 -1 0 1 2

Alog(ICsp) Alog(ICop)

Slika 42. Korelacija strukture i antimalarijske aktivnosti ( a) ICsp, b) ICq).
Uticaj zamene amidne funkcije aminskom kod hinolinskih derivata.

Dobijene negativne vrednosti Alog(ICsp) 1 Alog(ICyy) ukazuju da aminohinolini
pokazuju bolje inhibitorne aktivnosti prema sva tri soja plazmodijuma (D6, W2 1 C235)
u poredenju sa odgovaraju¢im hinolinskim derivatima sa amidnom funkcijom.

Povecanje aktivnosti aminskih derivata moglo bi se pripisati prisustvu bazne amino-
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grupe bo¢nog niza koja doprinosi akumuliranju aminohinolinskih derivata kao slabih
diproti¢nih baza u FV parazita.

Zamena premostnog niza koji sadrzi amidnu grupu diaminoalkil-nizom dovodi
do veceg porasta aktivnosti kod derivata metiladamantanske (m=1) u poredenju sa
derivatima etiladamantanske serije jedinjenja (m=2) (odgovaraju¢i parovi
metiladamantanske serije jedinjenja: 99a i 106a, 99b i 106b, 99¢ i 106¢, 99d i 106d
poseduju nize Alog(ICsp) odnosno Alog(ICq) vrednosti u odnosu na odgovarajuce
parove etiladamantanske serije jedinjenja: 100a 1 107a, 100b i 107b, 100c i 107¢, 100d
1 107d; slika 42a i slika 42b. Takode uocava se i da je do najveceg porasta aktivnosti
(ICqp) doslo prema CQS soju D6 (sivi bar, slika 42b).

Vrednosti in vitro antimalarijske aktivnosti di-adamantanskih derivata (108i,
109a-c i 109i) koji nastaju kao sporedni proizvodi prilikom sinteze piperazinskih
derivata 1 amina etiladamantanske grupe jedinjenja (shema 6) prema D6, W2 1 C235

sojevima P. falciparum prikazene su u tabeli 3.

HN—X—N—(Y*@

X

pZ
Cl N

Tabela 3. Vrednosti in vitro antimalarijske aktivnosti aminohinolina 108i, 109a-c i 109i
prema D6, W2° i C235° sojevima P. falciparum.

. ICso (nM) I1Cy9 (nM)
2 X D6 W2 C235 D6 W2 (235

Y=CH,

108i  (CH,);N(CH,CH.),N(CHy); 31 44 58 49 76 74
Y= CH,CH,

109a CH,CH, 52 78 101 70 114 225

109b CH,CH,CH, 52 83 109 78 132 171

109¢c CH,CH,CH,CH, 44 49 45 64 82 94

109i  (CH,):N(CH,CH)),N(CH,); 72 69 167 137 328 303

MFQ* 21 6,30 54 44 19,14 158

CcQ’ 14,57 558 201 19,92 736 471

“CQS i MFQ umereno osetljivi afri¢ki D6 P. f. s0j. "CQR i MFQS P. £ W2 klon (Indochina). “Multirezistentni
tajlandski P. /. C235 soj. “Kontrolna jedinjenja.
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Uporedivanjem aktivnosti di-adamantanskih sa aktivnostima odgovaraju¢ih
adamantanskih derivata (poredenjem odgovaraju¢ih parova: 106i i 108i, 107a i 109a,
107b 1 109b, 107¢ i 109¢, 107i i 109i) moze se zapaziti da prisustva dodatne N-
metiladamantil- odnosno N-etiladamantil-grupe dovodi do smanjenja antimalarijske
aktivnosti (tabela 2 i tabela 3). Nesto loSija aktivnost di-adamantanskih derivata mogla
bi se pripisati prisustvu dodatne voluminozne i lipofilne N-alkiladamantil-grupe na
bo¢nom nizu.

Na histogramu prikazanom na slici 43 lako se zapaza da di-adamantani pokazuju
sniZzenu aktivnost prema sva tri soja plazmodijuma (pozitivne vrednosti Alog(ICs), pri
¢emu je najveéi pad aktivnosti usled uvodenje dodatne etiladamantil grupe na
terminalnom azotu uocen kod najaktivnijeg derivata etil-adamantanske serije,
aminohinolina 107a, (izvrSena transformacija smanjuje antimalarijsku aktivnost prema

D6 pet, prema W2 Cetiri 1 prema C235 soju devet puta (slika 43, tabela 2 1 3)).

[ TM91C235
. W2
1 106i i 108i I D6

107ai109a

vl
R

! 106i/108i:  X=(CH,);N(CH,CH,),N(CH,),, R=H/CH,Ad

Zg\\ /; %\x

107b i 109b cl

. X=CH,, R=H/ CH,CH,Ad

107¢ i 109¢ 107a/109a: 2 H,CH,
107b/109b:  X=CH,CH,, R=H/CH,CH,Ad

107¢/109¢:  X=CH,CH,CH,, R=H/ CH,CH,Ad

10711109 107i/109%i:  X=(CH,);N(CH,CH,),N(CH,);, R=H/CH,CH,Ad

!
Alog(ICs0)

Slika 43. Korelacija strukture i antimalarijske aktivnosti. Uticaj uvodenja
dodatne N-metiladamantil- / N-etiladamantil-grupe.

Adamantanski _aminohinolini _sa racvastim diaminskim nizom kod kojih je mesto

grananja u susedstvu hinolinskog jezgra

Nakon izmerene antimalarijske aktivnosti amino-adamantanskih derivata (Ar-N-
C(a)-C(a')-N-C(a' )-Ad) sa normalnim diaminoalkilidenskim nizom (C(a)-H i C(a')-

H)) sintetisana je i ispitivana je aktivnost serije aminohinolinskih derivata gde su
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adamantanski fragmenti povezani sa hinolinskim jezgrom preko racvastih diaminskih
nizova razli¢ite duzine.

Prvo se pristupilo ispitivanju antimalarijske aktivnosti serije derivata kod kojih
se mesto grananja nalazi do hinolinskog jezgra (C(a)-Me/Et i C(a')-H) 1 koji su
sintetisani u nameri da se imitiranjem strukturnog motiva prisutnog u CQ (1) oteza
mogucéa metabolicka a-hidroksilacija i poboljSa metabolicka stabilnost derivata (slika

44),

R
HN)VN%& 106e: n=1, m=1, R=Me  107e: n=1, m=2, R=Me
E " 106f: n=2, m=1, R=Me  107f: n=2, m=2, R=Me

m 106g: n=3, m=1, R=Me  107g: n=3, m=2, R=Me
cl N7 106h: n=2, m=1, R=Et  107h: n=2, m=2, R=Et

Slika 44

In vitro antimalarijska aktivnost sintetisanih aminskih derivata racvastog niza
odredena je prema D6, W2 1 C235 sojevima P. falciparum (tabela 4).

Od osam sintetisanih derivata ¢ak 7 poseduje bolju inhibitornu aktivnost (ICsg)
prema CQS soju D6 u odnosu na CQ (1), dok je svih 8 derivata aktivnije prema
multirezistentnom C235, a 5 prema MFQS soju W2 u poredenju sa MFQ (14). Treba
ista¢i 1 da tri aminohinolina (106e, 107e i 107g) pokazuju preko deset puta bolju
aktivnost prema C235 u odnosu na MFQ (14), a dva derivata (106e i 107¢) deset puta

vecu aktivnost prema D6 soju u odnosu na CQ (1).
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Tabela 4. Vrednosti in vitro antimalarijske aktivnosti aminohinolina 106e-h i 107e-h prema
D6," W2” i C235° sojevima P. falciparum.

. ICsy (nM) ICy9 (nM)
2 x D6 W2 C235 D6 W2 (235

Y= CH,

106e  CH(CH;)CH, 0,53 2,53 1,24 0,72 4,16 2,71

106f  CH(CH;)CH,CH, 9,70 10,21 9,54 16,63 16,35 12,38

106g  CH(CH;)CH,CH.CH, 21 22 23 30 29 35

106h  CH(CH,CH;)CH,CH, 2 g9 9,31 12,12 4,77 21 57
Y= CH,CH,

107e  CH(CH;)CH, 0,76 4,06 1,47 1,42 5,61 5,56

107f  CH(CH;)CH,CH, 12,50 13,47 13,25 20 21 23

107g  CH(CH;)CH.CH,CH, 472 6,67 5,37 5,29 10,62 8,01

107h  CH(CH,CH;)CH,CH, 10,56 18,07 32 _e _e _e

MFQ’ 21 6,30 54 44 19,14 158

cQ’ 14,57 558 200 19,92 736 471

“CQS i MFQ umereno osetljivi afri¢ki D6 P. f. soj. "CQR i MFQS P. /. W2 klon (Indochina). “Multirezistentni
tajlandski P. /. C235 soj. “Kontrolna jedinjenja. “Nije odredivano.

Poredenjem in vitro aktivnosti adamantanskih derivata sa normalnim i ra¢vastim
nizom uocava se da uvodenje metil-grupe (C(a)-Me) najvise uti¢e na aktivnost derivata
koji poseduju kratki etilendiaminski premostni niz (n=1) (najnize Alog(ICsp) vrednosti
poseduju odgovarajuci parovi: 106a i 106e, 107a i 107e; slika 45). Ujedno jedinjenja
106e i 107e predstavljaju i najaktivnije aminohinoline ove serije pri in vitro uslovima.
Aktivnost derivata 106e i 107e prema svim sojevima parazita je viSestruko veca od
odgovarajucih derivata normalnog niza 106a i 107a. Tako je aktivnost jedinjenja 107e
(n=1, m=2) prema D6 petnaest puta, prema W2 Cetiri puta, a prema C235 soju dvanaest
puta vec¢a od aktivnosti analoga koji poseduje normalni niz 107a (R=H) dok je aktivnost
jedinjenja 106e (n=1, m=1) prema D6 osam, prema W2 tri i prema C235 soju sedam

puta veca od aktivnosti odgovarajuceg analognog derivata 106a (tabela 4)
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I TM91C235
: . W2
106a i 106e i
106b i 106f R
n HN)\Q;NH A
106¢ i 106
£ g N
A
106b i 106h cl N
) 106a / 106e: n=1, R=H/Me
10721 107e 106b / 106£ ili 106h: n=2, R=H/ Me ili Et
I . n=3, R=H/Me
!;_ 107b i 107F 106¢ /106g:
107a/107e: n=1, R=H/ Me
107¢i107g 107b /107 ili 107h: n—> R=H/Me ili Et
107¢/ 107g: n=3, R=H/ Me
110b i 110h
r+++ 1+~ +~+~T1 "~ "+ " I v+ 11
15 -1.0 05 0.0 05 1.0

Alog(ICs)

Slika 45. Korelacija strukture i antimalarijske aktivnosti. Uticaj zamene
normalnog linkera ra¢vastim, pri ¢emu se mesto ra¢vanja nalazi blize
hinolinskom jezgru.

Usled izrazene in vitro antimalarijske aktivnosti u nastavku istrazivanja odreden
je in vitro citotoksicni efekat sintetisanih derivata na ¢elijske linije makrofaga pacova
(rezultati navedeni u tabeli 5).

Uoceno je da najaktivnija jedinjenja (etilendiaminski derivati 106e i 107¢) pored
visoke aktivnosti imaju i visok indeks selektivnosti (SI > 1000) kao posledicu niske
citotoksi¢nosti (ICso= ~ 3000 nM). Zadovoljavaju¢i indeks selektivnosti, uocen je i kod
aktivnih derivata propandiaminske (106f (SI ~ 300), 106h (SI ~ 500-1800) 1 107f (SI >
1000)) i butandiaminske (107g (SI > 1000)) serije jedinjenja (tabela 5).

Kako metaboli¢ke studije pruzaju delimi¢an uvid u moguéi nafin ponaSanja
jedinjenja u organizmu nakon oralne primene, a vecinu derivata ove serije karakteriSe
izrazena antimalarijska aktivnost i visok indeks selektivnosti u cilju pronalazenja
pogodnih kandidata za in vivo eksperimente u nastavku istrazivanja odredena je
metabolicka stabilnost najaktivnijih derivata (tabela 5).

Metaboli¢ka stabilnost (t;,)"™" odredena je pracenjem promene koncentracije
jedinjenja sa vremenom u suspenziji mikrozoma jetre misa i coveka (MLM i HLM).

Ispitivana jedinjenja (0,1 M) su inkubirana sa mikrozomima (0,5 mg/ mL ukupnog

™ T, je vreme potrebno da koncentracija polaznog jedinjenja opadne za 50% i jednako je In2/k

(0,693/k), pri ¢emu se k (konstanta brzine eliminacije) izracunava kao negativna vrednost nagiba funkcije
InC(t).
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proteina) u 0,1 M fosfatnom puferu (pH 7,4) u prisustvu NADPH-regenerisuéeg sistema
(NADP (natrijumova so), MgCl, x 6H,O 1 glukoza-6-fosfat) tokom jednog sata na 37
°C. Reakcija je inicirana dodavanjem glukoza-6-fosfat dehidrogenaze (G6PD), a
prekidana dodatkom hladnog acetonitrila (nakon 0, 10, 30 i 60 min). Supernatant
dobijen centrifugiranjem uzoraka analiziran je pomocu LC-MS/MS. Dobijeni
hromatogrami koji prikazuju smanjenje intenziteta signala polazne supstance tokom

vremena analizirani su maseno spektrofotometrijskim Xcalibur QuantBrowser

HN—X—NH—Y«@

X

softverom.

Z
Cl N

Tabela 5. Vrednosti in vitro antimalarijske aktivnosti aminohinolina 106e-h i 107e-h
prema D6, W2” i C235° sojevima P. falciparum i in vitro citotoksiénost.

ICsy (M) 2~ SI (ICs0) _Z
S22 £ I
7N ;\E

=28 =@ =
g D6 W2 €235 T =2 D6 W2 (235 =
H X (5 E

Y= CH,

106e CH(CH3)CH, 053 253 124 2901 5474 1147 2340  11/10
106f CH(CH;3)CH,CH, 9,70 1021 9,54 3045 314 298 319  60/60
106g CH(CH;3)CH,CH,CH, 21 22 23 24271 1139 1094 1061  57/49

106h CH(CH,CH;)CH.CH> 289 931 12,12 5257 1819 565 434  13/34

Y= CH,CH,
107e  CH(CH;)CH, 0,76 4,06 147 2910 3829 717 1980  60/57
107f  CH(CH;)CH.CH, 12,50 1347 1325 24271 1942 1802 1832  60/60
107g  CH(CH;)CH:CH.CH, 472 6,67 537 13273 2812 1990 2472  60/60
107h  CH(CHCH3;)CHxCH: 1056 18,07 32 1767 167 98 55  22/16
MFQ’ 21 630 54 - - - .
cQ’ 146 558 201 - - . ;

“CQS i MFQ umereno osetljivi afri¢ki D6 P. f. soj. "CQR i MFQS P. £ W2 klon (Indochina). “Multirezistentni
tajlandski P. £, C235 soj. “Kontrolna jedinjenja. “Nije odredivano. /In vitro citotoksi¢nost odredivana je na
RAW 264.7 ¢elijsku liniju. SI (indeks selektivnosti) = in vitro citotoksi¢nost (nM) / in vitro P. falciparum
(nM). "Mikrozomi iz jetre misa. ‘Mikrozomi iz jetre Goveka.
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Studije su pokazale da najaktivniji derivat ove serije jedinjenje 106e, brzo
podleze metabolickim transformacija i da nije adekvatan kandidat za naredne in vivo
eksperimente (tabela 5). Njegov analogni etiladamantanski derivat pokazao je vecu
stabilnost. Jedinjenje 107e je metabolicki stabilno u suspenziji mikrozoma misa (t;, >
60 min) i u suspenziji mikrozoma Coveka (t;» = 57 min), §to ga u kombinaciji sa
dobrom antimalarijskom aktivno$¢u (tabela 4) Cini potencijalnim kantidatom za in vivo
eksperiment.

U ispitivanoj seriji jedinjenja najvecu metabolicku stabilnost sa vremenima
poluzivota duzim od 60 min u mikrozomalnoj suspenziji coveka i misa, imaju derivati
106f, 107f 1 107g.

Zamena metil-grupe na C(a) diaminoalkil niza etil-grupom dovodi do smanjenja
metabolicke stabilnosti. Za razliku od metabolicki stabilnih Me-C(a') derivata
propandiaminske serije jedinjenja (106f (n=2, m=1) 1 107f (n=2, m=2)), njihovi Et-
C(a')) analogni derivati 106h i 107h brzo podlezu metabolickim transformacijama
posle izlaganja dejstvu mikrozoma ¢oveka (t;2= 13 min (106h) / 22 min (107h)) i posle
izlaganja dejstvu mikrozoma misa (t;»= 34 min (106h) / 16 min (107h)) (tabela 5).

Adamantanski _aminohinolini _sa racvastim diaminskim nizom kod kojih je mesto
orananja blize adamantanskom fragmentu ili se nalazi na adamantanskom fragmentu

U zelji da se ispita uticaj promene mesta grananja na diaminoalkil N-C(a)-C(a.')-
N-C(o'') nizu na aktivnost 1 metaboliku stabilnost sintetisani su racvasti
aminohinolinski derivati kod kojih se supstituenti (metil- odnosno etil-grupa) nalaze u
polozaju blizem adamantanskom fragmentu (Me-/Et-C(a") fragmentu; 114e-h i 115e-h),
kao i derivati normalnog diaminoalkil-niza sa racvanjem na adamantanskom fragmentu
(derivati normalnog niza (C(a)-H 1 C(a')-H) sa 1-etiladamantanskim fragmentom, Me-

C(a''); 114a-c) (shema 8, slika 46).
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: R

NH NH
N, HN@\( =
R
m m 114e: n=1, m=1, R=Me 115e: n=1, m=2, R=Me
al SN 114a: n=1 cl SN7 114f: n=2, m=1, R=Me 115f: n=2, m=2, R=Me
114b: n=2 114g: n=3, m=1, R=Me 115g: n=3, m=2, R=Me
k 114¢: n=3 114h: n=2, m=1, R=Et 115h: n=2, m=2, R:Et/
Slika 46

In vitro antimalarijska aktivnost sintetisanih aminskih derivata odredena je
prema D6, W2 i C235 sojevima P. falciparum sa izuzetkom jedinjenja 114f i 115f, Cije
aktivnosti nije bilo moguée odrediti usled nedovoljne rastvorljivosti u DMSO pri
uslovima datog eksperimenata (tabela 6).

Od jedanaest sintetisanih derivata sedam poseduje bolju aktivnost (ICsp) prema
CQS soju D6 u odnosu na CQ i prema multirezistentnom C235 u odnosu na MFQ (14).

Poredenjem aktivnosti aminohinolina 114a-c¢ (tabela 6) sa aktivnostima ranije
sintetisanih analognih derivata koji sadrze nesupstituisan metiladamantanski fragment
(106a-c, tabela 2) (poredenjem odgovaraju¢ih Me-C(a'") 1 H-C(a'') parova: 114a i
106a, 114b i 106b, 114c¢ 1 106¢, slika 47) moze se uociti da uvodenje metil-supstituenta
u susedstvu adamantil-grupe dovodi do smanjenja antimalarijske aktivnosti sa
izuzetkom jedinjenja 114a 1 114b koja prema CQS soju D6 pokazuju neznatno bolju
aktivnost.

Poredenjem aktivnosti odgovaraju¢ih Me-C(a'') i H-C(a' ') parova (tabela 2 i
tabela 6) evidentna je i manja bioloska efikasnost jedinjenja 114a i 114b (Me-C(a' "))
(114a: ICy/ICso = 5,99; 114b: 1Cyy/ICso = 5,89) prema multirezistentnom C235 soju
parazita u odnosu na analogne derivate (H-C(a'")) (106a: ICo/ICso = 1,71; 106b:
ICoo/ICsp = 2,73). Povecanje vrednosti koli¢nika 1Co/ICsy znaci da je za postizanje
efikasnije antimalarijske aktivnosti (ICso—ICy) potrebno i znacajnije povecanje
koli¢ine supstance. Derivati sa ve¢im 1Cyy/ICs¢ koli¢nikom smatraju se bioloski manje
efikasnim jedinjenjima.

Metabolicke studije vrSene na ovoj grupi jedinjenja pokazuju da su derivati

metabolicki nestabilni i da brzo podlezu metabolickim transformacijama (tabela 6).
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Tabela 6. Vrednosti in vitro antimalarijske aktivnosti aminohinolinal14a-c, 114e-h i 115e-h
prema D6.° W2° i C235° sojevima P. falciparum i in vitro citotoksi¢nost.

o Is siacw' 3
e s
3 pe w2 cms  SEE D6 w2 s ¢ E
- X ©
Y = CH(CH;)
114a CH,CH, 3,50 43 19,18 1809 517 42 94 11/10
114b  CH,CH,CH, 367 22 1546 3160 861 141 204 <10/<10
114c  CH,CH,CH,CH, 728 24 19,42 3090¢ 424 126 159 -
Y =CH,
114e  CH,CH(CHs;) 2,29 9,83 8,53 377V 1647 384 442  10/13
114f  CH,CH,CH(CH3) K K e 2053¢ e K K K
114g  CH,CH,CHCH(CH;) 51 282 165 1612¢ 32 6 10 -

114h  CHCH,CH(CH:CH3) 728 24 19,42 20108 276 82 19 15/14

Y = CH,CH,

115¢  CH,CH(CHs) 5,94 746 6,87 25127¢ 4230 3368 3657 60/27
115f CH,CH,CH(CHj5) e e e 26998 - € - e
115¢ CHCH,CH:CH(CH:) 892 81 47 2598¢ 291 32 55 -

115h CH,CH,CH(CH,CH3) 43 79 68 234728 550 297 342 22/16

MFQ’ 21 630 54 - - - - -
cQ’ 146 558 201 e _ _ ] ]

“CQS i MFQ umereno osetljivi africki D6 P. £, soj. "CQR i MFQS P. £ W2 klon (Indochina). “Multirezistentni
tajlandski P. £ C235 soj. “Kontrolna jedinjenja. “Nije odredivano./Jedinjenja testirana na RAW 264.7 éelijsku
liniju. ¢Jedinjenja testirana na HepG2 éelijsku liniju. "SI (indeks selektivnosti) = in vitro citotoksi¢nost (nM) / in
vitro P. falciparum (nM). 'Mikrozomi iz jetre mida.’Mikrozomi iz jetre oveka.
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I TM91C235

. W2
[ D6
HNWNH&
o0
A
Cl N
109a/117a: n=1,R=H/Me

109b / 117b: n=2, R=H/Me
109¢ / 1179¢: n=3, R=H/Me

106ai114a

106b i 114b

109¢i117¢

—— 77—
0.0 0.5 1.0 1.5

AIOg(ICSO)

Slika 47. Korelacija strukture 1 antimalarijske aktivnosti. Uticaj zamene
metil-adamantanskog fragmenta 1-etiladamantanskim kod
aminohinolinskih derivata normalnog niza.

Nadalje, histogram na slici 48 prikazuje efekat koji na antimalarijsku aktivnost
aminohinolina ima zamena normalnog diaminoalkil-niza ra¢vastim (poredenjem
odgovaraju¢ih (C(a')-H 1 C(a')-Me/Et) parova: 106e i 114a, 106h i 114b, 106g i 114c,
107e 1 115a, 107h i 115b, 107g i 115c¢).

I TM91C235
106a i 114e . W2
I D6
T 106b i114h
HN}'\)\l/N m
106¢ i 114g SN R
_J 106a/114e: n=1, R=H/Me
B cl N" 106b / 114h: n=2, R=H/ Et
ariive 106¢ / 114g: n=3, R=H/Me
? 107b i 115h 107a/115e: n=1, R=H/Me
] 107b / 115h: n=2, R=H/ Et
107¢ / 115g: n=3, R=H/ Me
110c i 118g
I S I e B e U
1.0 05 0.0 05 1.0 15

Alog(ICs0)

Slika 48. Korelacija strukture i antimalarijske aktivnosti. Uticaj zamene
normalnog linkera ra¢vastim, pri ¢emu se mesto grananja nalazi na
ugljeniku do baznog azota.

Uvodenje metil-grupe kod derivata diaminoetil-serije jedinjenja (n=1) dovelo je
do povecanja antimalarijske aktivnosti sa izuzetkom jedinjenja 114e prema W2 soju

ispoljava nesto nizu aktivnost u odnosu na analog normalnog niza 106a, dok je kod
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detivata diaminobutil-serije (n=3) imalo podeljen efekat: kod metiladamantanskog
derivata (114g, m=1) doslo je do porasta, a kod etiladamantanskog derivata (115g, m=2)
do pada antimalarijske aktivnosti prema sva tri soja parazita. Prisustvo voluminoznije
etil-grupe kod derivata sa diaminopropilidenskim premostnim nizom (n=2) dovelo je u
oba slucaja do pada antimalarijske aktivnosti (poredenje odgovarajucih parova: 114h i
106b, 115h i 107b; slika 48).

Najaktivniji derivati ove grupe jedinjenja, pri in vitro uslovima su
edilendiaminski aminohinolini 114e 1 115e. Prema CQS soju D6 ova jedinjenja
pokazuju aktivnosti koje su sedam odnosno dva puta veée od aktivnosti CQ (1).
Rezultati testa in vitro citotoksicnosti (tabela 6) pokazuju da jedinjenja 114e i 115e
pored visoke aktivnosti ujedno poseduju i najvisi indeks selektivnosti kao posledicu
niske citotoksi¢nosti (114e: ICso=~ 3800 nM i 115e: ICso= ~ 25200 nM).

Na zalost, metabolicke studije ukazale su na metabolicku nestabilnost
metiladamantanskog derivata 114e (t;» = 10 min, u mikrozomalnoj suspenziji misa, a u
mikrozomalnoj suspenziji ¢oveka t;», = 13 min), pa i pored dobre antimalarijske
aktivnosti 1 visokog indeksa selektivnosti jedinjenje nije pogodan kandidat za dalje in
vivo testove.

Etiladamantanski analog, jedinjenje 115e se pokazalo kao znatno stabilnije, pa
je pored umerene metabolicke stabilnosti u mikrozomalnoj suspenziji misa (t;, = 27
min), a usled dobre metabolicke stabilnosti u mikrozomalnoj suspenziji ¢oveka (t;, = 60
min) u kombinaciji sa dobrom inhibitornom aktivnoS¢u i niskom in vitro toksi¢noscéu

(ICso= 25127 nM;"" SI*™ > 4000) odabrano za in vivo test.

N-metilovani adamantanski aminohinolini

N-metilovani derivati 116-f i 117a-g (shema 8, slika 49) sintetisani su kako bi se
ispitao uticaj povecanja lipofilnosti (usled metilovanja baznog azota bo¢nog niza) na
antimalarijsku aktivnost. S druge strane, kako je iz literaturnih podataka poznato da
metabolit CQ (1), N-2-etilhidroksihlorokin (HCQ) poseduje istu inhibitornu aktivnost, a

214

manju toksi¢nost u odnosu na CQ (1),”" jedinjenje 117k je sintetisano u Zelji da se

Y In vitro citotoksiénost na HepG2 (humane éelije jetre).
* ST (indeks selektivnosti) = in vitro citotoksi¢nost (nM) / in vitro P. falciparum (nM).
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ispita kako ¢e se uvodenje hidroksietil-grupe na terminalani azot odraziti na

antimalarijsku aktivnost adamantanskih derivata.

117a: n=1, m=2, R=H HO

R l 116a: n=1, m=1, R=H 117b: n=2, m=2, R=H H
N 116b: n=2, m=1, R=H 117¢: n=3, m=2, R=H N
HNJ\Wn z N,
116¢: n=3, m=1, R=H ~ 117e: n=1, m=2, R=Me
m 116e: n=1, m=1, R=Me 117f: n=2, m=2, R=Me m
cl NG 116f: n=2, m=1, R=Me 117g: n=3, m=2, R=Me ¢|” ~* >N~  [17k:n=1

Slika 49

In vitro antimalarijska aktivnost svih sintetisanih derivata odredena je prema D6,
W2 i C235 sojevima P. falciparum. Dobijene vrednosti prikazane su u tabeli 7. Od 12
sintetisanih derivata ¢ak 9 poseduje bolju inhibitornu aktivnost (ICsp) prema CQS soju
D6 u odnosu na CQ (1), a jedanaest derivata je aktivnije prema multirezistentnom C235
u poredenju sa MFQ (14) i CQ (1). U isto vreme jedno jedinjenje 116f prema MFQS
klonu W2 pokazuje bolju aktivnost (ICyp) u odnosu na MFQ (14).

Poredenjem in vitro antimalarijske aktivnosti N-metilovanih adamantanskih
derivata normalnog niza sa aktivnostima njima odgovaraju¢ih nemetilovanih analoga
uocava se da uvodenjem metil-grupe dolazi do znacajnog smanjenja aktivnosti prema
sva tri soja plazmodijuma (pozitivne vrednosti Alog(ICsp)), pri ¢emu je veci pad
aktivnosti zabelezen kod derivata metiladamantanske serije jedinjenja (m=2)
(poredenjem odgovaraju¢ih parova: 106a i 116a, 106b i 116b, 106¢ 1 116c, slika 50).

Metilovanje baznog azota adamantanskih derivata racvastog niza, takode dovodi
do pada antimalarijske aktivnosti (pozitivne vrednosti Alog(ICs); slika 51). Izuzetak
¢ini jedinjenje 116f koje prema sva tri soja pokazuje aktivnosti koje su nesto vece od
aktivnosti odgovarajueg analognog derivata 106f. Jedinjenje 116f je ujedno i
najaktivniji derivat N-metilovane serije. Na zalost, metabolicke studije vrSene u okviru
ove grupe jedinjenja ukazuju da je derivat metabolicki nestabilan i da brzo podleze
metabolickim transformacijama, pa 1 pored dobre antimalarijske aktivnosti nije pogodan

kandidat za in vivo test (tabela 7).
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Tabela 7. Vrednosti in vitro antimalarijske aktivnosti aminohinolina 116a-c, 116e-f,
117a-c, 117e-g i 117k prema D6, W2" i C235° sojevima P. falciparum.

IC50 (nM) I1Cyy (nM) EE
z; D6 W2 C235 D6 W2 C235 & é
X Y
Z=CH;
116a CH,CH, CH, 1334 72 20 19,17 154 45 10/<10
116b  CH,CH,CH, CH, 9,85 51 1650 1420 63 41  <10/10
116c CH,CH,CH,CH, CH, 21 178 44 28 211 77 11/8
116e  CH,CH(CHs3) CH, 20 88 25 32 138 59 a
116f CH,CH,CH(CHs;) CH, 6,72 9,66 566 7,08 13,67 739 16/19
117a CH,CH, CH,CH, 6,04 28 11,06 10,06 52 40 10/10
117b  CH,CH,CH, CH,CH, 12,75 86 21 24 122 68 -
117¢  CH,CH,CH,CH, CH,CH, 560 46 1721 1022 65 32 -
117¢ CH,CH(CHs) CH,CH, 426 1453 793 872 25 28 a
117f  CH,CH,CH(CHs3) CH,CH, 1594 19,87 1884 26 32 35 23/60
117g¢ CH,CH,CH,CH(CH;) CH,CH, 4,554 1136 909 - - - -
Z = CH,CH,OH
117k CH,CH, CH, 10,14 67 62 16,07 192 220 _
MFQ’ 21 630 54 44 19,14 158 -
cQ’ 146 558 201 19,92 736 471 -

“CQS i MFQ umereno osetljivi africki D6 P. £ soj. "CQR i MFQS P. £ W2 klon (Indochina). “Multirezistentni
tajlandski P. £ C235 soj. “Kontrolna jedinjenja. “Nije odredivano. ‘Mikrozomi iz jetre misa. “Mikrozomi iz jetre

coveka.

Poredenjem antimalarijske aktivnosti aminohinolina 117k sa aktivnoS$¢u

njegovog prekursora 106a moze se uociti da uvodenje etilhidroksi-grupe na terminalni

azot takode dovodi do znacajnog pada aktivnosti. Nedovoljna aktivnost 117k mogla bi

se pripisati i sternom nagomilavanju i znatno povecanoj polarnosti jedinjenja.
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R
m

n=1, R=H/ Me
n=2, R=H/ Me
n=3, R=H/ Me

n=1, R=H/ Me
n=2, R=H/ Me
n=3, R=H/ Me

Slika 50. Korelacija strukture i antimalarijske aktivnosti. Uticaj N-
metilovanja adamantanskih aminohinolinskih derivata koji

poseduju normalni niz.

I TM91C235
. . W2
106e i 116e B D6
1
E J\Q/l.‘
106f i 116f N.
: HN O N0
o0
107¢ i 117¢ a N7
106e / 116e:  n=1, R=H/Me
9 . 106f/116f:  n=2, R=H/Me
£ 107fi 117
107e/117e:  n=1, R=H/Me
107f/117f:  n=2, R=H/Me
107gi117g 107g/117g: n=3,R=H/Me
r T LI T T T 1
0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25

Alog(ICs)

Slika 51. Korelacija strukture 1 antimalarijske aktivnosti. Uticaj N-

metilovanja adamantanskih aminohinolinskih derivata sa

ra¢vastim nizom.

Takode, poredenjem in vitro antimalarijske

aktivnosti N-metilovanih

adamantanskih derivata normalnog niza etiladamantanske serije jedinjenja i ranije

sintetisanih N-di-etiladamantanskih analoga (poredenjem odgovaraju¢ih parova: N-

(CH,CH,Ad), 1 N-Me(CH,CH,Ad) parova: 109a 1 117a, 109b i 117b, 109¢ i 117¢, slika

52) uocava se da prisustvo N-metil-grupe dovodi do manjeg pada antimalarijske
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aktivnosti u odnosu na prisustvo dodatne voluminoznije i lipofilnije etiladamantil-grupe

(N-metil-derivati imaju viSu aktivnost; negativne vrednosti Alog(ICsy)).

I TM91C235
. w2
I Do

109ai117a
R

.
A

@ﬁ
109bi117b a N/

109a/117a: n=1, R=CH,CH,Ad / Me
109b/117b: n=2, R=CH,CH,Ad/ Me

109¢/117¢:  n=3, R=CH,CH,Ad / Me
109¢i 117¢

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

Alog(ICsp)

Slika 52. Korelacija strukture 1 antimalarijske aktivnosti. Uticaj zamene
N-etiladamantil N-metil-grupom kod aminohinolinskih derivate
normalnog niza etiladamantanske serije jedinjenja.

Histogrami na slici 53 1 slici 54 pokazuju kako se razliCite transformacije
izvrSene na premostnom nizu odrazavaju na in vitro antimalarijsku aktivnost. Na slici
53 prikazane su korelacije izmedu etilendiaminskog aminohinolina 106a (m=1;
R;=R,=R3;=R4=H) 1 njemu odgovaraju¢ih analoga, kod kojih se supstituentna metil-
grupa nalazi na razli¢itim polozajima N-C(a)-C(a')-N-C(a'') fragmenta. VrSeno je
poredenje odgovarajucih parova 106a i 106e (Me-C(a)), 106a i 114a (Me-C(a' ")), 106a
i 114e (Me-C(a')), 106a i 116a (N-Me), 106a i 116e (Me-C(a), (N-Me)).

Kao $to se sa slike 53 jasno vidi jedina modifikacija na aminohinolinu 106a koja
je dovela do povecanja antimalarijske aktivnosti prema sva tri soja parazita (negativna
vrednost Alog(ICsp)) je uvodenje metil-grupe u susedstvo hinolinskog jezgra (Me-C(a);
106e). Sve ostale modifikacije dovele su do smanjenja antimalarijske aktivnosti.
Izuzetak Cine derivati 114a 1 114e koji prema CQS soju D6 pokazuju nesto bolju

aktivnost u odnosu na polazno jedinjenje 106a.
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Slika 53. Korelacija strukture 1 antimalarijske aktivnosti aminohinolina

normalnog etilendiaminskog niza metiladamantanske serije jedinjenja
106a i njegovih analoga sa razli¢ito supstituisanim

N-C(a)-C(a')-N-C(a." ') fragmentom.

S druge strane, sve modifikacije izvrSene na N-C(a)-C(a')-N-C(a' ") fragmentu

analognog derivata 107a, 2-etiladamantanske serije jedinjenja dovele su do povecanja

aktivnosti (sa izuzetkom N-metilovanog derivata normalnog niza 117a koji prema CQR

soju W2 pokazuje nesto nizu aktivnost; slika 54), pri ¢emu je najveci porast aktivnosti

kao i1 kod etiladamantanske serije jedinjenja postignut uvodenjem metil-grupe u

susedstvo hinolinskog jezgra (Me-C(a)).

107ai107e

107a i 115e

107ai117a

107ai117e

I TM91C235
AW
I D6

T =

0.0
Alog(ICso)

T =

Slika 54. Korelacija strukture 1 antimalarijske aktivnosti aminohinolina
normalnog etilendiaminskog niza 2-etiladamantanske serije jedinjenja
107a i njegovih analoga sa razli¢ito supstituisanim N-C(a)-C(a.")-N-

C(a'") fragmentom.

104



3. NASI RADOVI

In vivo eritrocitna aktivnost

Metabolicka stabilnost u kombinaciji sa dobrom antimalarijskom aktivnoséu i
niskom in vitro toksi¢nosc¢u izdvojila je jedinjenja 106a, 106f, 107e, 107f, 110g 1 115e
za sledecu fazu, ispitivanje in vivo antimalarijske aktivnosti.

Odabrani derivati su podvrgnuti preliminarnom in vivo testu toksi¢nosti.
Jedinjenja su primenjivana oralno na zdravim misevima, tokom tri dana uzastopno u
dozama od 160 mg/kg/dan (ukupna doza 480 mg/kg). Nakon iskazane toksi¢nosti
jedinjenje 107f je iskljuceno iz daljih ogleda (primena 107f dovela je do smrti 3 od 5
zdravih miSeva). Interesantno je primetiti da se na osnovu rezultata in vitro testova ne
moze predvideti toksiCnost jedinjenja u in vivo eksperimentima. Naime,
propilendiaminski aminohinolin 107f je pokazao nisku in vitro toksicnosti, ali se u
eksperimentima na miSevima pokazao kao toksi¢an. Pod istim uslovima in vivo testa
preostali derivati nisu iskazali toksican efekat (maksimalna tolerantna doza (MTD)
aminohinolina 106f, 107e, 107g i 115e vecéa je od 480 mg/kg) i samim tim su usli u
narednu fazu ispitivanja: odredivanje in vivo antimalarijske aktivnosti prema ranije
opisanoj metodi, modifikovanim Thompson-ovim testom.*"

U eksperimentima su koriS¢ene grupe od pet miSeva. MiSevi su inficirani
inokulacijom KBG 173 klonom P. berghei. Testirana jedinjenja su primenjena oralno
3., 4.1 5. dana posle inokulacije (p.i.) (3. dana nakon inokulacije, kod svih miSeva je
utvrden nivo parazitemije u opsegu 0,002-1,8%). Stanje miSeva kontrolisano je tokom
30 dana. Kod miSeva kontrolne grupe koji nisu tretirani jedinjenjima, 6. dana posle
inokulacije zabelezen je prosecni nivo parazitemije od 46%. Smrt je kod ovih misSeva
nastupila izmedu 6. i 7. dana. Zivi mievi kod kojih parazitemija nije detektovana 31.
dana smatraju se izleCenim. Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 8.

Najbolju in vivo aktivnost pokazuje derivat 106f. Analize krvi vrSene tokom 31
dana nakon oralne primene jedinjenja u dozama od 160 i 80 mg/kg/dan, kod svih
tretiranih miSeva pokazale su odsustvo parazita, a s obzirom na to da su misSevi zivi 31.
dana, bez prisustva parazitemije, smatraju se izleCenim.

Primenom u nizim dozama od 40-10 mg/kg/dan jedinjenje ne dovodi do
izleCenja, ali dvostruko produzava zivot inficiranim miSevima (prosecno vreme

prezivljavanja je izmedu 13 i 17 dana). Takode, analize krvi miSeva, vrSene 7. dana
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posle inokulacije, nakon primene 106f u dozama od 40 i 20 mg/kg/dan i 10. dana nakon
primene jedinjenja u dozi od 40 mg/kg/dan dale su negativan rezultat na prisustvo
parazita, §to znaci da je nivo parazitemije bio ispod nivoa detekcije, ali ipak dovoljan da
dode do povracaja oboljenja.

Jedinjenje 107e je pokazalo neSto loSiju in vivo aktivnost. Oralnom primenom
107e u dozi od 160 mg/kg/dan dva misa su izleCena, a preostalim miSevima je trostruko
produzen zivot (tri preostala misa su uginula u periodu izmedu 24. i 28. dana.), pri ¢emu
su analize krvi vrSene 6. dana nakon inokulacije pokazale smanjenje parazitemije ispod
nivoa detekcije.

LoSiju in vivo aktivnost pokazao je i aminohinolin 107g, ¢ijom oralnom
primenom u dozi od 160 mg/kg/dan nije postignuto izleCenje, ali je znacajno produzen
zivot inficiranim miSevima (inficirani misevi su podlegli infekciji izmedu 17. i1 26.
dana). Dodatno, analize uzorka krvi vrSene 6. dana nakon inokulacije, kod svih
testiranih miSeva dale su negativan rezultat na prisustvo parazita. Smanjenjem doze sa
160 na 40 mg/kg/dan dovelo je do pada prosecnog vremena prezivljavanja sa 21,4 na
13,6 dana.

Prilikom oralne administracije u manjim dozama jedinjenje 106a pokazuje vecu
aktivnost u odnosu na jedinjenje 106f. U eksperimentu u kom je primenjeno jedinjenje
106a u dozi od 40 mg/kg/dan prezivela su dva od pet testiranih miSeva. Kod prezivelih
miSeva uoceno je prisustvo parazita 31. dana, a nekropsijom su utvrdena oSteéenja
mozga 1 jetre prouzrokovana malarijom. Smrt kod preostalih inficiranith miSeva

nastupila je izmedu 16. 1 24. dana.

Tabela 8. Vrednosti in vivo antimalarijske aktivnosti aminohinolina 106a, 106f, 107e,
107g i 115¢.”

S Broj Zivih miSeva Vreme
Jed. mg/kg/dan  Parazitemija 2;;2 :g:::il:l miseva na dan 31/ preZivljavanja
g ukupan broj miSeva  (dani)
40 D6: 5 miSeva bez parazitemije; 3/15-24 2/5 >21 ,4

NH

ﬁ@
106a“

Cl

™ Odredivanje in vivo antimalarijske aktivnosti vr§eno je na Odeljenju za parazitologiju Instituta za
medicinska istrazivanja u Beogradu i u Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR), Silver Spring,
SAD.
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D7—D31 5 miSeva bez parazitemije

% 160 D3: 5 miSeva 0,7-1,2%; 5/5 >31

D7—D31 5 miSeva bez parazitemije

j 80 D3: 5 miSeva 0,4-0,5%; 5/5 >31

/\N
8 40 DS mifeva03-24% 116,217, 0/5 17,2

D7: 5 miSeva bez parazitemije;

D10: 5 miSeva bez parazitemije; 2/18
1061 D14: 5 miseva 0,2-1,2%;

D17: 2 misa 2,1-4,6%

20  D34mia0535% 2/14,1/15,1/18  0/4 15,2

D7: 4 miSa bez parazitemije;
D10: 4 mi$a 0,2-0,4%;

D14: 2 misa 1-3,9%;

D17: 1 mi§ 3,5%

10  D3:3miSeva0.4-1,6%; 1/11,3/13, 1/15  0/5 13

D7: 5 miSeva 0,18-0,5%;
D10: 5 miSeva 1,6-8,9%

D6: 5 miSeva bez parazitemije; >
160 D243 mis 27060 2/24,1/28 2/5 27,6
% D28: 1 mis§ 67,4 %;

D31: 2 miSa bez parazitemije

107e" =
D6: 5 miSeva bez parazitemije;
% 160 D14: 4 miSev bez l;)arazittemi}e; V17,1719, 1721, 0/5 214
" D17: 1 mi§ bez parazitemije; 1/24, 1/26
j@ 40 DI-DIL04523% 1/12, 4/14 0/5 13,6
107g* «
80  D3:3mifa04-05% 1/14,1/15,1/17  2%/5 15,3

D6: 3 misa bez parazitemije;

D10: 2 mi$a bez parazitemije,
1 mi$ 0,2%

D14: 3 misa 1,6-3,6%;

160  D3:3 misa 0,4-09%; 5/5 >31

D6—D31: pet mieva bez parazitemije

80 D33 misa0.5:0.0% 117,118 3/5 25,6

D5—D10: pet miSeva bez parazitemije
D14: 3 miSa bez parazitemije,
CcQ 2 misa 0,2%

D21: 3 mi$a bez parazitemije,

kontrolna

miSevi su uginuli izmedu 6. 1 7. dana
grupa

“Jedinjenja se primenjuju oralno kao suspenzija koja sadrzi 0,5% hidroksietil-celuloze i 0,1% Tween 80

jednom. ’Dva misa su prezivela bez pozitivnog nalaza na parazitemiju ali, usled nedostatka potvrde da je
razmaz kod datih miseva bio pozitivan pre terapije miSevi su iskljuceni iz razmatranja eksperimenta.
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Primenom jedinjenja 115e u dozi od 80 mg/kg/dan postize se prosecno vreme
prezivljavanja od 15,3 dana, pri ¢emu su analize uzoraka krvi miSeva vrSene 7. dana
nakon inokulacije dale negativan rezultat na prisustvo parazita. Povracaj parazitemije
kod jednog misa zabeleZen je 10., a kod preostala dva miSa 14. dana.

Toksican efekat ispitivanih jedinjenja nije zabelezen ni pri jednoj primenjenoj

dozi. Svi neizleCeni miSevi su uginuli od malarije.

In vitro egzoeritrocitna aktivnost (aktivnost u fazi jetre)

Neprekidan razvoj otpornosti P. falciparum prema postojec¢im lekovima stvara
potrebu za pronalaZzenjem novih jedinjenja koja su aktivna na razli¢ite forme
plazmodijuma i koja inhibiranjem razliCitih razvojnih faza parazita doprinose odlaganju
pojave rezistencije. U proteklih nekoliko godina poseban akcenat je stavljen na razvoj

novih hemotipova (poput (+)-SJ733,'° imidazopirazina,”'” hinolon-3-diariletara,'®

9

flavona,”'®  3,5-bis(benziliden)-4-piperidona,”®  imidazopirazina,”*'  hinolin-4(1H)-

imina,””  primakin-hlorokin  hibrida,”®  tienopirimidinona,””*  ketotifena i

. 225
norketotifena

) koji aktivnost istovremeno iskazuju i u eritrocitnoj i egzo-eritrocitnoj
fazi. S obzirom na to da infekcija moZe zapoceti sa 10 parazita, koji se u jetri umnoze i
do hiljadu puta, a &iji broj dostize 10" u eritrocitnoj fazi,** prednost lekova koji deluju
u fazi jetre je viSestruka: spreCava se razvoj infekcije 1 bolest se zaustavlja u
asimptomatskoj fazi. S druge strane, delovanjem u fazi koju karakteriSe prisustvo
manjeg broja parazita smanjuje se mogucnost razvoja rezistencije tokom vremena (ova
jedinjenja predstavljaju bolju opciju za iskorenjivanje malarije).

Kako danas veliki izazov predstavlja sinteza jedinjenja koja deluju na obe faze
ciklusa parazita (eritrocitnu i egzo-eritrocitnu fazu) u nastavku istrazivanja ispitivana je
in vitro inhibitorna aktivnost najaktivnijeg derivata racvaste serije (106f) i njegovog

etiladamantanskog analoga (107f) u fazi jetre. Za odredivanje aktivnosti koris¢ena je

metoda bioluminiscentne kvantifikacije.*’
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XX1

Tokom jednog sata Huh7™" Celije se inkubiraju sa testiranim jedinjenjem, nakon
ega se inokulacije luciferazacksprimujuéim P. berghei™ ANKA sporozoitima™" koji
su izolovani iz pljuvacnih zlezda komaraca roda Anopheles, 21-28 dana od infekcije.
Posle 24 h, medijum u kome se nalaze Huh7 celije zameni se svezim koji sadrzi
testirano jedinjenje u Zeljenoj koncentraciji. Toksi¢nost jedinjenja se odreduje
AlamarBlue testom™ 48 h od infekcije, nakon &ega se éelije liziraju, ¢elijskom lizatu
dodaje luciferaza, a inhibitorna aktivnost jedinjenja dobija se merenjem intenziteta
luminiscencije.

Na slici 55 prikazana je in vitro inhibitorna aktivnost (nivo infekcija dat je u
relativnim jedinicama luminiscencije (RLU), barovi) 1 toksi¢nost jedinjenja 106f i 107f
prema Huh7 ¢elijama (nivo rasta zasejanih celija (populacija) dat je u relativnim
fluorescentnim jedinicama (RFU), krugovi) koje su odredene pri razli¢itim
koncentracijama (0,1-10 uM). U ogledu je jedini odobreni lek za le¢enje plazmodijuma
u fazi jetre, primakin (PQ, 9), koriséen kao pozitivna kontrola,”* dok je DMSO uzet kao
slepa proba.

Analizom rezultata prikazanih na slici 55 zapaza se da jedinjenja 106f i 107f pri
koncentraciji od 5 pM pokazuju znacajnu inhibitornu aktivnost, smanjuju¢i nivo
parazitemije u fazi jetre na 0,1% odnosno 9%. Pri niZim koncentracijama aktivnost
jedinjenja se smanjuje pri ¢emu metiladamantanski derivat (106f) pokazuje bolji “dose-
response” (kod jedinjenja 106f uoceno je ravnomernija zavisnost odredene inhibitorne
aktivnosti od primenjene koncentracije jedinjenja) i pri koncentraciji od 2,5 uM znatno
je aktivniji od svog etiladamantanskog homologa (106f smanjuje parazitemiju na 2%, a

107f na 63%).

* Huh7-éelijska linija humanog hepatoma.

¥ Vrsta malarijskog parazita koji napada glodare.

i Celijske linije: 676mlcl1 i 259cL2.

" Oksido-redukcioni indikator koji fluorescira i menja boje kao odgovor na hemijsku reakciju medijuma
koja je posledica rasta celija.
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X
_ 106f: n=1
Cl N 107f: n=2

150 - 150

1C,,=1-2,5 uM 1C=~2,5 uM

100% 100%100%

-
o
o

Relativna populacija
Huh?7 celija (%)

rrrrrr 50

Infekcija (%)

8% ® o
2% 0% 0% 0% 0% 0%

PQ 15 uM
106f 0,1 mM
106f 0,5 mM
106f 1 mM

106f 2,5 mM
106f 5 mM

106f 7,5 mM
106f 10 mM
107f 0,1 mM
107f 0,5 mM
107f 1 mM

107f 2,5 mM
107f 5 mM

107f 7,5 mM
107f 10 mM

DMSO

Slika 5S5. In vitro inhibitorna aktivnost jedinjenja 106f i 107f
prema P. berghei u fazi jetre.

Treba istaéi i da sintetisani derivati poseduju znacajno nize 1Csy vrednosti (106f:
ICso = 1-2,5 uM; 107f: ICs = 2,5-5 pM) u odnosu na CQ (ICso = 9 uM),** kao i da pri
viS§im koncentracijama (10 pM) jedinjenja pokazuju vecu aktivnost od PQ (9), ali
nazalost, u isto vreme iskazuju i vecu toksicnost.

U prethodnom delu doktorske teze prikazana je sinteza aminohinolinskih
derivata kod kojih su adamantanski fragmenti preko razli¢itih diaminskih premostnih
nizova povezani sa hinolinskim jezgrom.

Na osnovu dobijenih vrednosti in vitro antimalarijske inhibitorne aktivnosti
derivata sa normalnim kao i derivata sa ra¢vastim diaminoalkil-nizom moze se
zakljuCiti da uvodenje adamantanskog fragmenta povoljno uti¢e na aktivnost
sintetisanih derivata. Znatno izraZenija in vitro antimalarijska aktivnost adamantanskih
aminohinolina prema CQR soju P. falciparum W2 u poredenju sa CQ (1) ukazuje na
neprepoznavanje 4-amino-7-hlorhinolinskog fragmenta od strane mutirajuéeg

transportera (PfCRT) §to moze dovesti do povecanja koncentracije jedinjenja u parazitu.
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Najvisa in vitro antimalarijska aktivnost 1 najve¢a metabolicka stabilnost
zabelezena je u seriji adamantanskih aminohinolina sa ra¢vastim diaminoalkil-nizom,
kod derivata sa metil-grupom na a-ugljenikovom atomu premostnog N-C(a)-C(a')-N-
C(a'") niza. Uvodenje etil-grupe na a-ugljenikov atom (C(a)-Et), pomeranje mesta
racvanja iz poloZaja u kojem je bliza hinolinskom jezgru (C(a)-Me) u polozaj do
adamantanskog fragmenta (C(a')-Me) kao i uvodenje racvastog adamantanskog
fragmenta (C(a'")-Me) dovodi do smanjenja inhibitorne aktivnost i pada metabolicke
stabilnosti.

Usled izraZene in vitro antimalarijske aktivnosti, niske citotoksi¢nosti na ¢elijske
linije makrofaga pacova (SI = 300-25.000) i metabolic¢ke stabilnosti, pet derivata (106a,
106f, 107e, 107g i1 115e) je odabrano za in vivo testiranje. Oralnom primenom najbolje
rezultate pokazalo je jedinjenje 106f. Minimalna kurativna doza (MCD) jedinjenja 106f
je 80 mg/kg/dan, pri ¢emu je minimalna aktivna doza (MAD) 10 mg/kg/dan. Vazno je
napomenuti i da tokom testiranja nisu uoceni toksi¢ni efekti jedinjenja ni pri jednoj od
primenjenih doza kao i da je ukupna doza jedinjenja od 480 mg/kg (primenjena
kontinuirano tokom tri dana) netoksi¢na za ispitivane miseve.

Istovremeno, jedinjenje 106f pored eritrocitne, ispoljava aktivnost 1 u
egzoeritrocitnoj razvojnoj fazi parazita i po nasem saznanju predstavlja prvi
aminohinolinski derivat kod koga je uocena antimalarijska aktivnost u fazi jetre. U
uslovima in vitro eksperimenta pri koncentraciji od 5 uM, odnosno 2,5 uM, jedinjenje

109f smanjuje nivo parazitemije na 0,1% odnosno 2%.

3.2.3. Amino-adamantanski derivati sa razli¢ito supstituisanim hinolinskim
jezgrom

U nastavku istrazivanja u okviru ove doktorske teze ispitivan je uticaj promene
elektronske gustine aminohinolinskog jezgra na antimalarijsku aktivnost. Dok je efekat
razlicitih supstituenata u polozaju C(5), C(6) i C(7) aminohinolinskog jezgra (B prsten)
dobro ispitan, u literaturi je opisan mali broj derivata kod kojih je vrena modifikacija
na hinolinskom prstenu A uz ispitivanje njihove antimalarijske aktivnosti.*"%*?

Od malobrojnih sintetisanih jedinjenja izdvaja se sontokin (192, slika 56),

analog CQ (1) koji u polozaju C(3) poseduje metil-grupu. Ovaj derivat je razvijan
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paralelno sa CQ (1), ali je zbog visoke toksi¢nosti svojevremeno odbagen.**’

Pretpostavlja se da je toksi¢nost 192 posledica promene elektronske gustine na
hinolinskom jezgru usled uvodenja elektron-donorske grupe na piridinski prsten. Nakon
Sto je Poe ustanovio da sontokin (192) poseduje umerenu aktivnost prema CQR soju P.
falciparum, u cilju optimizacije strukture i dobijanja jedinjenja bolje aktivnosti i nize
toksi¢nosti sintetisana je serija farmakina (derivati sa razli¢itim alkil- 1 aril-
supstituentima u C(3) i N-alkilamino bo¢nim nizovima).>** Od sintetisanih derivata
najbolju aktivnost iskazuje farmakin 203 (PH-203 (193), slika 56) derivat koji prema

multirezistentnim sojevima pokazuje nanomolarnu in vitro aktivnost (ICso (D6) = 0,9

nM).
HN)\/\/N\/ >‘/NH/\/\NH O OCF3
oy L
A A
Cl N Cl N

192 (sontokin) 193 (PH-203)

Slika 56

U literaturi su opisani samo hinolinski derivati koji za supstituente u polozaju
C(3) imaju induktivno elektron-privlaéne voluminozne grupe poput: Cl, Br, 1.7 2 (I-
C(3) analog CQ (1), jedinjenje 3-1-CQ, prema CQS (3D7 i D10) i CQR (Dd2 i K1)
sojevima P. falciparum iskazuje desetostruko niZu inhibitornu aktivnost (ICso = 100-300
nM) u odnosu na CQ (1), pri ¢emu, iskazuje sinergisticki efekat sa CQ (1) prema CQR
sojevima parazita i u in vitro eksperimentima pri koncentraciji od 100 nM efikasniji je
od verapamila pri najvisoj ispitivanoj koncentraciji od 1000 nM (Dd2 soj: ICso(CQ) =
199 nM, ICs5o(CQ + 100 nM 3-1-CQ) = 64 nM 1 IC5¢o(CQ + 1000 nM Vp) = 70 nM)).

Nasa zelja bila je da ustanovimo kakav ¢e uticaj na antimalarijsku aktivnost
imati promena elektronske gustine kao posledica uvodenja atoma F na piridinski prsten
hinolinskog jezgra.

Fluor se nametnuo kao logi¢an izbor zbog svoje sli¢nosti sa H (ne prouzrokuje

sterne smetnje ni promenu lipofilnosti jedinjenja), a usled izraZzene elektronegativnosti
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smatrali smo da ¢e njegovo prisustvo znacajno uticati na raspored elektronske gustine
piridinskog prstena hinolinskog jezgra.

Prvi deo istrazivanja imao je za cilj sintezu F-C(3) analoga hlorokina i AQ-13
(jedinjenja koje je u fazi klinickog ispitivanja) kao 1 sintezu F-C(3) analoga najaktivnijih
aminohinolina sa adamantanskim nosaCem (“carrier”), derivata sa ra¢vastim
diaminoalkil-nizom. U tu svrhu sintetisani su hinolinski derivati koji u polozaju C(3)

sadrze atom fluora.

In vivo eritrocitna aktivnost

F-C(3) analozi hlorokina i AQI13

Ispitivanje efekta uvodenja fluora na hinolinsko jezgro zapoceto je sintezom F-
C(3) analoga poznatih antimalarika F-CQ (158) i F-AQI3 (159) kao i njima
odgovarajucih 2-amino-izomera (160 1 161) (shema 25, slika 57).

R, 158: R, = NHCH(CH,)CH,CH,CH,N(CH,CH,),, R,=H
A F 159: R, = NHCH,CH,CH,N(CH,CH,),, R,=H
B 160: R, = NHCH(CH,)CH,CH,CH,N(CH,CH,),, R,=H
cl N R,  161: R,=NHCH,CH,CH,N(CH,CH,),, ~  R=H -

Slika 57

Ispitivana je in vitro antimalarijska aktivnost svih sintetisanih derivata prema
D6, W2 1 C235 sojevima P. falciparum. Dobijene vrednosti prikazane su u tabeli 9.

Fluorovani analozi CQ 1 AQ13 (158 i 159) kao i njihovi odgovaraju¢i 2-amino
izomeri (160 1 161) pokazali su se vrlo slabo aktivnim u in vitro uslovima. Najaktivnije
jedinjenje ove grupe je F-CQ (158), jedinjenje koje prema CQS soju D6 pokazuje
aktivnost koja je gotovo 28 puta slabija u odnosu na aktivnost samog CQ (1). U isto
vreme aktivnost ovog jedinjenje prema CQR soju W2 je priblizna aktivnosti CQ (1), a

prema multirezistentnom C235 soju je dvostruko slabija u odnosu na aktivnost CQ (1).

113



3. NASI RADOVI

Tabela 9. Vrednosti in vitro antimalarijske aktivnosti aminohinolina 158-161 prema
D6," W2” i C235° P. falciparum sojevima i in vitro citotoksiénost.

ICso (nM) Z - ST (ICsp)
s 5=
2% 3
. *E 3 oﬂ
T D6 w2 C235 = D6 w2 C235
— )
158 405 565 412 18815 46 33 46
159 1601 1798 1352 34982 22 19,46 26
160 6772 571 3362 18711 2,76 33 5,56
161 800 423 626 30948 39 73 49
MFQ? 20,56 6,30 54 e _ ] ]
cQ’ 14,57 558 201 e ] _ _

“CQS i MFQ umereno osetljivi afritki D6 P. £ soj. "CQR i MFQS P. £ W2 klon (Indochina).
“Multirezistentni tajlandski P. f C235 soj. “Kontrolna jedinjenja. “Nijeodredivano. /SI (indeks
selektivnosti) = in vitro citotoksi¢nost na HepG2 ¢elijsku liniju (nM) / in vitro P. falciparum (nM).

U eritrocitima domacina, unutar FV, parazit intenzivno vrSi razgradnju
hemoglobina i na taj nacin sebi obezbeduje slobodne aminokiseline neophodne za rast i
razmnoZavanje. Tokom procesa razgradnje kao sporedni proizvod oslobada se hem koji
je toksican za parazit. Da bi sprecio Stetno dejstvo hema (feroprotoporfirin IX (FP-
Fe(Il))), parazit jednim delom vrSi njegovu oksidativhu polimerizaciju u hemozoin
(malarijski pigment) (slika 58), a jednim delom vrs$i ne-enzimsku degradaciju hema.
Smatra se da CQ (1), preko hinolinskog jezgra gradi stabilne nm—m komplekse sa
hematinom ili p-okso dimerima hematina i na taj nacin sprecava gradenje hemozoina i

detoksifikaciju parazita.

hematin (FP-Fe(III)) p-okso dimer hemozoin

Slika 58
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U cilju dobijanja informacija o moguéem mehanizmu dejstva sintetisanih
fluorovanih derivata, odredivan je stepen inhibicije gradenja f-hematina derivata 158-
160 i vrSeno je poredenje sa stepenom inhibicije nefluorovanih analognih jedinjenja
(CQ (1) i AQ13 (2). B-Hematin™ je sinteticki analog hemozoina®’*** ' * koji nastaje
zagrevanjem hematina (FP-Fe(Ill)) u kiseloj sredini.**® Za odredivanje stepena
inhibicije koris¢ena je procedura koju je opisala Taramelli sa saradnicima.”*' Ranije
metode odredivanja*** inhibitorne aktivnosti su pokazale da pH vrednost i koncentracija
soli uti¢u na formiranje sintetickog B-hematina. Da bi prevazisli ove probleme autori su
u metodi odredivanja hematin zamenili heminom, a vodeni rastvor NaOH
dimetilsulfoksidom.™”

Na slici 59 prikazan je grafik zavisnosti stepena inhibicije gradenja B-hematina 1
molarnog odnosa hemina i ispitivanih aminohinolina 158-160, CQ (1) i AQ13 (2).

Razmatranjem rezultata dobijenih BHIA (Beta-Hematin Inhibitory Activity)
testovima (tabela 10) moZe se zapaziti da se fluorovani derivati bolje vezuju za hematin
u odnosu na svoje H-izostere. Vezivanje F-CQ (158) za hematin u odnosu na CQ (1) je
neznatno bolje, dok je vezivanje F-AQ13 (159) u odnosu na AQ13 (2) znacajno bolje
(159 poseduje znacajno nize ICsovrednosti).

Na osnovu odredenih vrednosti stepena inhibicije nastajanja P-hematina i
¢injenice da postoji zavisnost stepena inhibicije i molarnog odnosa hemina i ispitivanih
jedinjenja, moze se pretpostaviti da fluorovani derivati imaju slican mehanizam dejstva

kao 1 CQ (1).

peal

B-Hematin je sinteticki hemozoin koji se sastoji od Fe(III) porfirinskih jedinica (Fe(IIl)-protoporfirin-
IX), povezanih u polimer formiranjem veza izmedu atoma gvozda i kiseonika propanske kiseline. B-
Hematin i hemozoin su hemijski (ref. 239, 237) spektroskopski (ref. 240) i kristalografski (ref. 241)
identi¢ni (hemozoin predstavlja kompleks hematina (FP-Fe(Ill)) i specificnih polipeptida koje sintetise
parazit).

U 50 pL 16 mM rastvor hemina u DMSO dodat je 80 mM rastvor supstance u DMSO (u dozama od
0,125 do 5 mol ekv u odnosu na hemin) i 100 pL ultraciste vode, a zatim je formiranje -hematina
inicirano dodavanjem 200 uL 8 M acetatnog pufera (pH 5,2) (ukupna koncentracija jedinjenja u DMSO je
25%). Uzorak je inkubiran 18 h na 37,0 + 0,1 °C, formirani beli talog B-hematina izdvojen
centrifugiranjem rastvoren je u 1 mL 0,1 M NaOH. Alikvot od 10 pL je prebacen na mikroplocu sa 96
oglednih mesta i razblaZzen sa 190 uL. 0,1 M NaOH (200 pL 0,1 M NaOH je koris¢eno kao slepa proba).
Apsorpcija je merena na 405 nm sa korekcijom na 670 nm. Za izradu kalibracione krive koris¢eni su
rastvori hemina u 0,1 M NaOH u opsegu Cyg = (0,4-4,0) x 10° M.
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Takode, znacajno visa inhibitorna aktivnost F-CQ (158, ICso = 1,07) u odnosu
na aktivnost njemu analognog 2-amino-derivata (160, ICsy = 2,43) ukazuje na to da

polozaj sporednog alkilamino niza znacajno utiCe na interakcije aminohinolina i

hemina.
100 Tabela 10. Vrednosti inhibicije gradenja -hematina
s ]
E %07 aminohinolina 158-160, CQ i AQ13./
LY 80 o e .
; N Jedinjenje 1Cs
]
§ 60 158 1,07
5 ] §
Ew S 159 0,78
= 1 »
2 40 \\\ |
2 0] e W 160 2,42
:S i 159 ‘\“
E 201 <o \k\ CQ 1,23
: 10 1 —=—AQ-13 h\‘\
107 Y AQ13 1,24
0 T T T T T T T T T T T T 1
6 5 e di;‘ljenje: — (@ Sarni o dllos) 0 “ICs, vrednosti predstavljaju molarne ekvivalente jedinjenja
. ) ) u odnosu na hemin, koje vr$e inhibiciju gradenja
Slika 59. Grafici zavisnosti stepena inhibicije B-hematina za 50%.

B-hematina i molarnog odnosa
hemina i ispitivanih aminohinolina
(158-160, CQ i AQ13).

F-C(3) analozi adamantanskih aminohinolina racvastog niza

U nastavku istrazivanja sintetisani su 1 F-C(3) analozi najaktivnije adamantanske
grupe jedinjenja, fluorovani derivati sa ra¢vastim diaminoalkil-nizom (N-C(a))-C(a.')-N-
C(a'")) kod kojih je mesto grananja u neposrednom susedstvu hinolinskog jezgra (Me-
C(a)). Radi poredenja nakon sinteze 4-amino-derivata sintetisani su i odgovarajuci

derivati 2-amino-3-fluoradamantanske serije (shema 26 i shema 27, slika 60).

: R
Ll oy —

168e: n=1, m=1 170e: n=1, m=1 172: n=1

168f: n=2, m=1; 169f: n=2, m=2 170f: n=2, m=1; 171f: n=2, m=2

168g: n=3, m=1; 169g: n=3, m=2 170g: n=3, m=1; 171g: n=3, m=2 J
Slika 60
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U cilju ispitivanja uticaja polozaja metil-grupe diaminoalkil-niza na
antimalarijsku aktivnost kod adamantanskih 4-amino-3-fluorhinolina sintetisan je
derivat 172 sa metil-grupom u poziciji blizoj adamantanskom fragmentu (derivat sa N-
C(a)-C(a')-N-C(a' ") diaminoetanskim-nizom kod koga je Me-C(a')) (shema 28, slika
60). In vitro antimalarijska aktivnost svih sintetisanih fluorovanih adamantanskih
derivata rac¢vastog niza odredena je prema D6, W2 i C235 sojevima P. falciparum

(tabela 11).
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HN—X—NH-Y

f /@\/\IF
\ VZ
_ cl N NH—X—NH—Y*@

Cl N

Tabela 11. Vrednosti in vitro antimalarijske aktivnosti aminohinolina 168e-g, 169f-g,
170e-g, 171-g i 172 prema sojevima D6, W2” i C235° sojevima P. falciparum
1 in vitro citotoksi¢nost.

ICsy (nM) . § S
T X v D6 w2 C235 < RS
C(4)-NH
168e CH(CH;)CH, CH, 585 1367 948 4252
168f CH(CH;)CH,CH, CH, 135 238 197 3967
168g CH(CH;)CH,CH,CH, CH, 198 488 342 3549
172 CH,CH(CHa;) CH, 1261 2269 3082 6436
169f CH(CH;)CH,CH, CH,CH, 144 202 172 3211
169g CH(CH;)CH,CH,CH, CH,CH, 751 588 963 2608
C(2)-NH
170e CH(CH;)CH, CH, 3192 1577 2919 4048
170f CH(CH;)CH,CH, CH, 731 950 990 5481
170g CH(CH;)CH,CH,CH, CH, 288 547 590 3640
171f  CH(CH;)CH,CH, CHCH, 2821 1884 2763 8930
171g CH(CH;)CH,CH,CH, CH,CH, 2241 1212 3432 22992
MFQ* 21 6,30 54
CcQ’ 14,57 557 201

“CQS i MFQ umereno osetljivi afri¢ki D6 P. f. soj. ’CQR i MFQS P. /- W2 klon (Indochina). “Multirezistentni
tajlandski P. /. C235 soj. “Kontrolna jedinjenja. “In vitro citotoksi¢nost odredena na HepG2 éelijsku liniju.

Dobijeni rezultati ukazuju na slabo izrazenu inhibitornu aktivnost
novosintetisanih fluorovanih derivata u eritrocitnoj fazi razvoja P. falciparuma.

Poredenjem aktivnosti 4-amino-3-fluorhinolina sa aktivnostima odgovarajuc¢ih
H-izostera (poredenjem parova: 106e i 168e, 106f i 168f, 106g i 168g, 107f 1 169f, 107g

1 168g, slika 61) moze se uociti da uvodenje fluora na piridinsko jezgro dovodi do
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naglog smanjenja in vitro antimalarijske aktivnosti (pozitivne vrednosti Alog(ICs),

slika 61).

I TM91C235
106¢ i 168e . V2
- I D6

HNJ\QENH%@
106g i 168
2 168g X
 106e / 168e: n=1, X=H/F
a N

106f i 168f

S orti1eor 106f / 168f: n=2, X=H/F
g ! 106g / 168g: n=3, X=H/F
107f/ 169f: n=2, X=H/F
110gi172¢g 107g / 169g: n=3, X=H/F
"+ 7 1 " T T T
E] 0 1 2 3 4

Alog(ICsp)

Slika 61. Korelacija strukture i antimalarijske aktivnosti. Uticaj
uvodenja fluora u polozaj C(3) hinolinskog jezgra.

Poredenjem aktivnosti jedinjenja 168e i 172 moze se zakljuciti da polozaj mesta
racvanja na diaminoalkil-nizu ima uticaj na antimalarijsku aktivnost. Pomeranje metil-
grupe duz diaminoetanskog N-C(a)-C(a')-N-C(a'') niza iz pozicije u kojoj je bliza
hinolinskom (Me-C(a)) u polozaj u kom je bliza adamantanskom fragmentu (Me-C(a"))
vodi do znacajnog smanjenja inhibitorne aktivnosti. U poredenju sa jedinjenjem 168e
aktivnost jedinjenja 172 je dvostruko manja prema CQS D6 1 CQR 1 MFQS W2 i ¢ak
trostruko manja prema multirezistentnom C235 soju.

Pomeranje amino-mosta iz polozaja C(4) u C(2) (poredenje aktivnosti
odgovarajucih parova: 168e i 170e, 168f 1 170f, 168g 1 170g, 169f 1 171f, 169g 1 171g)
dodatno dovodi do smanjenja antimalarijske aktivnosti (pozitivne vrednosti Alog(ICs),

slika 62).
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I TM91C235
. . W2
168e i 170e I D6
Il .
£ 168f i 170f R,

mF
A
a N R,

168g i 170g
168¢/170e:  NHCH(CH,)CH,NH=R, /R,
168f/170f:  NHCH(CH,)CH,CH,NH=R, / R,
- 16911 171f 168g/170g:  NHCH(CH,)CH,CH,CH,NH=R, /R,
:é_ 169f/ 171f: NHCH(CH,)CH,CH,NH =R, /R,
172gi 174g 169g/171g:  NHCH(CH,)CH,CH,CH,NH=R, /R,

J
Alog(ICso)

Slika 62. Korelacija strukture i antimalarijske aktivnosti. Uticaj
pomeranja amino linkera iz C(4) u C(2) polozaj.

Stepen inhibicije gradenja -hematina jedinjenja 168f (kao fluorovanog analoga,
u in vivo testovima najaktivnijeg do sada sintetisanog adamantanskog aminohinolina
(106f, tabela 8)) odreden je prema ranije opisanoj proceduri i poreden je sa stepenom

inhibicije 106f kao i sa stepenom inhibicije CQ (1) 1 AQ13 (2) (slika 63, tabela 12).

100

% A Tabela 12. Vrednosti inhibicije gradenja -hematina
T
B0 S e inohinolina 106f, 168f, CQ i AQ13.”
u\%\x aminohinolina QiAQ

: ‘\\‘ C Jedinjenje ICso

- IRNA NN 106f 1,84

% Inhibicije polimerizacije hemina

ot

40 168f 0,61
30 \ “\
e vy CcQ 1,23

—<4-CQ \ “\
10— AGE A AQ13 1,24
0 T T T T T T T T T T '%l

6 5 4 3 2 1 0 “ICs, vrednosti predstavljaju molarne ekvivalente jedinjenja

jedinjenje: hemin (molarni odnos) . . e e . .
u odnosu na hemin, koje vrSe inhibiciju gradenja

Slika 63. Grafici zavisnosti stepena inhibicij ~ B-hematina za 50%.
B-hematina i molarnog odnosa
heminai ispitivanih aminohinolina
(106f, 168f, CQ i AQ13).

Na osnovu odredenih ICsy vrednosti (tabela 12) i ¢injenice da postoji zavisnost
stepena inhibicije gradenja B-hematina i molarnog odnosa hemina 1 ispitivanog

jedinjenja (slika 63) proisti¢e da sintetisani derivati imaju slican mehanizam dejstva kao
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CQ (1)1 AQI13 (2) pri ¢emu se o¢ekuje da fluorovani derivat 168f znacajno bolje vezuje
slobodni hematin u poredenju sa 106f, CQ (1) 1 AQ13 (2).

Uvodenje fluora na C(3) aminohinolinsko jezgro uti¢e na smanjenje pKa
vrednosti jedinjenja (trend se moze uociti poredenjem eksperimentalno odredenih pKa,;
vrednosti odgovarajucih izosternih H-C(3)/F-C(3) parova: 106f i 168f, CQ (1) i F-CQ
(158), AQ13 1 F-AQI13 (159), tabela 13).

XXVii

Tabela 13. Kiselinske konstante (pKa) sintetisanih aminohinolinskih derivata.

Jed. pKal pKa2
106f 6,96 £ 0,06 9,22 +£0,05
158 5,17+ 0,03 9,46 + 0,04
159 5,16 +£0,04 9,25 +0,05
168f 4,92 + 0,06 9,2+0,1
CQ@®) 7,22 £0,01 9,14+ 0,01
AQI13 (2) 7,48 £0,01 9,58 +£0,01

Iz dijagrama raspodele prikazanom na slici 64 uocava se da za razliku od
aminohinolina 106f koji je u fizioloSkim uslovima (pH = 7,3) prisutan u
monoprotonovanom, a u FV parazita (pH = 5,2) u diprotonovanom obliku, fluorovani
analog 168f je na fizioloSkom pH iskljucivo, a na pH hranljive vakuole prevashodno, u

monoprotonovanom obliku.

¥ Kiselinska konstanta (pKa) jedinjenja odredivana je potenciometrijskom metodom u smesi rastvarada
MeOH:H,O (1:1, v:v) na t = 25 + 1 °C pri konstantnoj jonskoj sili (I = 0,1 (NaCl)). 0,1 M NaOH i 0,1 M
HCI rastvori su pripremljeni u MeOH:H,O (1:1, v:v) i potenciometrijski standardizovani. Supstanca je
rastvorena u MeOH, dobijen rastvor je razblazen ekvivalentnom zapreminom 0,2 M vodenog rastvora
NaCl (¢ = (0,5-1,1) x 10° M). Neposredno pred titraciju u 4,00 mL odmerene probe dodato je 100,0 uL
0,IM standardnog rastvora HCI. Sve probe su titrovane 0,IM standardnim rastvorom NaOH
inkrementima od 2,0 uL u pH opsegu od 1,8-12,2. Kiselinske konstante (pKal i pKa2) su odredene iz
Cetiri ponovljene titracije koriste¢i HyperQuad 2008 softver.
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1,0
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Slika 64. Dijagram raspodele komponenata BH,”/BH/B u zavisnosti od pH-vrednosti
rastvora (a) 106f, b) 168f)

Shodno tome za razliku od jedinjenja CQ (1), AQ13 (2) i 106f koji sa
hematinom dolaze u interakciju isklju¢ivo u diprotonovanom obliku, F-C(3) izostere
158, 160 1 168f u interakciju stupaju pretezno u monoprotonovanom obliku. Veci
afinitet vezivanja nefluorovanih derivata (158, 160 i 168f) mogao bi se objasniti
monoprotonovanom formom 1 izostankom repulzije izmedu protonovanog piridinskog
azota (N(1)H") i Fe(IlT) (IX(FP-Fe(II)) koja bi mogla biti razlog manje stabilnosti
FPIX-CQ, FPIX-AQ13 i FPIX-106f kompleksa i1 niZze inhibitorne aktivnosti H-C(3)

izosternih derivata.

F, H-izostere 7-deshlor-4-aminohinolina racvastog niza

U cilju proucavanja uticaja hlora u poziciji C(7) na antimalarijsku aktivnost
sintetisana je grupa des-hloraminohinolinskih derivata sa adamantanskim nosacem. Za
sintezu su odabrana jedinjenja kod kojih do grananja dolazi u polozaju blizem
hinolinskom jezgru (Me-C(a'), 177e-f i 178e-g, shema 31). Dodatno, poredenja radi
sintetisana su i odgovarajuéi fluorni derivati sa diaminopropil-nizom (183f i 184f, F-

C(3); shema 34).
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In vitro antimalarijska aktivnost sintetisanih des-hloraminohinolinskih derivata

odredena je prema D6, W2 1 C235 sojevima P. falciparum (slika 65, tabela 14).

= =)
ket O =
C 2

177e: n=1, m=1; 178e: n=1, m=2 190f: m=1
177f: n=2, m=1; 178f: n=2, m=2 191f: m=2
K 178g: n=3, m=2 /
Slika 65

Dobijeni rezultati ukazuju na nedovoljno izrazenu inhibitornu aktivnost
novosintetisanih derivata.

Poredenjem aktivnosti des-hloraminohinolina sa aktivnostima analognih derivata
koji na hinolinskom jezgru u poziciji C(7) poseduju hlor (poredenjem odgovarajuéih
parova: 106e i 177e, 106f 1 177f, 107e i 178e, 107f 1 178f, 107g i 178g) moze se uociti
da izostanak hlora dovodi do naglog smanjenja antimalarijske aktivnost (pozitivne

vrednosti Alog(ICsy), slika 66), sa izuzetkom derivata 178f.

I TM91C235
106e i 177¢ . W2
I D6
N
106f i 177f
HNJ\@)EN%&
107¢ i 178¢
XN
X N7 106e/ 177e: n=1, X=Cl/H
o 107fi 178F 106f / 177f: n=2, X=Cl/H
£
107e / 178e: n=1, X=Cl/H
1071 178¢ 107f/ 178f: n=2, X=Cl/H
107g / 178g: n=3, X=Cl/H
———— ; ; —— —
-1 0 1 2 3 4

Alog(ICso)

Slika 66. Korelacija strukture i antimalarijske aktivnosti. Uticaj izostanka Cl u
poziciji C(7) hinolinskog jezgra.
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Tabela 14. Vrednosti in vitro antimalarijske aktivnosti aminohinolina 177e-g, 178e-f,
190f i 191f prema sojevima D6,” W2° i C235¢ sojevima P. falciparum i
in vitro citotoksi¢nost.

ICso (M) JEs
$EE
g D6 w2 S5d
2 R, R, C235 £
X=H
177e¢  CH(CH;)CH, CH, 584 1714 933 4111
177f  CH(CH;)CH,CH, CH, 16,94 184 135 2317
178¢ CH(CH;)CH, CH,CH, 8,25 96 85 2345
178f CH(CH;)CH,CH, CH,CH, 8,95 124 101 1590
178g CH(CH;)CH.CH,CH,  CH.CH; 12,77 393 286 15963
X=F
190f CH(CH;)CH,CH, CH, 60 157 259 9187
191f CH(CH;)CH,CH, CHCH; 154 394 546 4300
MFQ’ 21 6,30 54
CcQ’ 14,6 557 201

“CQS i MFQ umereno osetljivi africki D6 P. f soj. "CQR i MFQS P. £ W2 klon (Indochina).
“Multirezistentni tajlandski P. . C235 soj. “Kontrolna jedinjenja. “HepG2 ¢elijska linija.

Produzavanje diaminoalkil-niza kod des-hloraminohinolinskih  derivata
metiladamantanske grupe jedinjenja (m=1) dovodi do povecanja antimalarijske
aktivnosti (1,2-diaminopropan (n=1, 177e) < 1,3-diaminobutan (n=2, 177f), pri ¢emu je
primecéen obrnut trend kod derivata 2-etiladamantanske serije (m=2), gde produzavanje
premostnog niza izmedu hinolinskog i adamantanskog jezgra dovodi do smanjenja
antimalarijske aktivnosti (1,2-diaminopropan (n=1, 178e) > 1,3-diaminobutan (n=2,
178f) > 1,4-diaminopentan (n=3, 178g) (tabela 14).

Uvodenje fluora u polozaj C(3) hinolinskog jezgra kod derivata des-

hloraminohinolinske serije jedinjenja (poredenjem odgovaraju¢ih (H-C(3), H-C(7)) i (F-
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C(3), H-C(7)) parova: 177f 1 190f, 178f i 191f) dovodi do dodatnog smanjenja

inhibitorne aktivnosti (pozitivne vrednosti Alog(ICsy); slika 67).

I TM91C235
W
I D6

NH,
HNJ\Wn M&
@f\fx
A
N

177t/ 190f:  n=2,X=H/F

17711 190f

S 178fi 184f 178/191f:  n=2, X=H/F

m=

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0

Alog(ICso)

Slika 67. Korelacija strukture i antimalarijske aktivnosti. Uticaj
uvodenja fluora u polozaj C(3) des-hlorhinolinskog jezgra.

Sa druge strane, poredenjem aktivnosti analognih derivata F-C(3)
aminohinolinske serije jedinjenja koji u poziciji C(7) poseduju atom Cl odnosno H
(poredenjem odgovarajucih izosternih (F-C(3), CI-C(7)) i (F-C(3), H-C(7)) parova: 168f
1 190f, 169f 1 191f) moZze se uociti da izostanak CIl na hinolinskom jezgru dovodi do
smanjenja inhibitorne aktivnosti metiladamantanskog (m=1) 190f kao i 2-

etiladamantanskog derivata (m=2) 191f (slika 68).

[ TM91C235
|__ W
[ D6
Il 168f i 190f
g
NH,
N F
A
X N
o
Il i
£ 16911 191f 168f/190f: n=2, X=Cl/H

1691/ 191f: n=2, X=Cl/H

—]— 77—
0.0 0.5 1.0 15

Alog(ICso)

Slika 68. Korelacija strukture i antimalarijske aktivnosti. Uticaj
izostanka Cl u poziciji C(7) fluorovanog hinolinskog jezgra.
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Histogram na slici 69 pokazuje kako se razli¢ite transformacije izvrSene na
hinolinskom jezgru odrazavaju na in vitro antimalarijsku aktivnost. Na slici 69
prikazane su korelacije izmedu propilendiaminskog 7-Cl-4-aminohinolina rac¢vastog
niza metiladamantanske (n=2, m=1; 106f), odnosno 2-etiladamantanske serije jedinjenja
(n=2, m=2; 107f) i njima odgovarajucih analoga, sa razli¢ito C(3) i C(7) supstituisanim
hinolinskim jezgrom. VrSena su poredenja aktivnosti jedinjenja 106f 1 107f (X = Cl, Y
=H) sa fluornim izosterama (168f i 169f; X = Cl, Y =F), des-hlor jedinjenjima (177f i
178f; X = H, Y =H) kao i sa odgovaraju¢im des-hlor fluornim izosterama (190f i 191f;
X=CLY =F).

I TM91C235
106f i 168f - W2

J\/\ N
f 106fi 177f HN ngl
g
N Y
106f i 190f b
X N

106f / 168f: X=Cl, Y=H /X=Cl, Y=F
107f1 169f 106f/ 177f: X=Cl, Y=H/ X=H, Y=H
106f / 190f: X=Cl, Y=H/ X=H, Y=F
«a 107fi 178f 1071/ 169f: X=Cl, Y=H / X=Cl, Y=F
g 107/ 178f: X=Cl, Y=H/ X=H, Y=H
107/ 191f: X=Cl, Y=H/ X=H, Y=F
107fi 1911
— 1t - - - 1 . T . T 1T
0 1 2 3
AIOg(IC5o)

Slika 69. Korelacija strukture i antimalarijske aktivnosti. Uticaj promene
elektronske gustine hinolinskog jezgra.

Na histogramu se jasno uocava da su sve izvrSene modifikacije na hinolinskom
jezgru dovele do znaCajnog smanjenja in vitro inhibitorne antimalarijske aktivnosti
(pozitivne vrednosti Alog(ICs)).

Takode, moze se zapaziti i da izostanak hlora u poziciji C(7) hinolinskog jezgra
minimalno utice na aktivnost jedinjenja prema CQS D6 soju kod derivata H-C(3)
(poredenje parova: 106f i 177f, 107f 1 178f; slika 69) kao i1 kod derivata F-C(3) serije
jedinjenja (168f 1 190f, 169f i 191f; slika 68)), a da se sa druge strane aktivnost prema
CQR sojevima W2 i C235 naglo smanjuje. H-C(7) izostere iskazuju prema C235 soju
10-20 puta nizu aktivnost, a prema W2 soju 8-15 puta nizu aktivnost u odnosu na

analogne 7-Cl-4-aminohinolinske derivate.
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Izostanak hlora na C(7) aminohinolinskog jezgra dovodi do povecanja pKa,
vrednosti jedinjenja (trend se moze uoéiti poredenjem izra¢unatih™" pKal vrednosti
odgovarajucih izosternih parova CI-C(7)/H-C(7): pKa;(106f) = 8,07 vs. pKa;(177f) =
9,10 1 pKa;(168f) = 6,34 vs. pKa;(190f) = 7,36). Prema tome za razliku od 7-Cl-4-
aminohinolinskih derivata koji su u fizioloSkim uslovima pretezno prisutni u
monoprotonovanom obliku (dijagram raspodele jedinjenja 106f, slika 64a), za des-Cl
analogne derivate moze se ocekivati da se na fizioloSkom pKa (7,3 + 0,1) prevashodno
nalaze u diprotonovanoj formi. LoSija aktivnost des-Cl derivata mogla bi se pripisati
nedovoljnoj koncentraciji jedinjenja u FV parazita (maloj biodostupnosti jedinjenja) kao
posledici slabe propustljivosti membrane prema diprotonovanoj formi jedinjenja.

U nastavku istrazivanja ispitivan je stepen inhibicije gradenja [B-hematina
jedinjenja 177f 1 190f. Jedinjenja 177f 1 190f su odabrana kao H-C(7) izostere
najaktivnijeg sintetisanog derivata 106f 1 H-C(7) izostere njemu odgovarajuceg
fluorovanog derivata 168f. Dobijene inhibitorne aktivnosti uporedene su sa stepenom
inhibicije CQ (1) 1 AQ13 (2) (slika 70, tabela 15).

Rezultati navedeni u tabeli 15 ukazuju da jedinjenje 190f (F-C(3)) ima viSu
inhibitornu aktivnost nastajanja p-hematina od izostere 177f (H-C(3)) kao i od
standardnih antimalarika CQ (1) 1 AQ13 (2).

Poredenjem BHIA vrednosti izosternog H-/F-C(3) para 190f (ICso = 0,61) 1 177f
(ICsp = 1,22) (tabela 15) potvrden je ranije uocen trend po kome uvodenje atoma fluora
u polozaj C(3) 4-aminohinolinskog jezgra dovodi do povecanja inhibitorne aktivnosti i
boljeg vezivanja fluorovanih derivata za hematin u odnosu na analogne aminohinolinske
H-C(3) izostere (CQ (ICsp = 1,23) i F-CQ (ICso = 1,07), AQ13 (ICs50 = 1,24) i F-AQ13
(ICs0 =0,78), tabela 10; 106f (ICso = 1,84) 1 168f (ICso = 0,61), tabela 12).

i Predikcija pKa vrednosti aminohinolinskih derivata izraunata je koris¢enjem Epik programa (verzija
6.0, Schrodinger, 2014)
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100

90 Tabela 15. Vrednosti inhibicije gradenja -hematina
é 80 —e aminohinolina 177f, 190f, CQ i AQ13.”
2 \ Jedinjenje ICso
5 % TNy L 17 1,22
2 2.
R 190f 0,61
SET 20 1 —a— CQ \ \\ C 1 23
= 1 —e—AQ-13 & 2 Q 5
€ 07 ——17r '\\g«*
5 oof e AQ13 1,24

-10 T T T T T T T T T T T 1

6 5 4 3 2 1 o “ICsq vrednosti predstavljaju molarne ekvivalente
jedinjenje:hemin (molarni odnos) jedinjenja u odnosu na hemin, koje vrie inhibiciju
Slika 70. Grafici zavisnosti stepena inhibicije gradenja B-hematina za 50%.

B-hematina i molarnog odnosa
hemina i ispitivanih aminohinolina
(1771, 190f, CQ i AQ13).

In vivo eritrocitna aktivnost

Jedinjenja 168f (F-C(3); CI-C(7)), 177f (H-C(3); H-C(7)) i 190f (F-C(3); H-
C(7)), kao analozi do sad najaktivnijeg sintetisanog adamantanskog derivata 106f (H-
C(3); CI-C(7)) su odabrani za dalje in vivo testiranje zbog visokog stepena inhibicije
gradenja B-hematina (tabela 12 1 tabela 15) i pored nedovoljno dobrih in vitro
antimalarijskih aktivnosti (tabela 11 i tabela 14) i iskazane metabolicke nestabilnosti
(168f: u mikrozomalnoj suspenziji misa (t;» = 21 min) i ¢oveka (t;» = 13 min)). Radi
poredenja, za testiranje su odabrani i njihovi 4-etiladamantanski analozi, jedinjenja
1691, 178f 1 191f (slika 60 i slika 65).

Uprkos nedovoljno dobroj in vitro inhibitornoj aktivnosti (tabela 9), na osnovu
visokog stepena inhibicije nastajanja f-hematina (tabela 10) in vivo testiranju podvrgli
smo i F-C(3) analoge hlorokina (F-CQ, 158) i AQ13 (F-AQ13, 159) kao i njima
odgovarajucih 2-amino-izomera (160, 161), slika 57.

Etiladamantanski derivati 169f (F-C(3); CI-C(7)), 178f (H-C(3); H-C(7)) 1 191f
(F-C(3); H-C(7)), poput H-C(3)/CI-C(7) analognog derivata 107f (i pored

eksperimentalno odredene niske in vitro toksi¢nosti prema humanim celijama jetre
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(HepG2) (ICsp = 2500-25000 nM; tabela 5, tabela 11 i1 tabela 14) u in vivo
eksperimentima na misevima pokazali su se kao toksi¢ni, na osnovu ¢ega su iskljuceni
iz daljeg testiranja. Naime, primena jedinjenja 178f i 191f tokom tri dana u dozi od 160
mg/kg/dan dovela je do smrti 5 od 5, dok je primena 169f dovela do smrti 3 od 5
zdravih miSeva. Usled iskazane toksi¢nosti iz daljih testiranja je iskljuceno 1 jedinjenje
160 (primenom 160 doslo je do smrti 1 od 3 zdrava misa). Pod istim uslovima in vivo
testa metiladamantanski derivati 168f, 177f i 190f kao i jedinjenja 158, 159 i 161 ne
pokazuju toksi¢nost (maksimalna tolerantna doza (MTD) ovih jedinjenja veca je od 480
mg/kg) 1 samim tim predstavljaju pogodne kandidate za in vivo eksperiment.

In vivo antimalarijska aktivnost jedinjenja odredivana je na C57B16 miSevima
inficiranim P. berghei prema ranije opisanoj metodi (modifikovan Thompson-ov test).
Jedinjenja su primenjena oralno 3., 4. i 5. dana posle inokulacije i dobijeni rezultati su
prikazani u tabeli 16.

Rezultati in vitro eksperimenata nisu uvek pouzdan indikator aktivnosti koju

XXiX

jedinjenje pokazuje u in vivo testovima. In vitro eksperimenti se vrSe u
kontrolisanom okruzenju, razli¢itom od onog koje postoji u zivom organizmu i vrlo
Cesto se dogodi da takav preliminaran rezultat nije u skladu sa rezultatima koji su
dobijeni in vivo testom. To je primeceno u slucaju fluornog adamantanskog derivata
168f koje pokazuje dobru in vivo antimalarijsku aktivnost i pored utvrdene loSe in vitro
aktivnosti (Tabela 11).

Oralnom primenom jedinjenja 168f u dozi od 160 mg/kg/dan izleCena su 4 od 5
testiranih miSeva. Kako je smrt petog misa nastupila 7. dana, u periodu kad je nastupila
smrt kod miSeva kontrolne grupe, a analize uzoraka krvi sva Cetiri izleCena misa tokom
31 dana pokazale su odsustvo parazita, moze se pretpostaviti da uginuli mi§ nije
pravilno tretiran jedinjenjem (postoji mogucénost da lek nije resorbovan oralnim putem,
odnosno da nije ni unet u organizam-mozda je mi§ povratio lek) i iskljuciti iz analize
rezultata eksperimenta. Primena jedinjenja u upola nizoj dozi od 80 mg/kg/dan takode je

dovela do izleCenja svih pet testiranih miseva.

X In vivo aktivnost rezultat je udruzenih faktora parazita i domacina, dok je sa druge strane in vitro test
pokazatelj isklju¢ivo efekta koje jedinjenja ima na sam parazit i zanemaruje farmakokinetiku i
farmakodinamiku jedinjenja.
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Primenom u manjim dozama jedinjenje 168f ne dovodi do izlecenja.
Smanjenjem primenjene doze 10-40 mg/kg/dan smanjuje se proseCno vreme
prezivljavanja i raste nivo parazitemije u eritrocitima 7. dana.

LoSija in vitro antimalarijska aktivnost jedinjenja 158, 159 1 161 (tabela 9)
potvrdena je in vivo eksperimentima (tabela 16), pri ¢emu primenom u dozi od 160
mg/kg/dan jedinjenja dvostruko produzavaju Zivot inficiranim miSevima (prosec¢no
vreme prezivljavanja je izmedu 14 i 19 dana), dok su analize uzoraka krvi miseva,
vrSene 7. dana posle inokulacije, nakon primene jedinjenja 158 1 159 dale negativan
rezultat na prisustvo parazita (parazitimija se spusta ispod nivoa detekcije 1 vraca 10.

dana u opsegu od 0,1-0,4%)

Tabela 16. Vrednosti in vivo antimalarijske aktivnosti aminohinolina 158, 159, 161, 168f,
177g i 190f.™

Broj Zivih miSeva Vreme
na dan 31/ preZivljava
ukupan broj miSeva  nja (dani)

Broj uginulih miseva /

Jed. mg/kg/dan  Parazitemija dan uginuéa

160 D3: 5 miSeva 0,5-1,5%; 1/15, 1/16, 1/17,  0/5 16,8

D7: 5 miSeva bez parazitemije;
D10: 2 miSa bez parazitemije, 2/18

W
3 misa 0,1-0,4%;
j . D14: 5 miSeva 0,16-3,4%;
HN

8 D17: 5 miseva 6,9-10%
N

160 D35 misea 03-13%: 3/14,1/15, 1/16  0/5 14,6

D7: 5 miSeva bez parazitemije;
D10: 5 miseva 0,2-0,4%;
D14: 5 miSeva 3-7%

159¢

160 D3: 6 miSeva 0,1-1,5%; 1/9,1/12,2/22,  0/6 20,2

D7: 6 miseva 0,2-2,6%;
(v D10: 5 miseva 1,7-4,9%; 1/27, 1/29
D14: 4 misa 9,6-23,5%;
F Nm D17: 4 misa 30,5-50,5%;
Al D21: 4 miSa 52-58%;
D24: 2 misa 55-67%

Cl

161°

™ QOdredivanje in vivo antimalarijske aktivnosti vr§eno je na Odeljenju za parazitologiju Instituta za
medicinska istrazivanja u Beogradu.
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160

80

i

a 20

10
168f"

D3: 5 miseva 0,3-0,5%;

D6: 4 misa bez parazitemije;
D17: 4 miSa bez parazitemije;
D31: 4 miSa bez parazitemije

D3: 6 miseva 0,3-1%;

D6: 6 miSeva bez parazitemije;
D17: 6 miSeva bez parazitemije;
D31: 6 miSeva bez parazitemije

D3: 5 miseva 0,5-3%;
D6: 5 miseva 1-4,7%;
D10: 5 miseva 3,1-16,3%;
D14: 3 miSa 5,6-23%;
D21: 2 miSa 37,5-62,4%

D7: 2 misa 3,8%;
D10: 1 mi§ 10%

D7: 3 miSeva 2,3-5%;
D10: 2 mia 3,2-13,9%

1/7

2/12, 1/21,
1/23,1/24
2/7,1/8, 1/14

2/7, 1/8, 1/11,
1/12

4/5

6/6

0/5

0/4

0/5

26,2

>31

18,4

80

HN‘((/ \N

1771

D3: 5 miseva 0,2%-1%;

D6: 5 miSeva bez parazitemije;
D10: 3 miSa bez parazitemije,
2 misa 0,2%-0,9%;

D14: 5 miSeva 1,4%-2,5%

2/14,3/16

0/5

15,2

80

HN /\N

190f

D3: 5 miSeva 0,4%-1,4%;

D6: 5 miseva 1,3%-26,8%;
D10: 3 miSa 3,2%-25%;

D14 — D21: 1 mi§ 7,7%-35%

2/8,1/12, 1/13,
1/23

0/5

12,8

160

80

CQ

D3: 3 misa 0,4-0,9%;
D6—D31: pet miSeva bez
parazitemije

D3: 3 misa 0,5-0,9%;

D5—DI10: pet miSeva bez

parazitemije

D14: 3 miSa bez parazitemije,
2 misa 0,2%

D21: 3 miSa bez parazitemije,

1/17, 1/18

5/5

3/5

>31

25,6

kontrolna
grupa

miSevi su uginuli izmedu 6. 1 7. dana

“Jedinjenja se primenjuju oralno kao suspenzija koja sadrzi 0,5% hidroksietil-celuloze i 0,1% Tween 80
jedanput dnevno tokom tri dana.

Primenom jedinjenja 177f u upola nizoj dozi 80 mg/kg/dan postize se prose¢no

vreme prezivljavanja od 15,2 dana. Analize uzoraka krvi miSeva vrSene 7. dana posle

inokulacije dale su negativan rezultat na prisustvo parazita. Povracaj parazitemije kod

dva misa zabelezen je 10., a kod preostala tri 14. dana (0,2-0,9%). Prosecni nivo
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parazitemije u eritrocitima 14. dana iznosio je izmedu 1,4% 1 2,5%. Smrt kod inficiranih

miseva je nastupila izmedu 14. 1 16. dana.

Fluorovani des-hlor derivat 190f je u in vivo testu pokazao loSiju aktivnost.

Primena jedinjenja 190f u dozi od 80 mg/kg/dan dovodi do smrti inficiranih miSeva

izmedu 8. 1 23. dana. Prose¢ni nivo parazitemije u eritrocitima odreden 7. dana nakon

inokulacije iznosio je izmedu 1,3% i 25%.

U tabeli 17 poredenja radi prikazane su in vivo antimalarijske eritrocitne

aktivnosti odgovarajucih izosternih H-/F-C(3) parova (106f (H-C(3), CI-C(7)) 1 168f (F-
C(3), CI-C(7)) odnosno 177f (H-C(3), H-C(7)) 1 190f (F-C(3), H-C(7))).

Tabela 17. Vrednosti in vivo antimalarijske aktivnosti aminohinolina 106f, 168f, 177f

1 190f.
Jed. mg/kg/dan  Parazitemija Jed. mg/kg/dan  Parazitemija
160 D3: 5 miSeva 0,7%-1,2%; 160 D3: 5 miSeva 0,3%-0,5%;
% D7—D31 5 miSeva bez parazitemije D6—31 4 misa bez parazitemije;
& 30 D3: 5 miseva 0,4%-0,5%; & 30 D3: 5 miseva 0,3%-1%;
D7—D31 5 miSeva bez parazitemije F D6—D31 5 miSeva bez parazitemije
HN / \N HN / \N
g ; 40 D3: 5 miseva 0,3%-2,4%; 40 D3: 5 miseva 0,5%-3%;
- D7: 5 miSeva bez parazitemije; ol D6: 5 miSeva 1%-4,7%;
D10: 5 miSeva bez parazitemije; D10: 5 miSeva 3,1%-16,3%;
106f° D14: 5 mideva 0,2%-1,2%; 168f° D14: 3 misa 5,6%-23%;
D17: 2 misa 2,1%-4,6% D21: 2 miSa 37,5%-62,4%
20 D3: 4 misa 0,5%-3,5%; 20 D7: 2 miSeva 3,8%;
D7: 4 miSa bez parazitemije; D10: 1 mis 10%
D10: 4 misa 0,2%-0,4%;
D14: 2 misa 1%-3,9%;o
D17: 1 mi§ 3,5%
10 D3: 5 miSeva 0,4%-1,6%; 10 D7: 3 miSeva 2,3%-5%;
D7: 5 miSeva 0,18%-0,5%; D10: 2 miSa 3,2%-13,9%
D10: 5 miseva 1,6%-8,9%
80 D3: 5 miSeva 0,2%-1%; 80 D3: 5 miSeva 0,4%-1,4%;

9

1771

NH
m—¢

jé:

D6: 5 miSeva bez parazitemije;
D10: 3 mi$a bez parazitemije,

2 misa 0,2%-0,9%;
D14: 5 miseva 1,4%-2,5%

NH

{0
g

190f*

D6: 5 miSeva 1,3%-26,8%;
D10: 3 misa 3,2%-25%;
D14 — D21: 1 mis§ 7,7%-35%

“Jedinjenja se primenjuju oralno kao suspenzija koja sadrzi 0,5% hidroksietil-celuloze i 0,1% Tween 80
jedanput dnevno tokom tri dana.
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Na osnovu rezultata in vitro 1 in vivo antimalarijske aktivnosti moze se zakljuciti
da se uvodenjem atoma fluora na hinolinsko jezgro smanjuje aktivnost sintetisanih
derivata (tabela 5, tabela 14, tabela 9 i tabela 17).

Propilendiaminski aminohinolin 106f i njegov izosterni F-C(3) analog 168f
prilikom oralne primene u ve¢im dozama ne pokazuju razliku u aktivnosti. (MCD za
oba jedinjenja iznosi 80 mg/kg/dan). Pri nizim dozama primetna je nesto veca aktivnost
jedinjenja 106f u odnosu na fluorovani analog. Tako se primenom jedinjenja 106f u
dozama od 40 i1 20 mg/kg/dan postize suzbijanje infekcije ispod nivoa detekcije
(povratak parazitemije je zabelezen 14. odnosno 10. dana) pri ¢emu jedinjenje pokazuje
aktivnost i pri nizim dozama. Minimalna aktivna doza (MAD) jedinjenja 106f je 10
mg/kg/dan.

Kod derivata des-Cl analogne serije jedinjenja uoc¢en je isti trend, po kom H-
C(3) aminohinolin 177f pokazuje nesSto bolju in vivo aktivnost u odnosu na izosteru
190f. Analize krvi izvrSene 6. dana kod miSeva tretiranih jedinjenjem 177f u dozi od 80
mg/kg/dan dale su negativan rezultat na prisustvo parazita (povratak parazitemije
zabelezen izmedu 10. i 14. dana; tabela 17). Sa druge strane, primena jedinjenja 190f u
istoj dozi ne dovodi ni do privremenog suzbijanja parazitemije ispod nivoa detekcije.

Na osnovu rezultata stepena inhibicije gradenja f-hematina i uocene zavisnosti
stepena inhibicije gradenja B-hematina i molarnog odnosa ispitivanog jedinjenja
proistice da des-Cl derivati i njihove F-C(3) izostere imaju slican mehanizam dejstva
kao CQ (1) pri cemu se fluorovani derivati 168f 1 190f jace vezuju za hematin.

Bolja in vivo aktivnost H-C(3) izostera (106f i 177f, tabela 17) upucuje na to da
je efikasnost vezivanja jedinjenja za B-hematin (kao mera efikasnosti jedinjenja u
procesu detoksifikacije parazita u FV) vazan ali ne presudan faktor za aktivnost.
Razmatranjem dobijenih rezultata moZze se pretpostaviti da druge osobine jedinjenja
poput pKa, biodostupnosti, lipofilnosti ili njithova kombinacija mogu imati primat.

S obzirom na to da po teoriji raspodele stepen akumuliranja monoproti¢nih baza
linearno zavisi od pH gradijenta (razlika pH spoljasnje i unutra$nje strane membrane), a
da je akumuliranje diproticnih baza srazmerno kvadratu ApH moze se ocekivati da se u
FV diprotonovane forme aminohinolinskih derivata akumuliraju za tri reda veli¢ine
intezivnije u odnosu na monoprotonovane forme.** Niza pKa, vrednost fluorovanih

derivata dovodi do manjeg procenta diprotonovanog oblika u vakuoli i time se smanjuje
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koncentracija jedinjenja na mestu dejstva. Shodno tome loSija in vivo aktivnost F-C(3)

izostera mogla bi biti posledica njihove manje biodostupnosti.

In vitro egzoeritrocitna aktivnost (aktivnost u fazi jetre)

Ispitivan je efekat uvodenje fluora na C(3) hinolinskog jezgra na inhibitornu
aktivnost jedinjenja u fazi jetre. Ispitivanje in vitro egzoeritrocitne aktivnosti
fluorovanih derivata otpocelo je odredivanjem in vitro inhibitorne aktivnost jedinjenja
F-CQ (158), kao i njegovog 2-amino analognog derivata (160) (slika 71). Inhibitorna
aktivnost odredivana je merenjem intenziteta luminiscencije Huh7 ¢elija inficiranih
luciferaza eksprimuju¢im P. berghei ANKA sporozoitima prema ranije opisanoj

proceduri.

150C 158 160 _ 5,

ad -
@f\f CIQNINHL/V(

so= 1-5 uM 1C5=1-5 uM

-
o
o
1
-
o
o

Relativna populacija
Huh?7 celija (%)

Infekcija A (%)

[$))
o
1
[$))
o

PQ 10 uM

=
3
[
—
o]
)
o

158 1 uM
158 5 uM

160 1 uM
160 5 uM
160 10 uM

DMSO

xxX1

Slika 71. Aktivnost jedinjenja 158 i 160 prema P. berghei u fazi jetre.

U in vitro testu, pri koncentraciji od 10 pM ispitivana jedinjenja pokazala su

nesto loSiju inhibitornu aktivnost u odnosu na PQ (jedinjenja 158 1 160 smanjuju nivo

I Inhibitorna aktivnost jedinjenja predstavljena je stubi¢ima kao nivo infekcija u relativnim jedinicama

luminiscencije (RLU); toksi¢nost jedinjenja predstavljena krugovima kao nivo rasta zasejanih Huh7 éelija
izrazen u relativnim fluorescentnim jedinicama (RFU)).
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parazitemije na 16% (158) odnosno 24% (160), dok pri istoj koncentraciji PQ (9)
smanjuje nivo parazitemije na 12%). SniZzenjem koncentracija aktivnost jedinjenja
opada pri ¢emu fluorovani derivati poseduju nize ICsy vrednosti (158 i 160: ICsy = 1-5
uM) u odnosu na CQ (ICsp = 9 uM). Toksican efekat ispitivanih jedinjenja nije
zabelezZen ni pri jednoj koncentraciji.

U nastavku istrazivanja najaktivniji sintetisani adamantanski F-C(3)
aminohinolin 168f (pri in vivo uslovima modifikovanog Thompson-ovog testa) i njemu
odgovarajuci 2-etiladamantanski (169f) 1 2-amino analogni derivat (170f), podvrgnuti su
in vitro ispitivanju inhibitorne aktivnosti u fazi jetre. Aktivnost jedinjenja je odredivana
pri razliCitim koncentracijama u opsegu 0,1-10 pM (aktivnost jedinjenja 169f
odredivano je pri tri, a jedinjenja 168f i 170f pri sedam koncentracija), a dobijeni

rezultati prikazani su na slici 72.

HNJ\ANA% mP
F N7 NHJ\/\N 3

168f: n=1
169f: n=2 170f: n=1
150 — - 150
1C,,= 0,31 uM IC,= 12,5 uM IC= 15 uM
100 100 :g
Q T
N S X
e/ = =
2 =
< S =
& —
= = O
o 504 50 & ~
=< Z =
= =l
= = =
— o)
e o [ ) m
3% 0% 0% 1% 0%
0] 0
s
" 3Zs Ss_s_5S
\n 3
s §923s55%2% 2333532 5332
I SN T35 D Fn 3n o 335
Qo oo~ —~ ©O0 —~A N> — — " —
v — S S G S o S G S G Gt G G G Sl S S
o $8EBERZET 22222 22
Q ﬂ-t oy oy oy p— oy p— oy oy g oy g p— oy p—
Slika 72. Aktivnost jedinjenja 168f, 169f i 170f prema P. berghei u fazi jetre. ™

** Inhibitorna aktivnost jedinjenja predstavljena je stubi¢ima kao nivo infekcija u relativnim jedinicama
luminiscencije (RLU); toksi¢nost jedinjenja predstavljena krugovima kao nivo rasta zasejanih Huh7 celija
izrazen u relativnim fluorescentnim jedinicama (RFU)).
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Pri koncentraciji od 5 pM, jedinjenja pokazuju dobru inhibitornu aktivnost,
smanjujuéi nivo parazitemije na 1-3%. Sa smanjenjem koncentracija aktivnost
jedinjenja opada pri ¢emu jedinjenje 168f znacajnu aktivnost (od 39%) ispoljava cak i
pri koncentraciji od 0,125 pM Sto ga ¢ini prvim hinolinskim derivatom sa izrazenom in
vitro aktivos¢u na forme plazmodijuma prisutne u jetri.

Poredenjem aktivnosti fluorovanih derivata sa aktivnostima odgovaraju¢ih
izostera (poredenjem odgovaraju¢ih H-C(3)/F-C(3) parova 106f i 168f (n=2, m=1)
odnosno 107f 1 169f (n=2, m=2); slika 55 1 slika 72) moZe se uociti da uvodenje fluora u
poloZaj C(3) hinolinskog jezgra dovodi do znacajnog povecanja in vitro inhibitorne
aktivnosti. Fluorovani derivati poseduju znacajno nize ICsy vrednosti u odnosu na
odgovarajuce izosterne H-C(3) derivate (168f: ICso = 0,3 uM u odnosu na 106f: 1Csy =
1-2,5 uM 1 169f: 1Csp= 1-2,5 uM u odnosu na 107f: ICso = 2,5-5 uM).

In vivo aktivnost u fazi jetre

U preliminarnim in vitro eksperimentima svojom aktivnoséu izdvojio se
fluorovani derivat 168f koji predstavlja prvi zabelezeni aminohinolin koji znacajnu
inhibitornu aktivnost ispoljava i u eritrocitnoj i u egzoeritrocitnoj fazi razvoja parazita.
U nameri da se dobije bolji uvid u aktivnost jedinjenja u fazi jetre u nastavku
istrazivanja usledilo je odredivanje in vivo antimalarijske aktivnosti jedinjenja 168f.

U eksperimentima je pored kontrolne grupe koriS¢ena grupa od Sest C57BL
miSeva. Eksperimenti su vr§eni na miSevima inficiranim PbA-Luci GFP sporozoitima P.
berghei. U dva paralelno postavljena ogleda jedinjenje 168f je primenjeno oralno u
dozama od 50 odnosno 80 mg/kg (kao rastvor u DMSO i suncokretovom ulju) tokom tri
dana u kontinuitetu (dan pre, na dan i dan nakon inokulacije).

Procena in vivo inhibitorne aktivnosti jedinjenja u fazi jetre odreduje se 48 h
posle inokulacije merenjem relativnog intenziteta luminiscencije jetre zivih miSeva (A
a) i B a); slika 73) IVIS Lumina Imaging sistemom, dok se nivo infekcije u krvi
utvrduje qRT-PCR-om (quantitative real-time polymerase chain reaction) iz kompletne

RNK*™ izolovane iz jetre inficiranih miSeva (A b) i B b); slika 73). Inficirani misevi

*il RNK se za merenje infekcije prevodi u cDNK.
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koji su tretirani PQ (9) predstavljaju pozitivhu kontrolu, a miSevi tretirani DMSO slepu
probu.

In vivo eksperimenti su pokazali da se primenom fluorovanog aminohinolina
168f u dozi od 50 mg/kg smanjuje nivo parazitemije u fazi jetre za 84% (relativni nivo
parazitemije koji se odreduje u odnosu na slepu probu). Kada se jedinjenje primeni u

vecoj dozi od 80 mg/kg dolazi do snizavanja nivoa parazitemije od 92%.

b) @ bpmso
120
100% Il 168f (50 mg/kg)
1907 M PQ (15 mgke)
80
S
.3, 60
2
E 40
20
0+
DMSO 173f PQ
120 @ bpmso
100%
’ Il 168f (30 mg/ke)
100
M rQ (15 mg/ke)
804
S
S, 60 |
‘5
3
E 40 |
20
8,25%
04 0,32

DMSO 168f PQ

Slika 73. Odredivanje in vivo inhibitorne aktivnost jedinjenja 168f, merenjem
relativnog intenziteta luminiscencije parazita u jetre nakon oralne
primene jedinjenja, 48 h posle inokulacije C57BL miSeva.

Kako jedinjenje 168f i pored loSe in vitro pokazuje znacajnu in vivo aktivnost u

eritrocitnoj fazi, kao 1 aktivnost u fazi jetre, u nastavku istrazivanja vrSene su detaljnije
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metabolicke studije kojima je ispitana metabolicka stabilnosti jedinjenja u hepatocitima
misa i Coveka i odreden njegov metabolicki profil.

XXXTV

Utvrdeno je da unutrasnji klirens (CLiy — Intrinsic Clearance), odnosno
brzina kojom se jedinjenja 168f metaboliSe u hepatocitima misa i ¢oveka iznosi 8,7
uL/min/10° éelija odnosno 8,9 uL/min/10° éelija redom. Vreme poluZivota izra¢unato
prema formuli CL;y = (V x 0,693)/t;,™" ukazuje na znadajnu metaboli¢ku stabilnost
jedinjenja 168f u hepatocitima miSa (t;» = 79 min) i ¢oveka (t;» = 78 min) i u
nesaglasnosti je sa njegovim kratkim vremenom poluZzivota u mikrozomalnoj suspenziji
misa (t;»,= 21 min) odnosno mikrozomalnoj suspenziji ¢oveka (t;, = 13 min).

U okviru metabolickih studija vrSena je identifikacija metabolita koji nastaju
inkubacijom jedinjenja 168f sa hepatocitima. Posle dvocasovne inkubacije pored
polaznog jedinjenja (37% u ogledu u prisustvu hepatocita miSa, 32% u prisustvu
humanih hepatocita) MS/MS spektroskopijom detektovani su iskljuéivo proizvodi
hidroksilacije [M+16]" i dihidroksilacije [M+32]" (M": [M+16]" : [M+32] =33 :26: 1
u ogledu sa hepatocitima miSa, odnosno 35 : 26 : 1 u ogledu sa humanim hepatocitima).
Proizvodi druge faze metabolizma nisu detektovani.

S obzirom na to da jedinjenje 168f poseduje dobru in vivo metabolicku
stabilnost, moze se pretpostaviti da se njegovi monohidroksilovani i1 dihidroksilovani
adukti (kao jedini proizvodi metabolizma) u jetri zadrzavaju dovoljno dugo da iskazu
aktivnost na sporozoite (forme parazita prisutne u jetri), pa samim tim njihovo
izolovanje, karakterizacija i odredivanje njihove antimalarijske aktivnosti predstavlja
prioritet u budu¢em radu.

Posto antimalarijski agensi poput lumefantrina (LFT, 15)** i kinidina (QD)**’
mogu blokirati hERG kanale i dovesti do aritmije, u cilju ispitivanja potencijalne
kardiotoksi¢nosti najaktivniji fluorovani derivat 168f i njegov izosterni H-C(3) analog
106f podvrgnuti su hERG testu (hERG test predstavlja indikator neZeljenih
kardiovaskularnih pojava). Testom je pokazano da jedinjenja nisu kardiotoksicna.

Odredene ICsy vrednosti derivata vece su od 5 uM (u istom ogledu QD kao pozitivnoj

% CLint predstavlja zapreminu plazme koja sadrzi odredenu koli¢inu leka $to se metabolie u jedinici
vremena i izracunava se prema formuli: CLint = £ x V (V = (mikrozomalni sadrzaj proteina po gramu
jetre) / (koncentracija mikrozomalnog proteina u inkubacionom puferu), a k je konstanta brzine
eliminacije i izracunava kao negativna vrednost nagiba funkcije InC(t)).

¥ Ty, je vremenski interval tokom koga se koncentracija polaznog jedinjenja smanji na polovinu svoje
pocetne vrednosti. Tokom eliminacionog procesa prvog reda t;, = In2/k odnosno (0,693/k).
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kontrolnoj probi odredena je 1Csy vrednost od 2,67 uM). Takode oba jedinjenja, pri
najvis$oj koncentraciji na kojoj je vrSen hERG test od 5 uM, pokazuju nisku inhibiciju
kalijumovih kanala (106f: 11,7% i 168f: 8,54%) (poredenja radi QD, u istom testu pri
koncentraciji od 1 uM pokazuje inhibitornu aktivnost od 76%)>*.

Dodatno, ispitan je i mutageni potencijal jedinjenja 106f Ames testom. Svrha
testa je ispitivanje genotoksic¢nosti jedinjenja, utvrdivanje moguénosti da se njegovom
primenom indukuju genetske promene koje se dovode u vezu sa pojavom
kancerogeneze i teratogeneze. Eksperimenti su vrSeni pri koncentraciji jedinjenja 106f
od 500 puM, na sojevima Salmonella typhimurium sa defektom u genu za biosintezu
histidina (TA98 i TA100),"" sa i bez prisustva S9 (+S9, -S9).”"" Negativni rezultat
testa pokazatelj je da ispitivano jedinjenje kao ni njegovi metaboliti nisu genotoksi¢ni i
da ne ispoljavaju Stetni efekat na nivou DNK molekula.

Dodatnim farmakoloskim ispitivanjima je utvrdeno da fluorovani derivat 168f
koji in vivo aktivnost iskazuje na viSe razvojnih faza parazita (eritrocitnoj fazi i u fazi
jetre) ujedno nije toksican i nije mutagen i da poseduje dobar hERG profil.

U prethodnom tekstu dat je prikaz sinteza i antimalarijske aktivnosti razlicito
supstituisanih 4-aminohinolina sa adamantanskim fragmentom ¢ije uvodenje evidentno
ima pozitivan efekat. Kod vecine sintetisanih derivata primecena je zadovoljavajuca in
vitro antimalarijska aktivnost, pri ¢emu su najvisu in vivo inhibitornu aktivnost prema P.
berghei (u aseksualnoj eritrocitnoj fazi u uslovima modifikovanog Thompson-ovog
testa) ispoljile izostere 106f i 168f. Oba jedinjenja su netoksi¢na, nemutagena i
pokazuju relativhu metabolicku stabilnost u mikrozomalnoj suspenziji (106f) i u
hepatocitima (168f).

Rezultati BHIA testova daju indikacije o mehanizmu dejstva i upucuju na
aktivnost jedinjenja u aseksualnoj, eritrocitnoj razvojnoj fazi zivotnog ciklusa parazita u
kojoj uticu na proces detoksifikacije u FV parazita.

Na slici 74 prikazane su najstabilnije molekulske konformacije jedinjenja 106f i

168f na fizioloSkom pH (na fizioloSkom pH jedinjenja se nalaze iskljucivo u

Y Sojevi Salmonelle typhimurium koji imaju tadkaste mutacije na kodu (triplet nukleotida na DNK)
odgovoran za sintezu histidina i usled toga ne vrSe njegovu sintezu. U prisustvu genotoksi¢ne (mutagene)
supstance na mutiranom kodu dolazi do reversne mutacije i stvaranja funkcionalnog koda koji vrsi sintezu
His.

i Qubéelijska frakcija hepatocita bogata enzimima koji vrie metabolizam ksenobiotika.
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monoprotovanom obliku). Diaminopropil-niz (n=2) prisutan u strukturi izosternih
derivata pogoduje nastanku vodoni¢ne veze izmedu baznog azota (-NH-Ad) i slobodnog
elektronskog para azota direktno vezanog =za aromati¢no jezgro (Ar-NH-).
Intramolekulska vodoni¢na veza (koja se formira preko SestoClanog prstena) navodi na
pretpostavku da jedinjenja na fizioloSkom pH zauzimaju konformaciju hidrofobne
globule. Dobra aktivnost propilendiaminskih derivata 106f i 168f mogla bi se objasniti
sklupanom konformacijom koja uz prisutan adamantanski fragment olakSava prolazak
supstanci kroz lipofilne bioloske membrane ¢ime se povecava njihova biodostupnost.

U kiseloj sredini FV parazita (pH 5,2) dolazi do protonovanja piridinskog azota
(106f u potpunosti, a 168f samo delimi¢no prelazi u diprotonovanu formu), raskidanja
vodoni¢ne veze i odmotavanja strukture ¢ime se olakSava formiranje m—m kompleksa

hinolinskog jezgra sa p-okso dimerima hema.

Slika 74. Najstabilnije konformacije jedinjenja 106f i 168f na fizioloskom pH.

Fluorni derivat 168f pokazuje dodatnu antimalarijsku aktivnost u fazi jetre 1
predstavlja po naSem znanju prvi aminohinolinski derivat koji zna€ajnu inhibitornu
aktivnost pored eritrocitne ispoljava i u egzoeritrocitnoj razvojnoj fazi parazita™""
(ICs50(168f) = 0,3 uM).>*” U in vivo eksperimentima vr§enim na mievima inficiranim

sporozoitima P. berghei jedinjenje u dozi od 80 mg/kg snizava nivo parazitemije za

PVt 7_Cl-4-aminohinolini (7-ACQ) aktivnost isakazuju isklju¢ivo u aseksualnoj, eritrocitnoj razvojnoj
fazi parazita i nisu aktivni prema formama parazita pirisutnim u jetri.52 Jedini do danas sintetisani derivat
koji aktivnost iskazuje u fazi jetre, a u svojoj strukturi sadrzi 4-aminohinolinsku jedinicu je PQ-CQ hibrid
sintetisan od strane Lodige i saradnika (PQ-CQ hibrid iskazuje in vitro aktivnost prema CQS, CQR
sojevima parazita P. falciparum, kao i prema sojevima parazita jetre P. berghei). Pored toga PQ-CQ
hibrid u in vivo eksperimentima znagajno smanjuje nivo parazitemije kad se dozira 3 x 90 mg/kg)."®
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92%. Mehanizam kojim jedinjenje 168f iskazuje dejstvo u fazi jetre je nepoznat.
Imajuéi u vidu da jedinjenje nije pokazalo toksi¢ni efekat u in vivo eksperimentima
vr$enim na miSevima u periodu duzem od 31 dana (MTD je veée od 480 mg/kg) moze
se zakljuciti da mu je 1 glavni monohidroksilovani metaboliti (identifikovan u okviru
metaboli¢kih studija nakon inkubacije 168f sa hepatocitima) takode netoksi¢an i
predstoje¢e analize trebalo bi da obuhvate njegovo izolovanje, karakterizaciju i
odredivanje njegove antimalarijske aktivnosti.

Svojevremeno je neadekvatna i1 prekomerna upotreba hlorokina (CQ), kao
najvaznijeg predstavnika 7-Cl-4-aminohinolinskih derivata (7-ACQ) u lecenju 1 kontroli
malarije, dovela do pojave rezistentnih sojeva P. falciparum (dugo godina se CQ (1)
koristio kao prva linija odbrane). Tek nedavno je primeéena pojava ponovne osetljivosti
CQR sojeva parazita prema CQ (1), kao rezultat njegove u poslednje vreme smanjene i
kontrolisane upotrebe.”’’ Imajuéi u vidu moguénost pojave rezistencije upotreba
aminohinolinskih derivata u monoterapiji u buduénosti malo je verovatna ali je izvesna
njihova primena u kombinacionoj terapiji (primena aminohinolina u kombinaciji sa
lekovima drugacijeg mehanizma dejstva).

Jedinjenja koja poput aminohinolina 168f pokazuju aktivnost na vise razvojnih
faza parazita, a pri tome su (kao i njegovi hepatocitni metaboliti) netoksi¢na i
nemutagena i sa dobrim hERG profilom imaju dobar potencijal da se razviju u

inhibitore koji bi mogli da udu u klinic¢ka ispitivanja kao antimalarijski lekovi.

3.3. Inhibicija metaloproteaze botulinum neurotoksina (BoNT/A LC)

In vitro inhibitorna aktivnost

Inhibitorna aktivnost svih sintetisanih aminohinolinskih adamantanskih derivata
odredena je prema botulinum neurotoksinu tipa A (BoNT/A LC). Prilikom odredivanja
aktivnosti koriSc¢en je sinteticki polipeptid od 17 aminokiselina, koji odgovara 187-203
segmentu proteina SNAP-25.2**'" Hidroliza supstrata odredivana je hromatografski
odvajanjem proizvoda hidrolize (HPLC) i odredivanjem povrSine signala. U tabeli 18
prikazani su samo najaktivniji derivati, jedinjenja ¢ija je inhibicija pri koncentraciji od

20 uM veca od 45%.
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Cl N

Tabela 18. Inhibitorne in vitro aktivnosti prema BoNT/A LC.

. BONT/ALC |
k- n m R R, R; Rs % inhibicije (u;{“)
(20 pM)
116b 1 0 H H CH; H 71 8,8
116f 1 0 CH H CHi H 67 11,7
114f 0 0 H CH; H H 65 2,7
107f 1 1 CH; H H H 64 9,1
116¢ 2 1 H H CH; H 63 433
116b 11 H H CH; H 61 21,1
107g 2 1 CH; H H H 56
115¢ 0 1 H CH; H H 56
106f 1 0 CH; H H H 55 15,7
107e 0 1 CH; H H H 55 16,6
116f 1 1 CHy H CH; H 48
114c¢ 2 0 H H H  CH; 46
NSC240898" 73 2,6

“NSC240898 je kontrolno jedinjenje za poredenje koje u neuronima inhibira hidrolizu SNAP-25 proteina
prouzrokovanu BoNT/A (pokazuje ,,dose-depedent inhibitornu aktivnost) i ne ispoljava toksi¢an efekat
pri veéim koncentracijama od 40 pM (ref.176).

Kako od Sest najaktivnijih aminohinolinskih derivata cak cetiri poseduju N-
metilovani azot (R; = CHj3, tabela 18) pri ¢emu najveci procenat inhibicije BONT/ALC
od 71% upravo i1 pokazuje N-metilovani derivat 116b, a sa druge strane najnizu 1Cs
vrednost poseduje adamantanski rac¢vasti aminohinolin kod koga do grananja na
diaminskom nizu dolazi u polozaju blizem adamantanskom jezgru (R; = H, R, = CH3)
(114f: ICso = 2,7 uM) u nastavku istrazivanja pristupilo se sintezi odgovarajucih des-
hlorhinolinskih derivata (shema 32: 179e-g 1 180e-g i shema 33: 181b-185f) kako bi se

utvrdilo da li se isti trend javlja i kod te grupe jedinjenja.
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Adamantanski _des-hloraminohinolini normalnog i racvastog niza i odgovarajuci N-

metilovani derivati

Inhibitorna aktivnost svih sintetisanih des-hloraminohinolinskih adamantanskih
derivata odredena je prema botulinum neurotoksinu tipa A (BoNT/ALC) pri

koncentraciji od 20 uM (tabela 19).

R, R,
HN)\@n/kII\I -

Tabela 19. Inhibitorne in vitro aktivnosti prema BoNT/A LC.

. BONT/ALC
k= n m Ri Ry Rs 9 inhibicije (lﬂ&“)
(20 pM)
179 0 0 H CH; H 20
179f 1 0 H CH: H 46
179g 2 0 H CH; H 24
180e 0 1 H CH; H 24 3,2
180f 1 1 H CH; H 59
180g 2 1 H CH; H 41
181b 1 0 H H Me 30
182b 1 1 H H CH 31
183f 1 0 CH; H CH; 51 5,2
184f 2 1 CHy H CH; 25
185f 1 0 H CH:; CH; 3
NSC240898" 73 2,6

“NSC240898 je kontrolno jedinjenje za poredenje koje u neuronima inhibira hidrolizu SNAP-25
proteina prouzrokovanu BoNT/A (pokazuje ,,dose-depedent™ inhibitornu aktivnost) i ne
ispoljava toksic¢an efekat pri ve¢im koncentracijama od 40 uM (ref.176).

Od novosintetisanih aminohinolina tri derivata (179f, 180f i 183f) poseduju
inhibitornu aktivnost ve¢u od 45%. Poredenjem aktivnosti tri najaktivnija derivata 7-
hloraminohinolinske serije jedinjenja sa aktivnostima odgovarajuc¢ih des-hlor analoga

(direktnim poredenjem odgovarajucih parova 116b (71%) 1 181b (30%), 116f (67%) i
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183f (51%), 114f (65%) 1 179e (20%); tabela 18 i tabela 19) moze se uociti da odsustvo

hlora u poziciji C(7) dovodi do zna¢ajnog smanjenja inhibitorne aktivnosti.

Ex vivo inhibitorna aktivnost (BoNT/A LC)

Tri najaktivnija derivata 7-hloraminohinolinske serije jedinjenja (116b, 116f 1
114f, tabela 18), dva najaktivnija jedinjenja des-hlorhinolinske serije jedinjenja (180f i
183f, tabela 19), jedinjenje 181b kao des-Cl analog najaktivnijeg sintetisanog derivata
110b kao i Cetiri F-C(3) aminohinolinska derivata (168f, 169f, 190f i 191f) odabrana su
za ex vivo test (slika 75).

Odredivanje ex vivo inhibitorne aktivnosti vr$i se na motornim neuronima
dobijenih iz embrionalnih mati¢nih ¢elija miSa. U standardnoj proceduri se neuroni
tretiraju ispitivanim jedinjenjem 30 min nakon Cega se celije tokom 4 sata intoksikuju
pomocu 500 pM BoNT/A. Stepen hidrolize SNAP-25 proteina kao mera inhbitorne
aktivnosti jedinjenja prema BoNT/A odredivan je Western blot metodom pri ¢emu je
intenzitet traka meren denzitometrijski. U ogledu je gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza GAPDH kori$¢en kao loading control,™™ DMSO kao slepa, a DMSO sa
holotoksinom kao pozitivna kontrolna proba.

Inhibitorna aktivnost odabranih jedinjenja odredena je u neuronskim ¢elijama pri
koncentraciji od 10 pM i 20 pM. Na slici 75 prikazane su inhibitorne aktivnosti
jedinjenja dobijene kao srednja vrednost aktivnosti odredenih u tri nezavisna ogleda.

Najvecu inhibitornu aktivnost u ex vivo testu pokazalo je jedinjenje 116f koje u
primarnim neuronima pri koncentraciji od 10 pM odnosno 20 puM §titi SNAP-25 protein

od hidrolize 63% odnosno 72%.

% K ontrolni protein na osnovu ¢&ije se koncetracije odreduju koncentracija nativnog i hidrolizovanog
SNAP-25 proteina.
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Slika 75. Inhibitorne aktivnosti aminohinolina prema BoNT/A odredene na motornim
neuronima dobijenim iz ES ¢elija misa.

Inhibitorna aktivnost najaktivnijih derivata u ex vivo eksperimentima (116b i
116f) dodatno je odredivana pri pet koncentracija u opsegu 0,1-20 uM. Na prikazanom
histogramu (slika 76) uocava se postojanje zavisnosti procenta inhibicije hidrolize
SNAP-25 proteina od primenjene koncentracije ispitivanih jedinjenja. Kod jedinjenja
116b zabelezen je najveci pad u aktivnosti pri smanjenju koncentracije sa 20 pM na 10
uM, dok je kod aktivnijeg derivata 116f najveci pad u aktivnosti uocen pri smanjenju

koncentracije sa 10 uM na 5 uM.

"' ES —embryonic stem.
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Slika 76. Zavisnost % nativnog SNAP-25 proteina od koncentracije
jedinjenja 116b i 116f primenjene pre intoksikacije.

Nakon S§to je odredena inhibitorna dejstvo jedinjenja 116b 1 116f pre
intoksikacije neurotoksinom, u nastavku istrazivanja ispitivano je i inhibitorna aktivnost
koju jedinjenja ispoljavaju primenom nakon intoksikacije. Aktivnost jedinjenja, pri
koncentraciji od 20 pM, odredivana je 30 min odnosno 60 min nakon intoksikacije
motornih neurona dobijenih iz ES ¢elija misa, pomoc¢u 500 pM BoNT/A (slika 77).

Jedinjenje 116f koje u visokom stepenu inhibira protoliticku aktivnosti enzima
kada se primeni 30 minuta pre intoksikacije (slika 76) pokazalo se gotovo u potpunosti
neaktivno kada se primeni 30 minuta nakon inttoksikacije (15,1%, slika 77). NeSto bolju
inhibitornu aktivnost prilikom postintoksikacione primene pokazalo je jedinje 116b.
Ovaj derivat kada se primeni 30/60 min nakon intoksikacije BONT/A u koncentraciji od

20 uM u motornom neuronu S§titi SNAP-25 protein od hidrolize 46,4% odnosno 39,5%.
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Slika 77. Postintoksikaciona inhibitorne aktivnosti jedinjenja
116b i 116f prema BoNT/A.

Rezultati bioloskih testova (inhibicije metaloproteaze BoNT/A LC i
antimalarijske aktivnosti) pokazuju da su adamantanski aminohinolini bioloski aktivna
jedinjenja pri ¢emu pojedini derivati iskazuju viSestruko dejstvo. Veoma visok indeks
selektivnosti (SI > 1000) N-metilovanih derivata 116b i 116f posledica je niske
citotoksicnosti (ICoy = ~17000 nM)* i izrazene in vitro antimalarijske aktivnosti
(jedinjenja prema CQS soju D6 pokazuju bolju u odnosu na CQ ((ICq), tabela 7) pri
¢emu jedinjenje 116f dodatno i prema CQR 1 MFQS klonu W2 pokazuje bolju aktivnost
u odnosu na MFQ (14)).

U isto vreme N-metilovani derivati u ex vivo eksperimentima pokazuju visok
procenat inhibicije BoNT/A LC (odredivanjem zavisnosti procenta inhibicije u funkciji
povecanja koncentracije jedinjenja uoceno je da 116b i 116f spadaju u kompetitivne
inhibitore metaloproteaze). Dodatno, jedinjenje 116b 1 prilikom postinoksikacione
primene u ex vivo eksperimentima pokazuje umerenu inhbitornu aktivnost.

Nepostojanje zavisnosti izmedu strukture i1 rezultata bioloSkih testova pokazatelj

je razli¢itih mehanizama kojima adamantanski aminohinolini deluju na istu ili razlicite

i In vitro citotoksi¢nost na ¢elijsku liniju RAW264.7 (makrofagi pacova).
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patogene mete. Od sintetisanih derivati najviSu in vitro antimalarijsku aktivnost iskazuju
7-Cl-4-aminohinolini ra¢vastog niza kod kojih je mesto grananja u susedstvu
hinolinskog jezgra (najbolju in vivo aktivnost u eritrocitnoj fazi razvoja parazita
pokazuje derivat 106f, koji nakon oralne primene u dozama od 160 i 80 mg/kg/dan
dovodi do izleenja svih zarazenih miSeva, dok najbolju in vivo aktivnost u fazi jetre
pokazuje njegov F-C(3) analog koji primenom u dozi od 80 mg/kg/dan snizava nivo
parazitemije za 92%). Sa druge strane najveéi procenat inhibicije BoNT/C poseduju N-
metilovani aminohinolinski derivati 116b i 116f (N-metilovani analog jedinjenja 106f i

njegov analog normalnog diaminopropilidenskog-niza).
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Tok reakcija pracen je tankoslojnom hromatografijom (TLC), na SiO, i RP-18
Merck (60-F-254) 0,25 mm plo¢icama koriste¢i UV-svetlo, cerijum-amonijum-
molibdatni reagens (CAM) ili kobaltni reagens za vizuelizaciju mrlja.

Za hromatografska preciS¢avanja primenjivana je jedna od slede¢ih tehnika:
gravitaciona hromatografija (SiO,, 0,062-0,2 mm), “dry-flash”hromatografija (SiO,, 40-
63 um) i “flash” hromatografija (Biotage SP1 sistem sa UV detektorom).

Reakcije izvedene pod uslovima ozraCivanja MW vrSene su u reaktoru Biotage
Intiator 2.5.

Tacke topljenja odredivane su na aparatu Boetius PMHK 1 nisu korigovane.

IR spektri su snimani na Nicolet 6700 F spektrofotometru. Polozaji apsorpcionih
traka izrazeni su u cm™'. Oznake intenziteta apsorpcionih traka u IR spektrima: sl-slaba,
sr-srednja, j-jaka.

'H NMR i C NMR spektri snimani su na Varian Gemini-200 spektrometru (na 200 i
50 MHz) i Bruker Ultrashield Advanced III spektrometru (na 500 i 125 MHz) u
navedenom rastvaracu, TMS kao intern standard. Hemijska pomeranja izrazena su u
ppm, konstante kuplovanja (/) u Hz, a multiplicitet signala je oznacen kao s (singlet), ps
(prosiren singlet), d (dublet), pd (proSireni dublet), t (triplet), dd (dublet dubleta) i m
(multiplet).

ESI-MS spektri snimani su na Agilent Technologies 1200 Series, instrumentu koji je
opremljen degaserom, autosemplerom, kolonom Zorbax Eclipse Plus C18 (100 x 2,1
mm i. d.; 1,8 um) i DAD detektorom u kombinaciji sa 6210 Time-of-Flight LC/MS
sistemom (Agilent Technologies) u pozitivnom jon-modu. Uzorci su rastvarani u ¢istom
CH;CN ili MeOH (HPLC cdistoce). Kao mobilna faza koriS¢ena je smesa rastvaraca A
(0,2% rastvor HCOOH u vodi) i B (CH3CN) sa programiranim izokratnim i
gradijentnim eluiranjem: 0-1,5 min 95 % A, 1,5-12 min 95-5% A, 12-15 min 5 % A, 15-
16 min 5-95% A, pri protoku od 0,40 mL/min. Za detekciju signala u opsegu talasnih
duzina 190-450 nm koris¢en je DAD detektor. Injekciona zapremina bila je 1 pL, a
temperatura kolone 40 °C. Pozitivno naelektrisani molekulski joni dobijeni su

elektrosprej jonizacijom (ESI) na atmosferskom pritisku: eluirana jedinjenja su meSana
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sa azotom u zagrejanom interfejsu, a polarnost je podesSena na pozitivnu, sa slede¢im
vrednostima ES parametara: potencijal kapilare, 4000 V; temperatura gasa, 350 °C;
protok gasa za suSenje, 12 L/min; pritisak nebulajzera, 45 psi (310,26 Pa); napon
fragmentora, 70 V (140 V), a mase su merene u opsegu 50-2500 m/z. Za dobijanje i
obradu podataka kori$¢en je softver MassHunter Workstation.

GC /MS analiza vrSena je na sistemu koji ¢ine: Agilent Technologies 7890A gasni
hromatogram, 5975 MSD i FID detektor, DB-5 MS kolona (30 m x 0,25 nm x 0,25
um). Kao nose¢i gas koris¢en je He (1,0 mL/min), a temperatura je linearno
programirana u oblasti 40-310° C (6° C/min). Injekciona zapremina bila je 1 pL, a
temperatura 220° C. Temperatura FID detektora: 300° C. EI maseni spektri (70 eV) su
snimani u opsegu 30-550 m/z.

UV spektri snimani su na spektrofotometru BECKMAN DU-50. Uzorci su rastvarani u

dihlormetanu.

Cisto¢a (HPLC) jedinjenja je odredivana pomoc¢u Agilent 1200 HPLC sistema
opremljenog sa Quat Pump (G1311B), Injector (G1329B), 1260 ALS, TCC 1260
(G1316A) i Detector 1260 DAD VL+ (G1315C). HPLC analize su vrSene u dva
razlicita sistema:

Metoda A:Zorbax Eclipse Plus C18 4.6 x 150mm, 1.8 pL, S.N. USWKY01594 je
koriS¢en kao stacionarna faza. Eluent se sastojao iz slede¢ih rastvaraca: 0,2% HCOOH u
vodi (A) i CH3CN (B). Analize su vrSene na UV maksimumu jedinjenja (330 nm za
jedinjenja 106a, 106b, 106¢, 106d, 106e, 106f, 106g, 106h, 106i, 107a, 107b, 107c, 107d,
107e, 1071, 107g, 107h, 107i, 108i, 109a, 109¢c, 114a, 114b, 114c, 114e, 114f, 114g, 114h,
115e, 115f, 115g, 115h, 116a, 116b, 116c¢c, 116e, 116f, 117a, 117b, 117¢, 117e, 1171, 117g,
117k, 158, 159, 160, 161, 168e, 168f, 168g, 1691, 170g, 1701, 177e, 1771, 178e, 1781, 178g,
175b, 176b, 179¢, 1791, 179g, 180e, 180f, 180g, 181b, 182b, 183f, 184¢g, 185f, 190f i 191f i
254 nm za jedinjenja 171g, 172e, 172f, 173f, 173g i 174 da bi se postigla najvisa
selektivnost. Jedinjenja su rastvorena u MeOH, kona¢ne koncentracije su bile ~1
mg/mL, a injekciona zapremina bila je 3 pL. Brzina protoka iznosila je 0,5 mL/min.
Jedinjenja: 106a, 106b, 106¢, 106d, 106e, 106f, 106g, 106h, 106i, 107a, 107b, 107¢, 107d,
107e, 1071, 107g, 107h, 107i, 108i, 109a, 109c, 114a, 114b, 114c, 114e, 114f, 115e, 1151, 115g,
115h, 1164, 116b, 116c, 116e, 116f, 116g, 116h, 117a, 117b, 117¢, 117e, 1171, 117k, 158, 159,
160, 161, 168e, 168f, 168g, 170e, 1701, 170g, 1711, 171g, 172, 175b, 176b, 179¢, 1791, 179g,
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180e, 180f, 180g, 181b, 182b, 183f, 184g, 185f, 190f i 191f, su eluirana koriS¢enjem
gradijent:0-1,5 min 95% A, 1-5 min 95% A— 5% A, 5-16 min 5% A, 16-18 min 5%
A— 95% A, 18-20 min 95% A.

Jedinjenja 117g 1 169f su eluirana koriS¢enjem gradijenta: 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

Jedinjenje 169g je eluirano koriS¢enjem gradijenta: 0-3 min 50% A— 30% A, 3-6 min
30% A— 0% A, 6-9 min 0% A— 50% A, 9-12 min 50% A.

Jedinjenja 177f, 178e i 178g su eluirana kori§¢enjem gradijenta: 0 - 3 min 25% A— 40 %
A, 3 -4 min40% A— 50% A, 4 - 5 min 50% A, 5 - 7 min 50% A— 25% A, 7 — 8 min
25% A.

Jedinjenja 177e i 178f su eluirana koriS¢enjem gradijenta: 0 - 3 min 30% A, 3 — 6 min
30% A— 70 % A, 6 - 9 min 70% A, — 50% A, 9 - 10 min 70% A— 30% A, 10 - 11
min 30% A.

Metoda B: Zorbax Eclipse Plus C18 4.6 x 150mm, 1.8u, S.N. USWKY0159%4 je
koriS¢en kao stacionarna faza. Eluent se sastojao iz sledecih rastvaraca: 0,2% HCOOH u
vodi (A) i MeOH (B). Analize su radene na UV maksimumu jedinjenja (330 nm za
jedinjenja: 106a, 106b, 106¢, 106d, 106e, 106f, 106g, 106h, 106i, 107a, 107b, 107¢, 107d,
107e, 1071, 107g, 107h, 107i, 108i, 109a, 109c, 114a, 114b, 114c, 114e, 114f, 114g, 114h,
115¢, 115f, 115g, 115h, 116a, 116b, 116¢c, 116e, 116f, 117a, 117b, 117¢, 117¢, 117f, 117K,
158, 159, 160, 161, 168e, 168f, 168g, 169f, 170f, 170g, 175b, 176b, 177e, 177f, 178e, 178f,
178¢g, 179e, 1791, 179¢g, 180e, 180f, 180g, 181b, 182b, 183f, 184¢g, 185f, 190f i 191f i 254 nm
za jedinjenja: 169g, 170e, 170f, 171f, 171g i 172) da bi se postigla najvisa selektivnost.
Jedinjenja su rastvorena u MeOH, konacne koncentracije su bile ~1 mg/mL, a
injekciona zapremina bila je 3 pL. Brzina protoka iznosila je 0,5 mL/min.

Jedinjenja: 106a, 106b, 106¢, 106d, 106e, 106f, 106g, 106h, 106i, 107a, 107b, 107¢, 107d,
107e, 107f, 107g, 107h, 107i, 108i, 109a, 109¢, 114a, 114b, 114c, 114e, 114f, 114g, 114h,
115¢, 115f, 115g, 115h, 116a, 116b, 116c, 116e, 116f, 117a, 117b, 117¢, 117¢, 117f, 117K,
158, 159, 160, 161, 168e, 168g 170e, 170f, 170g, 171f, 171g, 172, 175b, 176b, 179, 179f,
179g, 180e, 180f, 180g, 181b, 182b, 183f, 184g i 185f su eluirana koriS¢enjem gradijent: 0-
1,5 min 95% A, 1-5 min 95% A— 5% A, 5-16 min 5% A, 16-18 min 5% A— 95% A,
18-20 min 95% A.
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Jedinjenja 168f, 169f, 169¢g i 170f, su eluirana koriS¢enjem gradijenta: 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.
Jedinjenje 116g je eluirano koriS¢enjem gradijenta: 0-1 min 95% A, 1-5 min 95% A—
5% A, 5-14 min 5% A, 14-15 min 5% A— 95% A, 15-16 min 95% A.

Jedinjenja: 177f, 178e i 178g su eluirana koriS¢enjem gradijentaa: 0 - 3 min 30% A,3 -6
min 30% A— 70 % A, 6 - 9 min 70% A, 9 - 10 min 70% A— 30% A, 10 - 11 min 30%
A.

Jedinjenja: 177e i 178f su eluirana koriS¢enjem gradijenta: 0 - 3 min 20% A, 3 — 6 min

20% A— 80 % A, 6 - 9 min 80% A, 9 - 10 min 80% A— 20% A, 10 - 11 min 20% A.

terc-Butil (2-aminoetil)karbamat 96a, ferc-butil (3-aminopropil)karbamat 96b, ferc-
butil (4-aminobutil)karbamat 96c¢ i terc-butil (5-aminopentil)karbamat 96d dobijeni su

prema postupku koji je opisan u literaturi.

Opsta metoda za sintezu N-Boc zaSticenih aminohinolina:

terc-Butil {2-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]etil} karbamat (97a)

[y~ NHBoc Smesa 4,7-DCQ (3,37 g, 17,01 mmol, 1 ekv) i mono-N-Boc-
m zasticenog diaminoalkana 96a (5,45 g, 34,02 mmol, 2 ekv)
Cl N/

zagrevana je na 80 °C tokom jednog sata, a potom 8 sati na 125

°C. Reakcija je ohladena do sobne temperature i rastvorena u DCM. Organski sloj se
ispira vodenim rastvorom NaHCOj3, zasi¢enim vodenim rastvorom NaCl i susi iznad
anh. Na;SO4. Nakon cedenja rastvara¢ se ukloni uparavanjem pod snizenim pritiskom 1
sirovi  proizvod  pre€isti  “dry-flash”  hromatografijom  (SiO,,  eluent:
EtOAc/MeOH/NH4,OH = 95/2,5/2,5). Bela amorfna supstanca (4,83 g, 88%); TT = 83 -
85 °C.

IR: 3377sr, 3362sr, 3068sl, 3012sl, 2981sl, 2936sl, 2911sl, 2860sl, 2358sl, 1662],
1613sl, 1586j, 1570sr, 1529j, 1487sl, 1461sl, 1443sr, 1389sl, 1365sr, 1335sl, 1303sr,
1281sr, 1248sr, 1199sl, 1164sr, 1141sr, 1094sl, 1079sl, 1041sl, 991sr, 938sl, 910sr,
870sr, 855sl, 844sl, 822sl, 806sr, 787sl, 760sr, 718sl, 641sr, 601sr, 558sl, 526sl, 515sl,
498sl, 463sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8,49 (d, 1H, J = 5,2 Hz, H-C(2)),
7,93 (d, 1H, J= 2,0 Hz, H-C(8)), 7,79 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,34 (dd, 1H, J=2,0
Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,59 (8s, 1H, -NH), 6,28 (d, 1H, J= 5,0 Hz, H-C(3)), 5,18 (8s,
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1H, -NH), 3,65-3,45 (m, 2H, ArNHCH,-), 3,40-3,10 (m, 2H, A-tNHCH,CH,-), 1,47 (s,
9H, -NHCOO-C(CHs);). *C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 158,36; 151,95; 150,16;
149,05; 134,82; 128,45; 125,24; 121,85; 117,27, 98,18; 80,58; 46,11; 39,42; 28,34.
(H)ESI-HRMS (m/z (%)): 322,14116 ([M+H]", 100); izradunato 322,13168 (greska:
+2,44 ppm). Mikroanaliza za (C,cH2CIN3;O; x 2/3H,0): izraunato C 57,57; H 6,44; N
12,59; nadeno C 57,70; H 6,56; N 12,46.

terc-Butil {3-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]propil}karbamat (97b)

Prema opStem postupku za dobijanje mono-Boc zastiCenih

HN”>""NHBoc
N hinolina 97a, jedinjenje 97b se dobija iz 4,7-DCQ (2,84 g,
cl N 14,35 mmol) i mono-N-Boc-zasticenog diaminoalkana 96b

(5,00 g, 28,69 mmo). Bela amorfna supstanca (4,48 g, 93%); TT = 181-184 °C.

IR: 3383sl, 3357sr, 3184sl, 3008sl, 2980sr, 2956sr, 2927sr, 1691sl, 1674j, 1614sr,
1581j, 1557sr, 1531j, 1487sl, 1453sr, 1430sr, 1388sl, 1367sr, 1330sr, 1284j, 1250sr,
1220sr, 11605, 1132sr, 1116sl, 1075sr, 1046sl, 1029sr, 975sr, 947sr, 906sl, 890sr, 855,
819sl, 792sr, 767sr, 745sl, 647sl, 622sl, 600sr, 521sr, 506sl, 489sr, 426sl cm’l, 'H-
NMR (200 MHz, CDCl;/CD;0D, 9): 8,36 (d, 1H, J= 5,9 Hz, H-C(2)), 8,14 (d, 1H, J =
9,0 Hz, H-C(5)), 7,91 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)), 7,43 (dd, 1H, J=2,2 Hz, J= 9,0 Hz,
H-C(6)), 6,46 (d, 1H, J = 6,2 Hz, H-C(3)), 3,30-3,10 (m, 2H, ArNHCH>-), 3,10-2,90 (m,
2H, -CH>NHBoc), 2,00-1,80 (m, A-tNHCH,CH,-), 1,44 (s, -NHCOO-C(CHs)3). "*C-
NMR (50 MHz, CDCl;CD;0D, 6): 157,15; 152,12; 148,21; 145,17; 136,57; 125,96,
124,68; 122,97; 116,69; 98,05; 79,77; 39,75; 36,91; 36,51; 28,08. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 336,14797 (IM+H]", 100); izradunato 336,14733 (greska: +1,91 ppm).

terc-Butil {4-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]butil}karbamat (97¢)

Prema opsStem postupku za dobijanje mono-Boc zasti¢enih

HN/\/\/NHBOC
m hinolina 97a, jedinjenje 97¢ se dobija iz 4,7-DCQ (2,50 g,
cl N 12,64 mmol) i mono-N-Boc-zasti¢enog diaminoalkana 96¢

(4,76 g, 25,28 mmol). Proizvod je izolovan nakon “dry-flash” hromatografije (SiO,,
eluent: DCM/MeOH(NHj; zas.) = 95/5) kao bela amorfna supstanca (3,44 g, 78%); TT
=205-207 °C.
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IR (ATR): 3371j, 3328, 3202sr, 2978j, 2930sr, 2871sl, 1686j, 1612sr, 1579j, 1536j,
1489sl, 1454sl, 1432sl, 1383sl, 1368sl, 1336sl, 1288sr, 1253sl, 1226sl, 1170sr, 1091sl,
1041sl, 1018sl, 953sl, 898sl, 876sl, 858sl, 811sl, 766sl, 650sl, 571sl, 520sl, 495sl cm’!.
"H-NMR (200 MHz, CD;OD, §): 8,24 (d, 1H, J = 5,8 Hz, H-C(2)), 8,01 (d, 1H, J = 9,0
Hz, H-C(5)), 7,67 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)), 7,29 (dd, 1H, J = 2,4 Hz, J = 9,0 Hz, H-
C(6)), 6,42 (d, 1H, J = 5,8 Hz, H-C(3)), 3,34-3,22 (m, 2H, AINHCH>-), 3,18-2,94 (m,
2H, -CH,NHBoc), 1,76-1,42 (m, 4H, AINHCH,CH>-, -CH,CH,NHBoc), 1,32 (s, 9H, -
NHCOO-C(CH;)3). “C-NMR (50 MHz, CD;0D, §): 143,50; 143,12; 140,39; 127,04;
118,27; 116,67; 115,08; 109,51; 90,37; 34,35; 31,66; 19,46; 19,31; 17,22. (+)ESI-
HRMS (m/z (%)): 350,16178 ([M+H]", 100), izratunato 350,16298 (greska: -3,44
ppm).

tert-Butil {5-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]pentil}karbamat (97d)

Prema opstem postupku za dobijanje mono-Boc zasti¢enih

HN™"""NHBoc
m hinolina 97a, jedinjenje 97d se dobija iz 4,7-DCQ (3,37 g,
cl N 17,01 mmol) 1 mono-N-Boc-zasti¢enog diaminoalkana 96d

(6,88 g, 34,01 mmol). Proizvod je izolovan nakon “dry-flash” hromatografije (SiO,,
eluent: DCM/MeOH(NHj; zas.) = 95/5) kao bela amorfna supstanca (4,77 g, 77%); TT
=127-129 °C.

IR: 3376sr, 3211sr, 3033sl, 2980sl, 2930sr, 2865sl, 1673j, 1611sl, 1578j, 1530sr,
1483sl, 1473sl, 1450sl, 1434sl, 1389sl, 1365sr, 1332sl, 1304sl, 1282j, 1248}, 1201sl,
11625, 1128sr, 1114sr, 1083sl, 1068sl, 1041sl, 1010sl, 981sl, 944sl, 886sr, 854sr, 814sr,
798sr, 769sl, 755s1, 701sl, 655sl, 647sl, 622sl, 599sl, 518sl, 499sl, 485sr, 404sl cm’!.
"H-NMR (200 MHz, CDCl;, 8): 8,51 (d, 1H, J = 5,3 Hz, H-C(2)), 7,94 (d, 1H, J =22
Hz, H-C(8)), 7,74 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,32 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 9,0 Hz, H-
C(6)), 6,38 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 5,25 (8s, 1H, -NH), 4,72 (8s, 1H, -NH), 3,40-
3,00 (m, 4H, -CH,NHBoc, ArNHCH,-), 1,95-1,70 (m, 2H, ArtNHCH,CH,-), 1,60-1,45
(m, 13H, ArNHCH,CH,CH>-, -CH,CH,NHBoc, -NHCOO-C(CH;)3). *C-NMR (50
MHz, CDCls, §): 152,01; 150,01; 128,45; 125,16; 121,21; 117,35; 99,12; 61,45 47,74,
41,22; 40,79; 37,07; 33,38; 28,28. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 364,18093 ([M+H]", 100);
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izraCunato 364,17863 (greska: +6,32 ppm). Mikroanaliza za (C;9H,sCIN;O, x
1/3H,0): izracunato C 61,70; H 7,27; N 11,36; nadeno C 61,82; H 7,20; N 11,21.

Opsti postupak za deprotekciju Boc zastitne grupe:
N-(7-Hlorhinolin-4-il)etan-1,2-diamin (98a)
i~ N Rastvor 97a (4 g, 12,43 mmol) u smesi TFA/DCM (1 mL+ 10
m mL) meSa se na sobnoj temperaturi 3 sata. Reakciona smesa se
cl N

upari do suva i tragovi TFA se uklone ko-destilacijom toluenom.

Dobijena so se rastvori u vodi i prebaci u levak za odvajanje. Dodatkom vodenog
rastvora NaOH pH se podesi na pH 10, a supstanca se ekstrahuje DCM (3 x 50 mL).
Spojeni organski slojevi se ispiraju zas. vodenim rastvorom NaCl i susi iznad anh.
Na,S04. Nakon cedenja rastvara¢ se ukloni uparavanjem pod sniZenim pritiskom, a u
balonu zaostaje proizvod u obliku Zute amorfne supstance (1,8 g, 65%); TT = 145-147
°C.

IR: 3354sl, 3249sl, 3058sl, 2964sl, 2930sl, 2893sl, 2850sl, 1600sr, 1580s, 1542sr,
1485sl, 1448sl, 1427sr, 1380sl, 1367sl, 1357sl, 1328sr, 1282sl, 1240sl, 1199sl, 1141sr,
1118sr, 1074sr, 1016sl, 950sr, 935sl, 900sr, 870sr, 860sr, 829sl, 800s, 757s, 668sl,
651sl, 632sr, 618sr, 590sl, 543sl, 499sr, 476s, 436sr, 423sr, 408sl cm’. '"H-NMR (200
MHz, CD;0D, 6): 8,33 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(2)), 8,08 (d, 1H, J = 8,8 Hz, H-C(5)),
7,75 (d, 1H, J = 4,4 Hz, H-C(8)), 7,36 (dd, 1H, J= 2,2 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,53 (d,
1H, J = 6,2 Hz, H-C(3)), 3,50-3,35 (m, 2H, ArNHCH>-), 3,10-3,00 (m, 2H, -CH,NH>).
BC-NMR (50 MHz, CD;OD, 8): 152,87; 152,51; 149,73; 136,38; 127,66; 126,07;
124,38; 118,85; 99,73; 46,40; 40,88. (+t)ESI-HRMS (m/z (%)): 222,07943 ([M+H]",
100); izracunato 222,07925 (greska: +0,79 ppm). Mikroanaliza za (C,;;H;2CIN; x
1/4H,0): izracunato C 58,41; H 5,57; N 18,58; nadeno C 58,80; H 5,38; N 18,64.

N-(7-Hlorhinolin-4-il)propan-1,3-diamin (98b)

Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zastitne grupe 98a,

HN”"NH,
m jedinjenje 98b se dobija iz 97b (2,5 g, 7,44 mmol) kao bledo
cl N Zuta amorfna supstanca (1,6 g, 91%); TT = 74-76 °C.
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IR: 3350sl, 3234sr, 3062sl, 2934sl, 2867sl, 1610sl, 1578j, 1543sr, 1491sl, 1473sl,
1453sr, 1432sr, 1367sr, 1331sr, 1284sr, 1252sl, 1221sl, 1201sl, 1137j, 1078sr, 1060sl,
1045sl, 1012sl, 916sl, 898sr, 865sl, 851sr, 817sl, 800sr, 763sr, 670sl, 642sl, 619sl,
597sl, 566sl, 531sl, 517sl, 500sl, 472sl, 462sl, 424sl cm”. '"H-NMR (200 MHz,
CD;0D, 9): 8,23 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(2)), 7,96 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,66 (d,
1H, J = 1,6 Hz, H-C(8)), 7,27 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,41 (d, 1H, J =
5,6 Hz, H-C(3)), 3,36-3,24 (m, 2H, ArNHCH>-), 2,74-2,64 (m, 2H, -CH,NH,), 1,88-
1,70 (m, 2H, A-NHCH,CH>-). “C-NMR (50 MHz, CD;OD, §): 152,71; 152,48;
149,71; 136,31; 127,62; 125,97; 124,29; 118,79; 99,66; 41,72; 40,28; 32,11. (+)ESI-
HRMS (m/z (%)): 236,09489 ([M+H]’, 100); izra¢unato 236,09490 (greska: -0,04
ppm). Mikroanaliza za (C;,H;4CIN; x 2/3H,0): izracunato C 58,18; H 6,24; N 16,96;
nadeno C 58,08; H 6,42; N 16,86.

N-(7-Hlorhinolin-4-il)butan-1,4-diamin (98c¢)

Prema opsStem postupku za deprotekciju Boc zastitne grupe

NS~
m 98a, jedinjenje 98¢ se dobija iz 97¢ (1,2 g, 3,43 mmol) kao
al N bela amorfna supstanca (804 mg, 94%); TT = 128-129 °C.

IR (ATR): 3207sr, 3062sr, 2927sr, 2855sr, 1609sl, 1578j, 1543sr, 1488sl, 1451sr,
1427sr, 1366sr, 1328sr, 1280sl, 1245sl, 1206sl, 1154sl, 1136sr, 1076sr, 1031sl, 948sl,
895sr, 864sr, 846sr, 828sr, 797sr, 765sl, 748sl, 640sl, 621sl, 596sl, 547sl, 487sl, 479sl,
452sl, 42251 cm™. "H-NMR (200 MHz, CD;0OD, 8): 8,24 (d, 1H, J = 5,8 Hz, H-C(2)),
8,00 (d, 1H, J = 8,8 Hz, H-C(5)), 7,67 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)), 7,32-7,24 (m, 1H, H-
C(6)), 6,41 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 3,34-3,22 (m, 2H, ArNHCH,-), 2,68-2,54 (m,
2H, -CH,NH,), 1,78-1,42 (m, 4H, AINHCH,CH,-, -CH,CH,NH,). *C-NMR (50 MHz,
CDs0D, §): 152,78; 152,49; 149,76, 127,62; 125,95; 124,36; 118,81; 99,64; 43,82,
42,25; 31,22; 26,81. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 250,11100 ([M+H]", 100); izradunato
250,11055 (greska: +1,80 ppm). Mikroanaliza za (C;3H;¢CIN; x 1/3H,0): izracunato C
61,05; H6,57; N 16,43; nadeno C 61,28; H 6,47; N 16,32.
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N-(7-Hlorhinolin-4-il)pentan-1,5-diamin (98d)

Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zaStitne grupe
HN" ""NH,
X

98a, jedinjenje 98d se dobija iz 97d (1 g, 2,75 mmol) kao
cl N7 bledo zuta amorfna supstanca (0,63 g, 87%); TT = 75-77 °C.
IR: 3342, 2924sr, 285351, 1611sr, 1583j, 1541sr, 1453sr, 1368sr, 1332sr, 1282sl,
1248sl, 1203sl, 1136sr, 1081sl, 902sl, 877sl, 853sl, 807st, 766sl, 737sl, 622sl cm™. 'H-
NMR (200 MHz, CDCIl;3/CDs0D, 9): 8,41 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(2)), 7,89 (d, 1H, J =
2,4 Hz, H-C(8)), 7,83 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,67 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)),
7,40-7,25 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,37 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)),
3,40-3,24 (m, 2H, ArNHCH;-), 2,80-2,66 (m, 2H, -CH,NH;), 1,88-1,36 (m, 6H,
AINHCH,CH,-, ArNHCH,CH,CH,-, -CH,CH,NH,). "“C-NMR (50 MHz,
CDCIs/CDsOD, 8): 151,36; 150,30; 148,46, 134,94; 127,58; 125,05; 121,63; 117,08;
98,56, 42,74; 41,15; 32,23; 28,01; 24,09. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 264,12582
([IM+H]", 100), izradunato 264,12620 (greska: -1,44 ppm).

Opsta metoda za dobijanje amida:

N-{2-[(7-Hlorhinolin-4-il)amino]etil}adamantan-1-karboksamid (99a)

Rastvoru 1-adamantankarboksilne kiseline (84 mg, 0,47
H“/@ mmol) u DCM doda se 2 ekv 1-hidroksi-1-benzotriazol-

(6]
O\)\j hidrata (1259 mg, 0,93 mmol) i 2 ekv N-(3-
Cl N
dimetilaminopropil)-N "-etil karbodiimida (178,7 mg, 0,93

N>~

mmol). Nakon 2 sata meSanja na sobnoj temperaturi u reakcionu smesu se doda rastvor
amina 98a (103 mg, 0,47 mmol, lekv) u DCM (10 mL) i reakciona smesa se meSa 24
sata. Smesa se ispira zasi¢enim rastvorom NaHCO; i1 NaCl i susi iznad anh. Na,;SO,.
Jedinjenje 99a se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije (SiO,, -eluent:
EtOAc/MeOH/NH4OH = 80/10/10) kao bela amorfna supstanca (144 mg, 81%); TT =
286-288 °C.

IR: 3307sr, 3204sl, 2903j, 2849sr, 1621sr, 1576j, 1538j, 1451sr, 1429j, 1384sl, 1369;,
1339sl, 1306j, 1285sl, 1224j, 1168sl, 1141sr, 1124sl, 1096sl, 1079sl, 1011sl, 980sl,
897sr, 875sr, 821j, 808sr, 769sr, 719sl, 675sl, 645sl, 615sr, 566sl, 504sl, 484sl, 4765,
451sl, 428s1 cm™. "TH-NMR (200 MHz, CDCl;, §): 8,58-8,40 (m, 1H, H-C(2)), 7,98-
7,88 (m, 1H, H-C(8)), 7,81 (d, 1H, J = 8,8 Hz, H-C(5)), 7,39 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-
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C(6)), 6,95 (8s, 1H, -NH), 6,32-6,20 (m, 1H, H-C(3)), 3,80-3,65 (m, 2H, -
CH,NHCOAAJ), 3,45-3,30 (m, 2H, AINHCH>-), 2,20-1,60 (m, 15H, Ad). *C-NMR (50
MHz, CDCl;, 3): 181,49; 151,43; 150,52; 135,14; 125,61; 122,23; 46,32; 40,73; 39,13;
38,53; 36,33; 27,93. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 384,18358 ([M+H]", 100); izradunato
384,18372 (greska: -0,35 ppm). Mikroanaliza za (C,H,sCIN3O; x 1/3H,0): izracunato
C67,77; H 6,89; N 10,78; nadeno C 67,91; H 6,86; N 10,59.

N-{3-[(7-Hlorhinolin-4-il)amino|propil}adamantan-1-karboksamid (99b)

Prema opStem postupku za dobijanje amida 99a,

(6]
HN/\/\NH% jedinjenje 99b se dobija iz amina 98b (65 mg, 0,27

X

2
Cl N

mmol) i 1-adamantankarboksilne kiseline (49 mg, 0,27

mmol) u prisustvu HOBT (74 mg, 0,55 mmol) 1 EDC

(105 mg, 0,55 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash® hromatografije (SiO,,
eluent: EtOAc/MeOH/NH4OH = 80/10/10) kao bela amorfna supstanca (92 mg, 84%)
koja omeksava na 99-101 °C.

IR: 3330sr, 2904j, 2849sr, 1629sr, 1611sr, 15805, 1522j, 1490sl, 1449sr, 1428sr,
1366sr, 1354sl, 1330sr, 1282sr, 1253sr, 1218sl, 1203sr, 1138sr, 1103sl, 1080sr, 978sl,
965sl, 910sr, 872sr, 854j, 816sr, 804sr, 796sr, 766sr, 675sl, 650sl, 624sl, 601sl, 536sl,
497sl, 429sl cm™. "TH-NMR (200 MHz, CDCls, 8): 8,45 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(2)),
8,00 (d, 1H, J = 9,2 Hz, H-C(5) ), 7,90 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)), 7,36 (dd, 1H, J =
1,8 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,74 ($s, 1H, -NH), 6,35 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(3)), 6,10
(8s, 1H, -NH), 3,50-3,20 (m, 4H, ArNHCH,-, -CH,NHCOAdJ), 2,10-1,60 (m, 17H,
ArNHCH,CH,-, Ad). ®C-NMR (50 MHz, CDCls, 8): 179,56; 151,67; 150,12; 149,14;
134,84; 128,04; 125,20; 122,28; 117,62; 98,32; 40,70; 39,29; 38,87; 36,34; 35,89,
28,37; 27,99. (H)ESI-HRMS (m/z (%)): 398,20283 ([M+H]", 100); izradunato
398,19937 (greska: 0,70 ppm). Mikroanaliza za (C,3H,3CIN3O; x 4/3H,0): izracunato
C65,47; H7,33; N 9,96; nadeno C 65,96; H 7,16; N 9,76.
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N-{3-[(7-Hlorhinolin-4-il)amino]propil}adamantan-1-karboksamid (99c)

Prema opStem postupku za dobijanje amida 99a,
HN/\/\/NH& jedinjenje 99¢ se dobija iz amina 98¢ (150 mg, 0,60

m o mmol) i 1-adamantankarboksilne kiseline (108 mg,
g N 0,60 mmol) u prisustvu HOBT (162 mg, 1,20 mmol) i

EDC (230 mg, 1,20 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash* hromatografije (SiO,,
eluent: DCM/MeOH(NH3; zas.) = 100/3) kao bela amorfna supstanca (153 mg, 61%);
TT =217-219 °C.

IR: 3306sr, 3066sl, 2905sr, 2849sl, 1630sr, 1582j, 1538j, 1492sl, 1469sl, 1450sr,
1434sr, 1366sr, 1345sr, 1331sr, 1288sr, 1257s1, 1238sl1, 1201sl, 1184sl, 1169sl, 1140sr,
1084sl, 1042j, 975sl, 960sl, 918sl, 871sr, 854j, 820sr, 797j, 766sl, 742sl, 697sl, 675sl,
655sl, 602sl, 568sr, 549sr, S14sr, 501sl, 483sl, 462sl, 426sl, 409sl cm™. "TH-NMR (200
MHz, CDCls, CD;0D, 9): 8,36 (m, 1H, J= 5,6 Hz, H-C(2)), 7,97 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-
C(9)), 7,85 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)), 7,35 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)),
6,37 (d, 1H, J = 5,8 Hz, H-C(3)), 3,40-3,22 (m, 4H, -ArNHCH,-, -CH,NHCOAJ), 2,03
(s, 3H, -Ad), 1,90-1,54 (m, 14H, A-INHCH,CH,-, -CH,CH,NHCOAd, Ad). *C-NMR
(50 MHz, CDCls, CD;0D, §): 179,25; 150,96; 150,63; 148,19; 135,01; 126,96; 124,99;
122,19; 117,16; 98,32; 42,33; 40,37; 38,91; 38,56; 38,44; 36,18; 27,82; 27,24; 24,87.
(HESI-HRMS (m/z (%)): 412,21518 ([M+H]", 100), izradunato 412,21502 (greska:
+0,41 ppm). Mikroanaliza za (C,4H30CIN;O x H;0): izratunato C 67,04; H 7,50; N
9,77; nadeno C 66,72; H 7,37; N 9,44.

N-{5-[(7-Hlorhinolin-4-il)amino]pentil} adamantan-1-karboksamid (99d)

Prema opStem postupku za dobijanje amida 99a,

(0]
HN/\/\/\NH% jedinjenje 99d se dobija iz amina 99d (78 mg, 0,27

= mmol) i 1-adamantankarboksilne kiseline (50 mg, 0,27

mmol) u prisustvu HOBT (74 mg, 0,55 mmol) i EDC

e
Cl N

(106 mg, 0,55 mmol). Proizvod se izoluje nakon dry-flash® hromatografije (SiO,,
eluent: EtOAc/MeOH/NH4OH = 92/4/4) kao bela amorfna supstanca (94 mg, 75%); TT
=176-78 °C.

IR: 3304j, 2905j, 2849sr, 1625sr, 1612sr, 1577j, 1528], 1489sl, 1473sl, 1449sr, 1428sr,
1374sr, 1344sl, 1331sr, 1298sr, 1278sr, 1244sl, 1231sl, 1197sl, 1176sl, 1135sr, 1106sl,
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1077sr, 983sl, 902sr, 878sr, 852sr, 822sr, 804j, 768sr, 724sl, 675sl, 648sl, 597sl, 540sr,
519sr, 481sr, 460sl, 430sr cm™. "H-NMR (200 MHz, CDCls, 8): 8,43 (d, 1H, J = 5,6
Hz, H-C(2)), 8,14 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,92 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,33
(dd, 1H, J=2,2 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,35 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 6,19 (8s, 1H,
-NH), 5,83 (8s, 1H, -NH), 3,38-3,18 (m, 4H, ArNHCH,-, -CH,NHCOAJ), 2,10-1,40 (m,
21H, ArNHCH,CH,-, AINHCH,CH,CH,-, -CH,CH,NH,, Ad). "C-NMR (50 MHz,
CDCls, 6): 178,81; 151,18; 150,14; 147,24; 135,57; 126,83; 125,41; 122,61; 116,93;
98,56; 43,25; 40,64; 39,28; 38,09; 36,40; 29,86; 28,01; 27,50; 23,86. (+)ESI-HRMS
(m/z (%)): 426,23699 ([M+H]', 100); izradunato 426,23067 (greska: +1,84 ppm).
Mikroanaliza za (C,sH3,CIN3O, x 2/3H,0): izracunato C 68,55; H 7,67; N 9,59;
nadeno C 68,64; H 7,54; N 9,35.

2-(1-Adamantil)-N-{2-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]etil}acetamid (100a)

Prema opStem postupku za dobijanje amida 99a, jedinjenje
HN/\/NHH/@ 100a se dobija iz amina 98a (104 mg, 0,31 mmol) i 1-
CIO\)N\j > adamantansiréetne kiseline (60 mg, 0,31 mmol) u prisustvu
HOBT (84 mg, 0,62 mmol) 1 EDC (119 mg, 0,62 mmol).
Proizvod se izoluje nakon “dry-flash* hromatografije (SiO,, eluent: EtOAc/MeOH(NH;
zas.) = 95/5) kao bela amorfna supstanca (102 mg, 83%); TT = 98-100 °C.
IR: 3263sr, 2899j, 2845sr, 1650sr, 1609sl, 1580sr, 1562sr, 1538j, 1451sr, 14295, 1382sl,
1368sr, 1338sr, 1294sr, 1284), 1244sl, 1223j, 1162sr, 1142sr, 1103sl, 1082sr, 1046sl,
900sr, 875sr, 852j, 823sr, 8105, 804sr, 768sr, 752sl, 655sl, 632sr, 622sr, 597sr, 569sr,
539sr, 474j, 425sr, 407sl cm™. "H-NMR (200 MHz, CDCls, CD;OD, 8): 8,36 (d, 1H, J
= 5,6 Hz, H-C(2)), 7,92-7,82 (m, 2H, H-C(8), H-C(5)), 7,40-7,32 (m, 1H, H-C(6)), 6,40
(d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 3,70-3,58 (m, 2H, -CH,NHCOCH,Ad), 3,40-3,30 (m, 2H,
ArNHCH,-), 1,98 (s, 2H, -CH>Ad), 1,83 (s, 3H, -Ad) 1,70-1,44 (m, 12H, Ad). “C-
NMR (50 MHz, CDCl;, CD;0D, 6): 174,32, 151,10; 150,56; 148,14; 135,17; 127,07;
125,27;122,32; 116,93; 97,79; 45,29; 42,41, 37,98, 36,35; 32,65; 28,32. (+)ESI-HRMS
(m/z (%)): 398,20063 ([M+H]', 100); izra¢unato 398,19937 (greska: +3,18 ppm).
Mikroanaliza za (C3HysCIN;O x 1/3H,0): izracunato C 68,39; H 7,15; N 10,40;
nadeno C 68,27; H7,16; N 10,11.
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2-(1-Adamantil)-V-{3-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]propil}acetamid (100b)

= Prema opStem postupku za dobijanje amida 99a,

HN/\/\NHK/@ jedinjenje 100b se dobija iz amina 98b (67 mg, 0,28

O\)\j . mmol) i l-adamantansiréetne kiseline (55 mg, 0,28
cl N

mmol) u prisustvu HOBT (76 mg, 0,56 mmol) i EDC
(107 mg, 0,62 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash® hromatografije (SiO,,
eluent: EtOAc/MeOH/NH4OH) = 96/2/2) kao bela amorfna supstanca (66 mg, 56%);
TT = 124-126 °C.

IR: 3255sr, 3066sl, 2899j, 2845sr, 1632sr, 1610j, 1579j, 15405, 14505, 1367sr, 1330sr,
1262sr, 1233sr, 1212sr, 1168sl, 1138sr, 1093sr, 1030sr, 991sl, 904sl, 876sl, 853sl,
802sr, 767sl, 732j, 700sl, 650sl, 602sl, 532sl, 418sl, 403sl cm™. "TH-NMR (200 MHz,
CDCls, 9): 8,47 (d, 1H, J = 5,3 Hz, H-C(2)), 7,99 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,92 (d,
1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)), 7,38 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,66 (Ss, 1H, -
NH), 6,38 (d, 1H, J = 5,3 Hz, H-C(3)), 5,84 (Ss, 1H, -NH), 3,46-3,35 (m, 4H,
ArNHCH,-, -CH,NHCOCH,Ad), 2,26-1,54 (m, 21H, ArNHCH,CH,-, -CH,Ad, Ad).
BC-NMR (50 MHz, CDCls, &): 172,52; 151,67; 150,18; 149,18; 135,03; 128,23;
125,40; 122,21; 117,66; 98,41; 51,93; 42,75; 39,09; 36,69; 36,18; 32,83; 28,57; 28,43.
(H)ESI-HRMS (m/z (%)): 412,21650 ([M+H]", 100); izradunato 412,21502 (greska:
+3,61 ppm).

2-(1-Adamantil)-N-{4-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]butil}acetamid (100c¢)

& Prema opstem postupku za dobijanje amida 99a,
H

N
NN T jedinjenje 100¢ se dobija iz amina 98¢ (150 mg, 0,60
N
= O\)Nj mmol) i 1-adamantansiréetne kiseline (117 mg, 0,60

mmol) u prisustvu HOBT (162 mg, 1,20 mmol) i EDC
(230 mg, 1,20 mmol). Proizvod se izoluje nakon ’dry-flash* hromatografije (SiO,,
eluent: DCM/MeOH(NH3 zas.) = 100/3) kao bela amorfna supstanca (181 mg, 71%);
TT = 180-182 °C.

IR: 3291sr, 3062sl, 2899j, 2845sr, 1645sr, 1611sl, 1578j, 1538sr, 1489sl, 1470sl,
1449sr, 1434sr, 1367sr, 1349sl, 1330sr, 1314sl, 1277sr, 1254sl, 1204sr, 1138sr, 1101sl,
1080sr, 99551, 964sl, 897sl, 873sl, 852sr, 821sl, 800sr, 768sl, 745sl, 713sl, 646sl, 622sl,
599sl, 533sl, 498sl, 454sl, 428sr, 414sl cm™. "TH-NMR (200 MHz, CDCls;, CD;0D, §):
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8,36 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(2)), 7,94 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,84 (d, 1H, J=2,2
Hz, H-C(8)), 7,35 (dd, 1H, J= 2,2 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,60 (s, 1H, -NH), 6,32 (d,
1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 3,50-3,20 (m, 3H, ArNHCH>-, -NH), 3,70-3,50 (m, 2H, -
CH,NHCOCH,Ad), 2,10-1,40 (m, 21H, ArNHCH,CH,-, ArtNHCH,CH,CH>-, -CH,Ad,
Ad). BC-NMR (50 MHz, CDCl;, CD;0D, 8): 172,11; 151,09; 150,54; 148.,30; 134,95;
127,13; 125,00; 122,19; 117,17; 98,38; 51,28; 42,43; 38,73; 38,60; 36,51; 32,56; 28,41,
27,46; 25,13. (HESI-HRMS (m/z (%)): 426,23085 ([M+H]", 100), izradunato
426,23067 (greska: +0,43 ppm). Mikroanaliza za (C,sH3,CIN;O x 1/5H,0): izraCunato
C 69,90; H 7,60; N 9,78; nadeno C 69,96; H 7,59; N 9,82.

2-(1-Adamantil)-V-{5-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]pentil}acetamid (100d)

Prema opsStem postupku za dobijanje amida 99a,
jedinjenje 100d se dobija iz amina 98d (73 mg,
0,28 mmol) i 1-adamantansircetne kiseline (54 mg,

0,28 mmol) u prisustvu HOBT (74 mg, 0,55 mmol)

1 EDC (106 mg, 0,55 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash® hromatografije
(S10,, eluent: EtOAc/MeOH/NH4OH) = 80/10/10) kao bela amorfna supstanca (52 mg,
43%); TT = 185-187 °C.

IR: 3341sr, 3226sl, 3181sl, 3042sl, 2897j, 2840sr, 1651j, 1610sl, 1582j, 1543j, 1487sl,
1449sr, 1433sr, 1379sr, 1366sr, 1349sl1, 1330sr, 1283sr, 1259sl, 1330sr, 1283sr, 1259sl,
1212sr, 1201sl, 1182sl, 1150sl, 1136sr, 1094sl, 1031sr, 1021sl, 996sl, 978sl, 959sl,
907sr, 868sr, 852j, 821sr, 801j, 782sr, 766sl, 729sr, 704sl, 649sr, 629sl, 597sl, 535sr,
519sl, 499sl, 421sl cm™. "H-NMR (200 MHz, CDCl;, 8): 8,51 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-
C(2)), 7,95-8,85 (m, 2H, H-C(5), H-C(8)), 7,34 (dd, 1H, J = 2,1 Hz, J = 8,8 Hz, H-
C(6)), 6,37 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(3)), 5,57 (8s, 1H, -NH), 5,42 (8s, 1H, -NH), 3,40-
3,20 (m, 4H, ArNHCH,-, CH,NHCOCH,Ad), 2,10-1,40 (m, 23H, ArNHCH,CH>-, -
CH>Ad, ArNHCH,CH,CH,-, -CH,CH,NHCOCH,Ad, Ad). “C-NMR (50 MHz,
CDCls, 6): 171,50; 151,96; 150,07; 149,14; 134,77; 128,58; 125,12; 121,68; 117,26;
98,87; 51,98; 43,13; 42,70, 38,42; 36,69; 32,74; 29,84; 28,57; 27,79; 24,05. (+)ESI-
HRMS (m/z (%)): 440,25264 ([M+H]", 100); izradunato 440,24632 (greska: +14,35
ppm).
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1,3-Diazidobutan (101f)

Smesa 1,3-dibrombutana (10 g, 46,31 mmol) i natrijum azida (15,06
E L5 N3 ] g, 23158 mmol, 5 ekv) u DMF (40 mL) meSa se na uljanom kupatilu

(50 °C) preko no¢i. Reakcija se prekida dodatkom vode i EtOAc. Slojevi se razdvoje, a
vodeni sloj se ekstrahuje EtOAc (3 x 50 mL). Spojeni organski slojevi suse se iznad
anh. Na,SO4. Nakon cedenja rastvara¢ se ukloni isparavanjem pod sniZenim pritiskom,
a proizvod 101f precisti “dry-flash” hromatografijom: (SiO,, eluent: heksan). Bezbojno
ulje (6,3 g, 97%).

IR (ATR): 3336sl, 2975sr, 2934sr, 2877sl, 2498sl, 2099j, 1456sr, 1380sl, 1355sl,
1323sl, 1267sr, 1134sl, 1088sl, 1020sl, 904sl, 869sl, 780sl, 634sl cm™. "H-NMR (200
MHz, CDCl;s, §): 3,70-3,50 (m, 1H, N3CH(CHj3)-), 3,50-3,35 (m, 2H, -CH,N3), 1,80-
1,60 (m, 2H, N3CH(CH;)CH>-), 1,32 (d, 3H, J = 6,2 Hz, -CHs). *C-NMR (50 MHz,
CDCls, 6): 54,86; 48,05; 35,16; 19,23.

1,4-Diazidopentan (101g)

[

3

] Prema opisanom postupku za dobijanje diazida 101f, proizvod 101g

se dobija iz 1,4-dibrompentana (10 g, 43,68 mmol) i natrijum azida

(14,14 g, 217,44 mmol). Proizvod se precisti “dry-flash” hromatografijom: (SiO,,
eluent: heksan). Bezbojno ulje (6,2 g, 93%).

IR (ATR): 3336sl, 2973sr, 2936sr, 2874sr, 2500sl, 2097j, 1456sr, 1381sl, 1353sl,
1258sr, 1133sl, 971sl, 854sl, 629s] cm™. "H-NMR (200 MHz, CDCl3, 8): 3,60-3,40 (m,
1H, N3;CH(CHs)-), 3,40-3,20 (m, 2H, -CH,N3), 1,80-1,40 (m, 4H, N3;CH(CH3)CH>-, -
CH,CH,N3), 1,29 (d, 3H, J = 6,8 Hz, -CH;). *C-NMR (50 MHz, CDCl;, 8): 57,32;
50,96; 33,16; 25,38; 19,27.

Butan-1,3-diamin (102f)
)\/\ Smesa diazida 101f (13,5 g, 96,6 mmol) i 2 ekv PhsP (50,7 g, 193,2
LHZN 15 ] mmol) u toluenu (150 mL) se refluktuje 15 min., zatim ohladi na

sobnu temperaturu, doda se voda (18 mL) i refluktovanje nastavi preko no¢i. Reakcija
se ohladi na sobnu temperaturu i prebaci u levak za ekstrakciju da se slojevi razdvoje.
Donji sloj se prikupi i prevede u so pomocu metanolnog rastvora hlorovodonika.

Uparavnjem MeOH pod snizenim pritiskom u balonu zaostaje 1,3-butandiamin
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dihidrohlorida. Diamin 102f se dobija destilacijom soli (11,1 g, 68,9 mmol) preko
natrijum hidroksida (18 g, 450 mmol) kao bezbojno ulje (4,8 g, 78%, t.k. 138 °C).

IR (ATR): 3354j, 3281j, 3194sr, 2956j, 2922, 2869sr, 2757sl, 2664sl, 1600j, 1456sr,
1376sr, 1348sl, 1141sl, 1091sl, 1064sl, 881sr, 835sr cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCl;,
9): 3,05-2,95 (m, 1H, NH,CH(CH3)-), 2,85-2,75 (m, 2H, -CH,NH,), 1,60-1,40 (m, 2H, -
CH>CH,NH,), 1,08 (d, 3H, J = 6,3 Hz, -CH;). “C-NMR (125MHz, D,0, 8): 44,92;
43,48; 39,44; 24,35. Mikroanaliza za (C4H4CI;N,): izracunato C 29,83; H 8,76; N
17,39; nadeno C 29,86; H 8,91; N 17,48.

Pentan-1,4-diamin (102g)

.

mmol) i PhsP (55,7 g, 212,6 mmol) u prisustvu metanolnog rastvora hlorovodonika.

Prema opisanom postupku za dobijanje diamina 102f, 1,4-

pentandiamin dihidrohlorid se dobija iz diazida 101g (16,4 g, 106,3

Diamin 102g se izoluje destilacijom soli (15,6 g, 89,3 mmol) preko natrijum-hidroksida
(22 g, 550 mmol). Bezbojno ulje (7,3 g, 81%, t.k. 162 °C).

IR (ATR): 3427j, 3035j, 2440sr, 1994sl, 1604sr, 1482j, 1469j, 1454j, 1392sr, 1334sl,
1290sl, 1266sr, 1201sr, 1167sr, 1103sr, 1044sr, 991sl, 948sr, 946sr, 846sr, 759sl, 508sr,
437sl, 421sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCl3, 8): 2,95-2,70 (m, 1H, NH,CH(CH3)-),
2,70-2,95 (m, 2H, -CH,NH;), 1,60-1,40 (m, 2H, -CH,CH;NH;), 1,40-1,25 (m, 2H,
NH,CH(CH3)CH>-), 1,07 (d, 3H, J = 6,2 Hz, -CH3). ®*C-NMR (125 MHz, D0, §):
47,85; 42,85; 37,96; 30,86; 23,35.

Opsta metoda za selektivau zaStitu sterno slobodnije amino-grupe diamina Boc-om:

terc-Butil (2-aminopropil)karbamat (103e)

L JV ] Smesa 1,2-propandiamina (2 mL, 23,48 mmol) i ferc-butil-
NHBoc
H,N

fenilkarbonata (8,7 mL, 46,95 mmol) u apsolutnom etanolu (50 mL)

zagreva se na 80 °C preko noéi. Etanol se ukloni destilacijom pod snizenim pritiskom, u
smesu se doda voda i pH podesi na 3 pomo¢u 3M HCI. Smesa se prebaci u levak za
odvajanje, a vodeni sloj ekstrahuje DCM (2 x 50 mL). Dodatkom vodenog rastvora
natrijum-hidroksida pH vodenog sloja podesi se na pH 10, a supstanca se ekstrahuje
DCM (2 x 50 mL). Spojeni organski slojevi isperu se zasi¢enim rastvorom NaCl i suSe

iznad anh. Na,SO,. Rastvarac¢ se ukloni uparavanjem pod snizenim pritiskom. Proizvod
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se dobija nakon preciS¢avanja “dry-flash” hromatografijom: (SiO;, eluent:
DCM/(MeOH/NH3 zas.) = 95/5) kao bela amorfna supstanca (2,59 g, 69%); TT = 74-76
°C.

IR (ATR): 3371sr, 2979sr, 2933sr, 1686j, 1528j, 1458sl, 1391sl, 1367sr, 1325sl,
1274sr, 1250sr, 1172j, 1057sl, 991sl, 909sl, 861sl, 815sl, 783sl, 723sl, 627sr cm™. 'H-
NMR (500 MHz, CDCls, d): 5,04 (8s, 1H, -NH), 3,20-3,10 (m, 1H, -CH,NHBoc), 3,05-
2,95 (m, 1H, NH,CH(CHj3)-), 2,95-2,85 (m, 1H, -CH,NHBoc), 1,44 (s, 9H, -NHCOO-
C(CHs)s), 1,34 (8s, 2H, -NH,), 1,07 (d, 3H, J = 6,2 Hz, -CH3). “C-NMR(125 MHz,
CDCl;, 6): 156,19; 79,06, 48,46; 46,81; 28,33; 21,44. (+)ESI-HRMS (m/z (%)):
175,14451 (IM+H]", 100); izradunato 175,14410 (greska: +2,30 ppm). Mikroanaliza za
(CsHigN2O, x 1/3 DCM): izra¢unato C 49,41; H 9,29; N 13,83; nadeno C 49,27; H 9,09;
N 13,80.

terc-Butil (3-aminobutil)karbamat (103f)

J\/\ Prema opstem postupku za dobijanje mono-Boc zaSti¢enog diamina
[HZN NHBO"] 103e, selektivnom zastitom sterno slobodnije amino-grupe diamina,

jedinjenje 103f se dobija iz 1,3-butandiamina (102f) (1,9 g, 21,55 mmol, 1 ekv) i ferc-
butil-fenilkarbonata (8,0 mL, 43,11 mmol, 2 ekv). Proizvod se nakon precisCavanja
“dry-flash” hromatografijom: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH3 zas.) = 95/5) izoluje kao
bezbojno viskozno ulje (2,96 g, 73%).

IR (ATR): 3344sl, 2973sr, 2929sl, 1686j, 1519sr, 1452sl, 1390sl, 1364sr, 1275sr,
1249sr, 1168j, 1041sl, 1015sl, 946sl, 898sl, 868sl, 846sl, 779sl, 758sl, 717sl, 704sl,
681sl, 659sl, 644sl, 596sl, 578sl, 566sl, 539sl, 530sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCl;,
d): 5,04 (8s, 1H, -NH), 3,35-3,20 (m, 1H, -CH,NHBoc), 3,20-3,05 (m, 1H, -
CH,NHBoc), 3,05-2,90 (m, 1H, NH,CH(CHs)-), 1,60-1,50 (m, 1H, NH,CH(CH3)CH>-),
1,50-1,35 (m, 10H, NH,CH(CH3)CH,., -NHCOO-C(CHs)3), 1,31 (8s, 2H, -NH>), 1,10
(d, 3H, J = 6,4 Hz, -CHs). “C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 156,08; 78,98; 45,21;
39,54; 38,26; 28,42; 24,61. (Y)ESI-HRMS (m/z (%)): 189,15990 ([M+H]", 100);
izracunato 189,15975 (greska: +0,79 ppm).
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terc-Butil (4-aminopentil)karbamat (103g)

Prema opstem postupku za dobijanje mono-Boc zasti¢enog diamina
q NJ\/\/NHBOC
2

103e, selektivnom zastitom sterno slobodnije amino-grupe diamina,

jedinjenje 103g se dobija iz 1,4-pentandiamina (3 g, 29,33 mmol, 1 ekv) i ferc-butil-
fenilkarbonata (10,88 mL, 58,63 mmol, 2 ekv). Proizvod se nakon prec¢iSc¢avanja “dry-
flash” hromatografijijom: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) izoluje kao
bezbojno viskozno ulje (4,03 g, 68%).

IR (ATR): 3256sl, 2897j, 2844sr, 1610sl, 1571j, 1535j, 1449sr, 1376sr, 1331sr, 1277sl,
1263sl, 1201sl, 1050sl, 1119sl, 1079sl, 904sl, 876sl, 851sl, 806sl, 767sl, 735sr, 703sl,
645sl, 623sl, 597sl, 559sl, 532sl, 510sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCl;, 8): 5,00 (§s,
1H, -NH), 3,20-3,00 (m, 2H, -CH>NHBoc), 3,00-2,85 (m, 1H, NH,CH(CH3)-), 2,04 (Ss,
1H, -NH), 1,60-1,50 (m, 2H, -CH,CH,NHBoc 1,50-1,40 (m, 9H, -NHCOO-C(CHj3)3),
1,40-1,30 (m, 2H, NH,CH(CH;)CH,-), 1,08 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CH3). *C-NMR (125
MHz, CDCls, 6): 155,88; 78,68; 46,45; 40,38; 36,68; 28,23; 26,71; 23,59. (+)ESI-
HRMS (m/z (%)): 203,17601 ([M+H]',100); izra¢unato 203,17540 (greska: +2,97
ppm).

terc-Butil (3-aminopentil)karbamat (103h)

/(/\ Prema opsStem postupku za dobijanje mono-Boc zasticenog diamina
LHZN NHBoc]

103e, selektivnom zaStitom sterno slobodnije amino-grupe diamina,

jedinjenje 103h se dobija iz 1,3-diaminopentana (4 mL, 33,47 mmol, 1 ekv) i ferc-butil-
fenilkarbonata (12,5 mL, 66,94 mmol, 2 ekv). Proizvod se nakon preci§¢avanja “dry-
flash” hromatografijom: (Si0O,, eluent: DCM/MeOH(NHj; zas.) = 95/5) izoluje kao bela
amorfna supstanca (4,87 g, 72%); TT = 77-79 °C.

IR (ATR): 3363sr, 2966sr, 2931sr, 2876sl, 1683, 1524sr, 1457sl, 1389sl, 1364sr,
1328sl, 1272sr, 1248sr, 1169j, 1042sl, 1022sl, 953sl, 921sl, 870sl, 816sl, 780sl, 741sl,
509sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 5,34 (3s, 1H, -NH), 3,40-3,25 (m, 1H, -
CH,;NHBoc), 3,25-3,15 (m, 1H, -CH,NHBoc), 2,75-2,65 (m, 1H, N,HCH(CH,CHs)-),
5,34 (8s, 1H, -NH>), 1,70-1,60 (m, 1H, -CH,CH,NHBoc), 1,50-1,40 (m, 10H, -CH,CH3,
-NHCOO-C(CH3)3), 1,40-1,30 (m, 2H, -CH,CH3, -CH,CH,NHBoc), 0,92 (t, 3H, J= 7,4
Hz, -CH,CH;). ®C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 156,04; 78,76; 51,07; 38,16; 36,70;
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31,01; 28,33; 10,16. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 203,17624 ([M+H]+, 100); izra¢unato
203,17540 (greska: +4,11 ppm). Mikroanaliza za (C;0H22N,O; x 2/3H,0): izratunato
C 56,05; H10,97; N 13,07; nadeno C 56,12; H 10,47; N 12,67.

Di-terc-butil [piperazin-1,4-diilbis(propan-3,1-diil)|biskarbamat (103i)
V7 NHBoo\ Rastvor Boc,O u DCM (0,5 M: 4,24 g Boc,O (19,43 mmol) u 39

H/ mL DCM ukapava se tokom 2 sata na ledenom kupatilu u 0,25 M

[Nj rastvor 1,4-bis(3-aminopropil)piperazina (4 mL, 19,43 mmol, 2 ekv

h u 155 mL DCM). Po zavrSetku ukapavanja reakciona smesa se

(Lo N/H mesa 1 h na ledenom kupatilu 1 ostavi da se postepeno zagreje do
\_J sobne temperature. Formirani talog se procedi na Biichner-ovom

levku 1 filtrat koncentruje. Ulje koje zaostaje u balonu se rastvori u EtOAc 1 prebaci u
levak za odvajanje. Rastvor se ispira zasi¢enim rastvorom NaHCOs 1 NaCl, susi iznad
anh. Na,SO4 i1 koncentrovani destilacijom pod snizenim pritiskom. Proizvod 103i se
izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NHj3 zas.) = 95/5)
kao bezbojna amorfna supstanca (1,79 g, 46%); TT = 73-75 °C.

IR (ATR): 3200sr, 3008sl, 2960sr, 2869sl, 2811sr, 2744sl, 2020sl, 1712j, 1553sr,
1457sl, 1387sl, 1362sl, 1272sr, 1169sr, 1114sl, 1084sl, 1032sl, 1005sl, 972sr, 888sl,
856sl, 819sl, 764sl, 733sl, 693sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 3,30-3,05 (m,
2H, -CH,NHBoc), 2,75-2,25 (m, 12H, -CH,N(CH,CH,),NCH>-, -N(CH,CH>),N-),
1,85-1,55 (m, 2H, -CH,CH,NHBoc), 1,44 (s, 18H, -NHCOO-C(CH3)3). *C-NMR (125
MHz, CDCls, 3): 156,04; 78,74; 56,84; 53,20; 39,97; 28,42; 26,31. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 401,31137 (IM+H]", 100); izradunato 401,31223 (greska: -2,15 ppm).

terc-Butil {2-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]propil}karbamat (104e)

J\/NHB Prema opStem postupku za dobijanje mono-Boc zaSti¢enih
oC
HN

: \I hinolina (97a), jedinjenje 104e se dobija iz 4,7-DCQ (3,18 g,
Cl N/

16,70 mmol, 1 ekv) 1 mono-N-Boc-zasticenog 1,2-

diaminopropana 103e (5,60 g, 32,14 mmol, 2 ekv). Proizvod se izoluje nakon
preciS¢avanja  viSestrukom  hromatografijom:  “dry-flash”  (SiO,,  eluent:

DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) 1 “flash” hromatografijom (Biotage SP1 RP kolona,
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gradijent: MeOH/H,0 = 6/4—7/3) kao bela amorfna supstanca (4,75 g, 88%); TT =
227-229 °C.

IR (ATR): 3372j, 3187}, 2977j, 2933sr, 1674j, 1613sr, 1578j, 1537sr, 1488sl, 1452sr,
1429sl, 1380sl, 1366sl, 1335sl, 1295sr, 1252sr, 1200sl, 1172sr, 1154sr, 1082sl, 1056sl,
988sl, 957sl, 904sl, 875sl, 855sl, 819sl, 769sl, 648sl, 625sl, 594sl, 511sl, 454sl, 439sl
cm™. "H-NMR (500 MHz, CD;0D, §): 8,29 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(2)), 8,01 (d, 1H, J
= 9,0 Hz, H-C(5)), 7,72 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,30 (dd, 1H, J= 1,5 Hz, J = 9,0
Hz, H-C(6)), 6,54 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(3)), 3,95-3,80 (m, 1H, ArNHCH(CHs)-),
3,35-3,25 (m, 1H, -CH>NHBoc), 3,25-3,10 (m, 1H, -CH,NHBoc), 1,36 (s, 9H, -
NHCOO-C(CHs)3), 1,27 (d, 3H, J = 6,5 Hz, -CH;). *C-NMR (125 MHz, CD;0D, 3):
159,34; 152,42; 152,14; 149,75, 136,34; 127,65; 125,96; 124,42; 118,76; 100,02; 80,40;
46,25; 28,86; 17,78. (+t)ESI-HRMS (m/z (%)): 336,14719 ([M+H]", 100); izradunato
336,14733 (greska: -0,41 ppm). Mikroanaliza za (C;7H2,CIN30,): izracunato C 60,80;
H 6,60; N 12,51; nadeno C 60,57; H 6,70; N 12,71.

terc-Butil {3-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]butil}karbamat (104f)

)\/\ Prema opStem postupku za dobijanje mono-Boc zasti¢enih
HN NHBo«

J hinolina (97a), jedinjenje 104f se dobija iz 4,7-DCQ (3,33 g,

cl \Nl 16,81 mmol, 1 ekv) i mono-N-Boc-zasticenog butan-1,3-

diamina 103f (3,8 g, 20,18 mmol, 1,2 ekv). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash”
hromatografije: (Si0,, gradijent: DCM/MeOH(NH3 zas.) = 95/5—8/2) kao bela amorfna
supstanca (4,29 g, 73%); TT = 168-171 °C.

IR (ATR): 3342sr, 3192sr, 2972sr, 1677j, 1611sr, 1579j, 1538sr, 1488sl, 1450sl,
1434sr, 1378sl, 1366sl, 1334sl, 1284sr, 1251sl, 1228sl, 1152sr, 1131sl, 1088sl, 1066sl,
1039sl, 1017sl, 985sl, 956sl, 930sl, 885sl, 855sl, 808sr, 764sr, 737sr, 645sl, 624sl,
600sl, 576sl, 551sl, 515s1 cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCl;, 8): 8,50 (d, 1H, J = 5.4 Hz,
H-C(2)), 7,94 (d, 1H, J = 2,1 Hz, H-C(8)), 7,78 (d, 1H, J = 7,6 Hz, H-C(5)), 7,35 (dd,
1H, J = 2,2 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,39 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(3)), 5,36 (Ss, 1H, -
NH), 4,82 (8s, 1H, -NH), 3,85-3,75 (m, 1H, ArNHCH(CH3)-), 3,35-3,27 (m, 1H, -
CH,NHBoc), 3,27-3,15 (m, 1H, -CH>NHBoc), 2,00-1,80 (m, 2H, ArNHCH(CH3)CH>-),
1,45 (s, 9H, -NHCOO-C(CHs)3), 1,34 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CH;). “C-NMR (125 MHz,
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CDCls, 6): 156,18; 151,91; 149,33; 148,93; 134,84; 128,74; 125,18; 121,29; 117,33;
99,10, 79,71; 46,46; 37,53; 36,83; 28,39; 20,20. (H)ESI-HRMS (m/z (%)):
350,16329M+H]", 100); izradunato 350,16298 (greska: +0,87 ppm). Mikroanaliza za
(C18H24CIN3O; x 3/2H,0): izracunato C 59,74; H 7,06; N 11,61; nadeno C 59,66; H
7,00; N 11,60.

terc-Butil {4-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]pentil}karbamat (104g)

J\/\/NHBOC Prema opsStem postupku za dobijanje mono-Boc zasti¢enih
HN

P hinolina (97a), jedinjenje 104g se dobija iz 4,7-DCQ (881
al Sn | mg, 4,45 mmol, 1 ekv) i mono-N-Boc-zasti¢enog pentan-1,4-

diamina 103g (1,8 g, 8,90 mmol, 2 ekv). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash”
hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NHj zas.) = 95/5—8/2) kao bela amorfna
supstanca (1,12 g, 69%); TT = 137-139 °C.

IR (ATR): 3290sl, 3183sl, 2967sl, 2925sl, 2839sl, 1677j, 1613sl, 15705, 1541sr, 1492sl,
1450sl, 1438, 1432sl, 1383sl, 1364sl, 1331sl, 1294sr, 1283sr, 1254sl, 1212sl, 1165sl,
1149sr, 1105sl, 1082sl, 1068sl, 1056sl, 1026sl, 978sl, 912sl, 900sl, 878sl, 863sl, 852sl,
819sl, 805, 770sl, 749sl, 719sl, 683sl, 654sl, 635sl, 622sl, 599sl, 550sl cm™. "TH-NMR
(500 MHz, CDCls, 9): 8,51 (d, 1H, J = 5,4 Hz, C(2)H), 7,94 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-
C(®)), 7,75 (d, 1H, J = 8,7 Hz, H-C(5)), 7,34 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 8,9 Hz, H-C(6)),
6,40 (d, 1H, J= 5,5 Hz, H-C(3)), 5,16 (8s, 1H, -NH), 4,66 ($s, 1H, -NH), 3,80-3,65 (m,
1H, ArNHCH(CHs), 3,25-3,15 (m, 1H, -CH,NHBoc), 3,15-3,05 (m, 1H, -CH,NHBoc),
1,75-1,65 (m, 1H, ArNHCH(CH3)CH>-), 1,65-1,55 (m, 3H, ArNHCH(CH3)CH,-, -
CH,CH,NHBoc), 1,45 (s, 9H, -NHCOO-C(CH:)3), 1,31 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CH;). *C-
NMR (125 MHz, CDCls, d): 156,26; 151,97; 149,36; 148,92; 134,79; 128,79; 125,12,
121,17; 117,25; 99,14; 79,41, 48,43; 40,24; 33,22; 28,38; 27,28; 20,46. (+)ESI-HRMS
(m/z (%)): 364,17775 ([M+H]", 100); izradunato 364,17863 (greska: -2,43 ppm).
Mikroanaliza za (C9HcCIN3O, x 1/2H,0): izracunato C 61,20; H 7,30; N 11,27;
nadeno C 60,76; H 6,88; N 11,46.
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terc-Butil 3-{ [(7-hlorhinolin-4-il)amino]pentil}karbamat (104h)

/(/\ Prema opStem postupku za dobijanje mono-Boc zaSti¢enih
HN NHBoc

hinolina (97a), jedinjenje 104h se dobija iz 4,7-DCQ (4,08 g,
N

Z
Cl N

20,60 mmol, 1 ekv) 1 mono-N-Boc-zasticenog 1,3-

diaminopentana 103h (5,00 g, 24,72 mmol, 2 ekv). Proizvod
se izoluje nakon viSestruke hromatografije: “dry-flash” (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NHj3
zas.) = 95/5) 1 “flash” hromatografije (Biotage SP1 RP kolona, MeOH/H,O = 6/4) kao
bela amorfna supstanca (7,82 g, 87%); TT = 58-60 °C.
IR (ATR): 3325sr, 2971sr, 2932sr, 2877sl, 1687), 1612sl, 1574j, 1538sr, 1453sr,
1365sr, 1332sl, 1279sr, 1248sr, 1165sr, 1147sr, 1081sl, 1042sl, 903sl, 853sr, 805sr,
766sr, 643sl, 599sl, 496sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CD;COOD, 3): 8,47 (d, 1H, J =
5,5 Hz, H-C(2)), 7,94 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,80 (d, 1H, J = 8,5 Hz, H-C(9)),
7,34 (dd, 1H, J= 2,5 Hz, J= 9,0 Hz, H-C(6)), 6,36 (d, 1H, J=5,5 Hz, H-C(3)), 5,37 (8s,
1H, -NH), 4,95 (8s, 1H, -NH), 3,70-3,50 (m, 1H, ArNHCH(CH,CH3)-), 3,35-3,25 (m,
1H, -CH,NHBoc), 3,25-3,10 (m, 1H, -CH,NHBoc), 2,00-1,85 (m, IH, -
CH,CH,;NHBoc), 1,85-1,70 (m, 1H, -CH,CH,NHBoc), 1,75-1,60 (m, 2H, -CH,CHs),
1,44 (s, 9H, -NHCOO-C(CHs)3), 0,98 (t, 3H, J = 7,5 Hz, -CH,CHs). ®C-NMR (125
MHz, CD;COQD, 6): 156,18; 151,85; 149,42; 149,30; 134,82; 128,64, 125,13; 121,29;
117,27; 98,98; 79,60; 52,17; 37,54; 34,18; 28,36; 27,12; 10,21. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 364,17865 ([M+H]", 100); izradunato 364,17863 (greska: +0,06 ppm).
Mikroanaliza za (C;9H,sCIN;O, x 1/2H;0): izracunato C 61,20; H 7,30; N 11,27,
nadeno C 61,20; H 7,22; N 11,43.

terc-Butil [3-(4-{3-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]propil} piperazin-1-il)propil]karbamat

/ NH% (1041)

Prema opsStem postupku za dobijanje mono-Boc zasti¢enih

hinolina (97a), jedinjenje 104i se dobija iz 4,7-DCQ (1,75 g,
17,71 mmol) i mono-N-Boc-zasticenog 1,2-diaminoalkana
103i (5,32 g, 17,71 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-
flash” hromatografije: (SiO,, eluent: (DCM/MeOH(NH;
zas.)= 100/2) kao bela amorfna supstanca (4,0 g, 63%); TT =
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148-150 °C.

IR (ATR): 3215sr, 3032sl, 2943sl, 2876sl, 2807sl, 2771sl, 1709j, 1612sl, 1582j, 1537sr,
1487sl, 1466sl, 1447sl, 1361sl, 1333sl, 1308sl, 1274sr, 1252sl, 1170sr, 1149sr, 1137sr,
1102sl, 1078sl, 1063sl, 1032sl, 987sl, 974sl, 947sl, 890sl, 880sl, 856sl, 838sl, 812sl,
764sl, 710sl, 652sl, 599sl, 503sl, 425sl cm™. '"H-NMR (200 MHz, CDCl;,CDs0D, 5):
8,40 (d, 1H, J= 5,6 Hz, H-C(2)), 7,95-7,80 (m, 2H, H-C(8) i H-C(5)), 7,40-7,25 (m, 1H,
H-C(6)), 6,34 (d, 1H, J= 5,6 Hz, H-C(3)), 3,50-3,30 (m, 2H, ArNHCH5>-), 3,30-3,10 (m,
2H, -CH,NHBoc), 3,00-2,30 (m, 12H, -CH,N(CH,CH,);,NCH,-, -N(CH,CH,),N-),
2,10-1,80 (m, 2H, ArNHCH,CH5>-), 1,80-1,60 (m, 2H, -CH,CH,NHBoc), 1,46 (s, 9H, -
NHCOO-C(CH;)3). ®*C-NMR (50 MHz, CDCl3/CH;0D, 8): 156,26; 151,34; 150,70;
148,26; 134,84; 127,38; 124,68; 122,26; 117,11; 98,21; 78,93; 57,79; 57,56; 56,37,
53,22; 53,02; 52,89; 43,06; 39,06; 28,15; 26,22; 23,54. (+)ESI-HRMS (m/z (%)):
462,26263 ([M+H]", 100), izradunato 462,26303 (greska: -0,87 ppm). Mikroanaliza za
(C24H36CINsO; x 1/3H,0): izracunato C 61,59; H 7,90; N 14,96; nadeno C 61,46; H
7,75; N 15,23.

Nz-(7-Hlorhinolin-4-il)pr0pan-1,Z-diamin (105e)

J\/ Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zaStitne grupe

NH

= : (98a), jedinjenje 105e se dobija iz mono-Boc zasticenog hinolina
(I\j

cl il

104e (1 g, 2,98 mmol). Amin se izoluje nakon viSestruke

hronatografije: “dry-flash” (Si0,, gradijent: DCM/MeOH(NHj;
zas.) = 9/1—7/3) 1 “flash” hromatografije (Biotage SP1 RP kolona, MeOH/H,O = 6/4)
kao svetlo Zuta amorfna supstanca (646 mg, 92%); TT = 158-159 °C.
IR (ATR): 3312j, 2966j, 2906j, 2157sl, 1611sr, 15805, 1541sr, 1491sl, 1450sr, 1426sl,
1368sl, 1329sl, 1283sl, 1250sl, 1205sl, 1171sl, 1152sl, 1133sl, 1081sl, 1050sl, 1034sl,
1014sl, 906sl, 872sl, 861sl, 798sr, 762sl, 739sl, 669sl, 645sl, 622sl, 603sl, 567sl, 532sl,
516sl, 491sl, 428sl cm™. "TH-NMR (200 MHz, CDCl3/CD;0D, §): 8,38 (d, 1H, J = 5,6
Hz, H-C(2)), 7,91 (d, J=9,0 Hz, H-C(8)) 7,87 (d, J = 2,2 Hz, H-C(5)), 7,34 (dd, 1H, J =
2,3 Hz, J = 8,9 Hz, H-C(6)), 6,41 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 3,95-3,85 (m, H,
ArNHCH(CHs)-), 3,70-3,40 (Ss, 3H, -NH, -NH,), 3,00-2,90 (m, 2H, -CH,NH,), 1,35-
1,25 (d, 3H, J = 6,0 Hz, -CH3). “C-NMR (50 MHz, CD;OD, §): 151,16; 149,81;
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148,46; 134,99; 127,31; 125,03; 121,88; 117,26; 98,83; 45,72; 21,43; 17,17. (+)ESI-
HRMS (m/z (%)): 236,09395 ([M+H]", 100); izra¢unato 236,09490 (greska: -4,03
ppm). Mikroanaliza za (C;;H;4CIN; x 1/3CH,Cl,): izracunato C 56,11; H 5,60; N
15,92; nadeno C 55,75; H 5,60; N 15,58.

N3-(7-Hlorhinolin-4-il)butan-1,3-diamin (1051)

J\/\ Prema opsStem postupku za deprotekciju Boc zastitne grupe
HN NH

@%j y (98a), jedinjenje 105f se dobija iz iz mono-Boc zasticenog
cl SN hinolina 104f (650 mg, 1,86 mmol). Amin se izoluje nakon “dry-

flash” hromatografije: (SiO,, gradijent: DCM/MeOH(NHj3; zas.) = 95/5—8/2) kao bela
amorfna supstanca (353 mg, 76%); TT = 106-108 °C.

IR (ATR): 3243sr, 2969sr, 2927sr, 2866sl, 1609sr, 1569j, 1537sr, 1487sl, 1448sr,
1426sr, 1365sr, 1329sr, 1279sl, 1244sl, 1198sl, 1145sr, 1078sl, 873sl, 854sr, 806sr,
766sl, 731sr, 701sl, 643sl, 622sl, 596sl, 571sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCl3, §):
8,48 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(2)), 7,91 (d, 1H, J = 2,1 Hz, H-C(8)), 7,72 (d, 1H, J=9,0
Hz, H-C(5)), 7,30 (dd, 1H, J = 2,1 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 7,22 (8s, 1H, -NH), 6,37 (d,
1H, J = 5,4 Hz, H-C(3)), 3,95-3,80 (m, 1H, ArNHCH(CH3)-), 3,15-3,05 (m, 1H, -
CH,NH»), 3,05-2,90 (m, 1H, -CH,NH>), 1,95-1,80 (m, 1H, -CH,CH,;NH,), 1,80-1,70
(m, 1H, -CH,CH,NH,), 1,63 (3s, 2H, -NH>), 1,32 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CHs). *C-NMR
(125 MHz, CDCls, d): 151,94; 149,55; 149,34; 134,61; 128,52; 124,84; 121,94; 117,64;
98,58; 48,05; 38,64; 37,65; 19,27. (t)ESI-HRMS (m/z (%)): 250,11106 ((M+H]", 100),
izracunato 250,11055 (greska: +2,04 ppm). Mikroanaliza za (C;3H;cCIN; x
1/3CH;,Cl,): izrac¢unato C 61,05; H 6,57; N 16,43; nadeno C 61,35; H 6,34; N 16,18.

N4-(7-H10rhinolin-4-il)pentan-1,4-diamin (105g)

)\/V Prema opsStem postupku za deprotekciju Boc zaStitne grupe
o = (98a), jedinjenje 105g se dobija iz iz mono-Boc zaSti¢enog
\/N| hinolina 104g (300 mg, 0,86 mmol). Amin se izoluje nakon

“dry-flash” hromatografije: (SiO,, gradijent: DCM/MeOH(NHj3

zas.) = 95/5—8/2) kao bela amorfna supstanca (176 mg, 81%); TT = 132-136 °C.

Cl
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IR (ATR): 3238sr, 3063sl, 2968sl, 2932sr, 2851sl, 1568sl, 1570j, 1491sl, 1452sr,
1423sr, 1384sl, 1363sl, 1329sl, 1280sl, 1251sl, 1200sl, 1156sl, 1128sl, 1084sl, 941sl,
903sl, 869sl, 842sl, 818sl, 796sr, 771sl, 700sl, 682sl, 643sl, 621sl, 598sl, 561sl, 534sl
cm”. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8,51 (d, 1H, J= 5.4 Hz, H-C(2)), 7,94 (d, 1H, J =
2,2 Hz, H-C(8)), 7,70 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,33 (dd, 1H, J=2,2 Hz, J = 8,9 Hz,
H-C(6)), 6,45-6,35 (m, 1H, H-C(3)), 5,42 (d, 1H, J = 6,7 Hz, -NH), 3,75-3,65 (m, 1H,
ArNHCH(CH»)-), 2,80-2,70 (m, 2H, -CH,NH,), 1,85-1,65 (m, 2H, -
ArNHCH(CH;)CH>-), 1,65-1,50 (m, 2H, -CH,CH,;NH,), 1,40-1,25 (8s, 2H, -NH>), 1,32
(d, 3H, J = 6,2 Hz, -CH3). ®C-NMR (125 MHz, CDCl;, §): 152,02; 149,41; 149,03;
134,72; 128,85; 125,01; 121,13; 117,34; 99,14; 48,28; 41,80; 33,83; 29,57; 20,21.
(H)ESI-HRMS (m/z (%)): 264,12589 ([M+H]", 100); izra¢unato 264,12620 (greska: -
1,19 ppm). Mikroanaliza za (C;4H;3CIN3): izracunato C 63,75; H 6,88; N 15,93;
nadeno C 63,59; H 6,80; N 15,96.

N -(7-Hlorhinolin-4-il)pentan-1,3-diamin (105h)
Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zaStitne grupe
HN/i/\NHZ (98a), jedinjenje 105h se dobija iz iz mono-Boc zasSti¢enog
m hinolina 104h (540 mg, 1,37 mmol). Amin se izoluje nakon
& N viSestruke hromatografije  “dry-flash” (SiO,, gradijent:
DCM/MeOH(NH; zas.) = 9/1—7/3) 1 ”flash* hromatografije (Biotage SP1 RP kolona,
MeOH/H,0 = 65/35) kao svetlo zuta amorfna supstanca (318 g, 88%); TT = 142-144
°C.
IR (ATR): 3265sr, 2898j, 2844, 1610sl, 1573j, 1536sr, 1486sl, 1448sr, 1427sl, 1366sl,
1330sl, 1282sl, 1263sl, 1247sl, 1201sl, 1136sl, 1096sl, 1078sl, 903sl, 876sl, 853sr,
804sr, 763sl, 736sr, 702sl, 644sl, 622sl, 600sl, 539sl, 499sl, 456sl, 429sl, 407sl cm’.
"H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8,48 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(2)), 7,92 (d, 1H, J =22
Hz, H-C(8)), 7,72 (d, 1H, J = 8,9 Hz, H-C(5)), 7,32 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 8,9 Hz, H-
C(6)), 6,92 (d, 1H, J = 5,4 Hz, -NH), 6,36 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(3)), 3,75-3,65 (m,
1H, ArNHCH-), 3,10-3,00 (m, 1H, -CH,NH>), 3,00-2,90 (m, 1H, -CH,NH,), 1,95-1,85
(m, 1H, -CH,CH,;NH,), 1,85-1,70 (m, 2H, -CH,CH,;NH,, -CH,CHj3), 1,70-1,60 (m, 1H,
-CH>CH3), 1,41 (s, 2H, -NH,), 0,98 (t, 3H, J = 7,4 Hz, -CH,CHs). *C-NMR (125 MHz,
CD;0D, 9): 152,03; 149,74; 149,48; 134,61; 128,68; 124,85; 121,76; 117,59; 98,58;
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53,75; 38,64; 34,83; 26,16; 10,30. (+1)ESI-HRMS (m/z (%)): 264,12636 ([M+H]", 100);
izracunato 264,12620 (greska: +0,59 ppm). Mikroanaliza za (C;4H;3CIN3): izraCunato
C 63,75; H 6,88; N 15,93; nadeno C 63,46; H 6,98; N 15,74.

N-{3-[4-(3-Aminopropil)piperazin-1-il]propil}-7-hlorhinolin-4-amin (105i)
/ H/N% Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zastitne grupe
)

(98a), jedinjenje 105i se dobija iz iz mono-Boc zaSti¢enog
hinolina 104i (500 mg, 1,08 mmol) kao svetlo zuta amorfna
/H supstanca (348 mg, 89%); TT = 80-82 °C.

HN IR (ATR): 3234sr, 3060sl, 2934sr, 2816sr, 1610sl, 1578j,
\O\)\j / 1538sr, 1489sl, 1463sl, 144751, 1433sl, 1403sl, 1368sr, 133 1sr,
~ = 1283sl, 1255sl, 1201sl, 1136sr, 1112sl, 1080sl, 1033sl, 999sl,
904sl, 878sl, 854sl, 819sl, 806sl, 764sl, 730sl, 649sl, 621sl, 598sl, 539sl, 494sl, 430sl
cm™. "TH-NMR (200 MHz, CDCl3/CD;0D, 8): 8,40 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(2)), 8,00-
7,80 (m, 2H, H-C(8), H-C(5)), 7,50-7,40 (8s, 1H, -NH), 7,29 (dd, 1H, J = 2,4 Hz, J =
9,0 Hz, H-C(6)), 6,30 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 3,50-3,20 (m, 2H, ArNHCH,-), 3,10-
2,90 (m, 2H, -CH,NH»), 2,90-2,40 (s, 12H, -CH>N(CH,CH;),NCH>-, -N(CH,CH>),N-),
2,10-1,80 (m, 2H, AINHCH,CH,-), 1,80-1,60 (m, 2H, -CH,CH,NH,). *C-NMR (50
MHz, CDCI:/CDs;OD, 98): 151,40; 150,65; 148,30; 134,64; 127,45; 124,54; 122,32;
117,15; 98,18; 57,58; 56,26; 52,95; 43,23; 43,08; 40,02; 29,37; 23,36. (+)ESI-HRMS
(m/z (%)): 362,20995 ([M+H]", 100), izra¢unato 362,21060 (greska: -1,80 ppm).

Opsti postupak reduktivnog aminovanja pomocu NaBH(OAc);:
N-(1-Adamantilmetil)-/N'-(7-hlorhinolin-4-il)etan-1,2-diamin (106a)
/@ U rastvor amina 105a (500 mg, 2,26 mmol) i adamantan-1-
H

karbaldehida (370 mg, 2,26 mmol) u DCM doda se 2 ekv
N
Cl/©\)Nj NaBH(OAc); (958 mg, 4,52 mmol). Reakciona smesa se

mesSa 24 sata na sobnoj temperaturi. Reakcija se prekida dodavanjem vodenog rastvora

HN/\/N

NaOH. Reakciona smesa se prebaci u levak za odvajanje 1 vodeni sloj se ekstrahuje
DCM (3 x 30 mL). Spojeni organski slojevi isperu se zasi¢enim rastvorom NaCl i suSe

iznad anh. Na,SOj,. Rastvara¢ se ukloni iparavanjem pod snizenim pritiskom. Proizvod
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se dobija nakon preciS¢avanja “dry-flash” hromatografijom: (SiO;, eluent:
DCM/MeOH(NH; zas.) = 100/4) kao bela amorfna supstanca (645 mg, 77%); TT =
162-164 °C.

IR: 3220sl, 3061sl, 2895j, 2842sr, 1609sl, 1574j, 1540sr, 1489sl, 1450sr, 1428sr,
1367sr, 1328sr, 1283sl, 1249sl, 1229sl, 1200sl, 1168sl, 1155sl, 1130sr, 1005sl, 1096sl,
1078sl, 1040sl, 904sr, 870sr, 834sr, 803sr, 772sl, 712sl, 643sr, 623sr, 599sl, 559sl,
540sl, 503sl, 471sl, 427sl cm™. "TH-NMR (200 MHz, CDCl;, 8): 8,52 (d, 1H, J = 5,0 Hz,
H-C(2)), 7,94 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(8)), 7,71 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,40-7,30
(m, 1H, H-C(6)), 6,34 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 6,15 (8s, 1H, -NH), 3,34-3,20 (m,
2H, ArNHCH,;-), 3,06-2,94 (m, 2H, ArNHCH,CH>-), 2,28 (s, 2H, -CH,Ad), 2,04-1,48
(m, 15H, Ad). ®C-NMR (50 MHz, CDCls, 8): 152,10; 149,92; 149,14; 134,68; 128,67;
125,12; 121,22; 117,42; 99,20; 61,47; 47,78; 41,26; 40,80; 37,11; 33,41, 28,31. (+)ESI-
HRMS (m/z (%)): 370,20422 ([M+H]", 100), izra¢unato 370,20445 (greska: -0,62
ppm). Mikroanaliza za (CyH,3CIN3): izracunato C 71,43; H 7,63; N 11,36; nadeno C
71,19; H7,57; N 11,32.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 2,330 min., povrSina 98,99%; metoda B:
RT 2,188 min., povrsina 98,81%.

N-(1-Adamantilmetil)-N'-(7-hlorhinolin-4-il)propan-1,3-diamin (106b)
Prema opStem postupku za dobijanje amina 106a

HNMNH% reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 106b se dobija iz

m amina 98b (500 mg, 2,12 mmol) i adamantan-1-
“ N karbaldehida (348 mg, 2,12 mol) pomoéu NaBH(OAc);

(898 mg, 4,24 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,,
eluent: DCM/MeOH(NH3; zas.) = 100/4) kao bela amorfna supstanca (603 mg, 74%);
TT = 153-155 °C.

IR: 3208sl, 3059sl, 2893j, 2842sr, 1579j, 1539sr, 1446sr, 1426sr, 1363sr, 1335sl,
1306sl, 1279sr, 1248sl, 1221sr, 1207sl, 1164sl, 1137sr, 1095s1, 1077sl, 1027sl, 988sl,
899sr, 872sr, 843sr, 812sr, 766sr, 737sl, 715sl, 642sr, 621sl, 590sl, 568sr, 510sl, 479sl,
460sl, 423sl cm™. "H-NMR(200 MHz, CDCls, 8): 8,47 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(2)),
7,90 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)), 7,78 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,36 (Ss, 1H, -NH),
7,20 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,27 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 3,38-
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3,24 (m, 2H, ArNHCH>-), 2,86-2,74 (m, 2H, CH,NHCH,Ad), 2,27 (s, 2H, -CH,Ad),
2,18-1,48 (m, 18 H, Ad, A-tNHCH,CH,-, -NH). “C-NMR (50 MHz, CDCls, 8): 151,94;
150,36; 148,96; 134,37; 128,20; 124,28; 122,37; 117,35; 98,30; 63,43; 50,56; 40,95;
36,98; 33,08; 28,24; 27,20. (Y)ESI-HRMS (m/z (%)): 384,21893 ([M+H]", 100),
izraCunato 384,22010 (greska: -3,06 ppm). Mikroanaliza za (Cy3H30CIN3 x 1/2H,0):
izracunato C 70,30; H 7,95; N 10,69; nadeno C 70,32; H 7,66; N 10,69.

HPLC Ccisto¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 2,184 min., povrSina 99,29%; metoda B:
RT 2,237 min., povrsina 99,13%.

N-(1-Adamantilmetil)-N'-(7-hlorhinolin-4-il)butan-1,4-diamin (106c¢)

Prema opsStem postupku za dobijanje amina 106a

SN reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 106¢ se dobija iz
= amina 98¢ (210 mg, 0,84 mmol) i adamantan-1-
<l N karbaldehida (138 mg, 0,84 mmol) pomoéu

NaBH(OAc); (356 mg, 1,68 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash”
hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) = 100/4) kao bela amorfna
supstnca (244 mg, 74%); TT = 135-137°C.

IR (ATR): 3234sr, 3098sl, 3058sl, 3003sl, 2898sr, 2844sr, 2738sl, 1608sl, 1567],
1539sr, 1489sl, 1475sl1, 1453sr, 1433sr, 1369sr, 1345sl, 1327sr, 1285sl, 125351, 1216sl,
1196sl, 1167sl, 1152sl, 1135sr, 1123sl, 1097sl, 1079sl, 1058sl, 1015sl, 972sl, 959sl,
902sl, 874sl, 852sr, 826sr, 804sr, 763sr, 738sl, 623sl, 600sl, 543sl, 505sr, 424sl cm’.
"H-NMR (200 MHz, CDCls, 8): 8,48 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(2)), 7,93 (d, 1H, J =22
Hz, H-C(8)), 7,77 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,27 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 9,0 Hz, H-
C(6)), 6,35 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 6,08 (Ss, 1H, -NH), 3,34-3,20 (m, 2H,
ArNHCH>-), 2,72-2,58 (m, 2H, -CH,NHCH,Ad), 2,25 (s, 2H, -CH>Ad), 1,97 (s, 3H,
Ad), 1,85-1,55 (m, 10H, ArNHCH,CH,-, AtNHCH,CH,CH>-, Ad), 1,55-1,40 (m, 6H,
Ad). BC-NMR (50 MHz, CDCl;_3): 151,87; 149,97; 148,99; 134,57; 128,36; 124,78;
121,61; 117,22; 98,72; 62,43; 49,60; 42,99; 40,88; 37,05; 33,23; 28,28; 27,20; 25,73.
(H)ESI-HRMS (m/z (%)): 398,23589 ([M+H]", 100), izradunato 398,23575 (greska:
+0,34 ppm). Mikroanaliza za (C,4H3,CIN; x 1/2H,0): izra¢unato C 70,83; H 8,17; N
10,32; nadeno C 70,42; H 7,82; N 10,15.
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HPLC cistoca (A = 330 nm): metoda A: RT 7,814 min., povrSina 98,14%; metoda B:
RT 9,634 min., povrSina 97,97%.

N-(1-Adamantilmetil)-V'-(7-hlorhinolin-4-il)pentan-1,5-diamin (106d)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 106a
HNWNH% reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 106d se dobija iz
O\)\j amina 98d (81 mg, 0,30 mmol) i adamantan-1-
< - karbaldehida (50 mg, 0,30 mmol) pomocu
NaBH(OAc); (129 mg, 0,61 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash”
hromatografije: (SiO,, eluent: EtOAc/MeOH/NH4OH = 95/2,5/2,5) kao svetlo Zuta
amorfna supstanca (100 mg, 81%); TT = 145-147 °C.
IR (ATR): 3212sr, 3062sl, 3008sl, 2897j, 2844sr, 2803sl, 1611sl, 1577j, 1544sr, 1494sl,
1470sl, 1454sr, 1434sr, 1392sl, 1370sr, 1348sr, 1329sr, 1277s1, 1253sl, 1204sl, 1157sl,
1137sl, 1119sl, 1104sl, 1096sl, 1082sr, 1018sl, 1000sl, 986sl, 916sl, 899sl, 886sl, 873sr,
853sr, 829sr, 804, 773sl, 733sr, 682sl, 643sr, 622sr, 604sr, 596sl, 514sl cm™!. 'TH-NMR
(500 MHz, CDCls, 6): 8,53 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(2)), 7,96 (d, 1H, J = 2,1 Hz, H-
C(8)), 7,65 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,36 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 8,9 Hz, H-C(6)),
6,41 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(3)), 4,99 (Ss, 1H, -NH), 3,40-3,25 (m, 2H, AtNHCH>-),
2,70-2,55 (m, 2H, -CH,NHCH,Ad), 2,24 (s, 2H, -CH,Ad), 2,24 (s, 3H, Ad), 1,85-1,75
(m, 2H, ArNHCH,CH,-), 1,75-1,60 (m, 6H, Ad), 1,60-1,55 (m, 2H, -
CH,CH,NHCH,Ad), 1,55-1,45 (m, 8H, AINHCH,CH,CH>-, Ad). *C-NMR (125MHz,
CDCls, 9): 152,10; 149,63; 149,19; 134,79; 128,94; 125,23; 120,76; 117,11; 99,09;
63,05; 50,78; 43,18; 40,98; 37,22; 33,36; 29,65; 28,77; 28,47; 24,82. (+)ESI-HRMS
(m/z (%)): 412,24970 ([M+H]", 100), izra¢unato 412,25140 (greska: -4,12 ppm).
Mikroanaliza za (C,sH34CIN; x 1/2H,0): izracunato C 71,32; H 8,38; N 9,98; nadeno
C71,37; H 8,63; N 10,10.
HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 2,172 min., povrSina 99,24%; metoda B:
RT 2,027 min., povrSina 98,25%.
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Nl-(1-Adamantilmetil)-N2-(7-hlorhinolin-4-il)propan-1,2-diamin (106e)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 106a
ok L
N

reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 106e se dobija iz
= amina 105e (254 mg, 1,08 mmol) 1 adamantan-1-

Cl N
karbaldehida (177 mg, 1,08 mmol) pomocu NaBH(OACc);

(458 mg, 2,16 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,,
eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) = 100/2) kao bezbojna pena koja omeksava na 153-155
°C. Prinos 343 mg (83%).

IR (ATR): 3230sr, 2897sr, 9842sl, 2804sr, 1612sl, 1586j, 1541sr, 1488sl, 1447sr,
1370sl, 1352sl, 1332sl, 1308sl, 1282sl, 1242sl, 1198sl, 1153sr, 1138sr, 1110sl, 1097sl,
1073sl, 1029sl, 1007sl, 986sr, 948sl, 897sl, 874sl, 860sl, 852sl, 835sr, 794sr, 759sr,
718sl, 562sl, 633sl, 610sr, 501sr, 475sl, 443sl, 42551, 403sl cm™. "H-NMR (500 MHz,
CDCls, 9): 8,51 (d, 1H, J = 5,0 Hz, H-C(2)), 7,94 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-C(8)), 7,72 (d,
1H, J=9,0 Hz, H-C(5)), 7,34 (dd, 1H, J = 1,8 Hz, J = 8,8 Hz, H-C(6)), 6,42 (d, 1H, J =
5,0 Hz, H-C(3)), 6,08 (d, 1H, J = 5,0 Hz, NH-), 3,75-3,65 (m, 1H, ArNHCH(CHj3)-),
2,90-2,80 (d, 2H, ArNHCH(CH3)CH-), 2,32 (ABq, H4, J = 11,5 Hz, -CH,Ad), 2,24
(ABq, Hp, J = 11,5 Hz, -CH,Ad), 1,95 (8s, 3H, Ad), 1,75-1,55 (m, 6H, Ad), 1,55-1,45
(m, 6H, Ad), 1,29 (d, 3H, J = 6,5 Hz, -CH3). *C-NMR (125 MHz, CDCl;, 8): 151,94;
149,41; 149,26; 134,68; 128,64; 125,02; 121,28; 117,70; 99,45; 62,60; 55,14, 47,20;
40,83; 37,14; 33,61; 28,35; 18,07. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 384,21930 ([M+H]", 100),
izracunato 384,22010 (greska: -2,09 ppm). Mikroanaliza za (C,3H3oCIN3 x 1/2H,0):
izracunato C 70,30; H 7,95; N 10,69; nadeno C 70,62; H 7,90; N 10,85.

HPLC cistoca (A = 330 nm): metoda A: RT 7,846 min., povrSina 98,53%; metoda B:
RT 9,628 min., povrsSina 98,46%.

Opsti postupak reduktivnog aminovanja pomocu NaBH,:

N'-(1-Adamantilmetil)-V’~(7-hlorhinolin-4-il)butan-1,3-diamin (106f)

U rastvor amina 105f (430 mg, 1,72 mmol) i adamantan-1-

HNJ\/\NHE karbaldehida (283 mg, 1,72 mmol) u smesi MeOH/DCM
@\)j (2/1, viv: 30 mL) doda se anh. AcOH (141 uL, 2,15 mmol,
al N

1,5 ekv). Posle 2 sata meSanja na sobnoj temperaturi u

reakcionu smesu se doda NaBH4 (390 mg, 10,32 mmol, 6 ekv) i reakciona snesa se
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meSa 18 sati u inertnoj atmosferi argona. Rastvara¢ se ukloni isparavanjem pod
sniZzenim pritiskom, ostatak u balonu rastvori u DCM (50 mL) i ispere 2M vodenim
rastvorom amonijaka. Slojevi se razdvoje, a vodeni ekstrahuje DCM (3 x 20 mL).
Spojeni organski slojevi se isperu zasi¢enim vodenim rastvorom NaCl i suSe iznad anh.
Na;SOy4. Rastvara¢ se ukloni iparavanjem pod snizenim pritiskom. Proizvod se izoluje
nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) kao
bezbojna pena koja omeksava na 135-138 °C. Prinos 610 mg (89%).

IR (ATR): 3250sr, 3061sl, 2962sl, 2897, 2842sr, 1611sl, 1570j, 1542sr, 1490sl, 1450sr,
1430sr, 1365sr, 1345sl, 1330sr, 1283sl, 1253sl, 1206sl, 1184sl, 1136sl, 1079sl, 928sl,
901sl, 870sr, 850sr, 821sl, 801sr, 770sl, 756sr, 637sl, 612sl, 602sl, 502sl em’ Amax(€) =
326 (10000), 254 (16260) nm. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8,49 (d, 1H, J = 5.4 Hz,
H-C(2)), 7,92 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,80 (d, 1H, J = 8,9 Hz, H-C(5)), 7,35-7,20
(m, 1H, H-C(6)), 7,08 (d, 1H, J = 5,1 Hz, -NH), 6,40 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(3)), 3,90-
3,80 (m, 1H, ArNHCH(CH3)-), 2,95-2,85 (m, 1H, -CH,NHCH,Ad), 2,85-2,70 (m, 1H, -
CH,NHCH,Ad), 2,30 (s, 2H, -CH,Ad), 2,01 (s, 3H, -Ad), 1,95-1,85 (m, 1H,
ArNHCH(CH3)CH>-), 1,85-1,65 (m, 7H, ArtNHCH(CH3)CH,-, -Ad), 1,65-1,50 (m, 7H,
Ad, -NH), 1,32 (d, 3H, J = 6,3 Hz, -CH;). “C-NMR (125 MHz, CDCl;, 8): 152,05;
149,61; 149,40; 134,59; 128,60; 124,54; 122,30; 117,67; 98,90; 63,68; 48,32; 47,81,
41,16; 37,17, 35,22; 33,36; 28,43; 19,36. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 398,23673
([M+H]", 100), izradunato 398,23575 (greska: +2.45 ppm). Mikroanaliza za
(C24H3,CIN; x 1/2H50): izracunato C 70,83; H 8,17; N 10,32; nadeno C 70,71; H 7,91;
N 10,53.

HPLC cistoca (A = 330 nm): metoda A: RT 7,989 min., povrSina 99,68%; metoda B:
RT 9,636 min., povrSina 99,31%.

N'-(1-Adamantilmetil)-N*-(7-hlorhinolin-4-il)pentan-1,4-diamin (106g)
Prema opStem postupku za dobijanje amina 106f
HNJ\/\/NH\/@ reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 106g se dobija
X

uL, 0,35 mmol) i NaBHy4 (64 mg, 1,68 mmol). Proizvod se izoluje nakon viSestruke

hromatografije: “dry-flash” (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NHj; zas.) = 95/5) 1 “flash”

iz amina 105g (75 mg, 0,28 mmol) i adamantan-1-

karbaldehida (47 mg, 0,28 mmol) pomoc¢u AcOH (120
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hromatografije (Biotage SP1 NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 7/3) kao bezbojna
pena koja omekSava na 131-132 °C. Prinos 94 mg (80%).

IR (ATR): 3256sl, 2897j, 2844sr, 1610sl, 1571j, 1535sr, 1449sr, 1377sr, 1331sr,
1277sl, 1263sl, 1201sl, 1150sr, 1119sl, 1079sl, 904sl1, 876sl, 851sl, 806sr, 767sl, 735sr,
702sl, 645sl, 623sl, 597sl, 559sl, 532sl, 510sl cm™. Amax(€) = 329 (11176), 255 (16882)
nm. "H-NMR (500 MHz, CDCl;, 8): 8,51 (d, 1H, J = 5.4 Hz, H-C(2)), 7,94 (d, 1H, J =
2,1 Hz, H-C(8)), 7,70 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,32 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 8,9 Hz,
H-C(6)), 6,41 (d, 1H, J= 5,5 Hz, H-C(3)), 5,29 (d, 1H, J = 7,0 Hz, -NH), 3,80-3,65 (m,
1H, ArNHCH(CH3)-), 2,70-2,55 (m, 2H, -CH,NHCH,Ad), 2,24 (s, 2H, -CH,Ad), 1,97
(s, 3H, -Ad), 1,85-1,60 (m, 11H, ArNHCH(CH3)CH,-, -CH,CH,NHCH,Ad, -Ad, -NH),
1,55-1,45 (m, 6H, -Ad), 1,32 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CHs). “C-NMR (125 MHz, CDCl;,
d): 152,03; 151,10; 148,96; 134,75; 128,87; 124,99; 121,14; 117,29; 99,22; 62,68;
50,13; 48,36; 41,00; 37,19; 33,77; 33,37; 28,44; 26,12; 20,25. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 412,25177 ([M+H]", 100), izradunato 412,25140 (greska: +0,89 ppm).
Mikroanaliza za (C,sH34CIN; x 1/2H,0): izracunato C 71,32; H 8,38; N 9,98; nadeno
C71,13; H8,11; N 9,99.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 8,010 min., povrSina 97,89%; metoda B:
RT 9,514 min., povrSina 95,43%.

N'-(1-Adamantilmetil)-NV-(7-hlorhinolin-4-il)pentan-1,3-diamin (106h)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 106a

HNL\NHﬂ reduktivnim aminov anj c€m, J edinj enj e 106h se dob 1] a iz
: \/k/\
Cl N/

(80 mg, 0,38 mmol). Proizvod se izoluje nakon viSestruke hromatografije: “dry-flash”
(S10,, eluent: DCM/MeOH(NHj3; zas.) = 100/4) i “flash* hromatografije (Biotage SP1
NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 7/3) kao Zuta pena koja omekSava na 121-123 °C.
Prinos 54 mg (68%).

IR (ATR): 3242sr, 3063sl, 2928sr, 2869sl, 1661sl, 1610sl, 1570j, 1541sr, 1490sl,
1452sr, 1426sr, 1366sr, 1329sr, 1283sl, 1250sr, 1200sl, 1143sr, 1127sr, 1080sr, 1005sl,
978sl, 903sl, 874sl, 852sr, 804sr, 869sr, 641sl, 622sl, 599sl, 528sl, 497sr, 447sl, 426sl
cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8,48 (d, 1H, J= 5,4 Hz, H-C(2)), 7,92 (d, 1H, J =

amina 105h (51 mg, 0,19 mmol) 1 adamantan-1-

karbaldehida (32 mg, 0,19 mmol) pomo¢u NaBH(OAc);
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2,0 Hz, H-C(8)), 7,80 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,26 (dd, 1H, J=2,1 Hz, J = 8,8 Hz,
H-C(6)), 6,82 (d, 1H, J= 6,0 Hz, -NH), 6,38 (d, 1H, J = 5,8 Hz, H-C(3)), 3,70-3,60 (m,
1H, ArNHCH(CH,CHs)-), 2,87-2,78 (m, 1H, -CH,NHCH,Ad), 2,78-2,70 (m, 1H, -
CH,NHCH,Ad), 2,30 (ABq, Hy4, J= 11,6 Hz, -CH,Ad), 2,24 (ABq, Hp, J= 11,6 Hz, -
CH,Ad), 2,00 (m, 3H, -Ad), 1,95-1,85 (m, 1H, -CH,CH,NHCH,Ad), 1,85-1,60 (m,
10H, Ad, -CH,CHs, -CH,CH,NHCH,Ad, -NH), 1,60-1,50 (m, 6H, -Ad), 0,97 (t, 3H, J =
7,5 Hz, -CHs). ®C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 152,03; 149,79; 149,42; 134,59;
128,61; 124,56; 122,12; 117,59; 98,85; 63,62; 54,00; 47,74; 41,11, 37,15; 33,33; 32,17,
28,41; 26,15; 10,31. (+1)ESI-HRMS (m/z (%)): 412,25127 ([M+H]", 100), izradunato
412,25140 (greska: -0,31 ppm). Mikroanaliza za (C,sH34CIN; x 1/2H,0): izracunato C
71,32; H 8,38; N 9,98; nadeno C 71,52; H 7,88; N 10,15.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 8,009 min., povrSina 98,18%; metoda B:
RT 9,508 min., povrsina 97,79%.

N-[3-(4-{3-[(1-Adamantilmetil)amino]propil} piperazin-1-il)propil]-7-hlorhinolin-4-
amin (106i)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 106a

/ NH/@ reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 106i se dobija iz

H/ amina 105i (120 mg, 0,33 mmol) i adamantan-1-

[ j karbaldehida (54 mg, 0,33 mmol) pomocu
) J) NaBH(OAc); (140 mg, 0,66 mmol). Proizvod se izoluje

HN nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, eluent:

\(\// \/ / DCM/MeOH(NHj; zas.) = 100/2) kao svetlo Zuta pena
< X koja omeksSava na 152-154 °C. Prinos 106 mg (63%).

IR (ATR): 3230sr, 2897j, 2842sr, 2804sr, 1612sl, 1586j, 1541sr, 1488sl, 1447sr,
1370sl, 1352sl, 1332sl, 1308sl, 1282sl, 1242sl, 1198sl, 1153sr, 1138sr, 1110sl, 1097sl,
1073sl, 1029sl, 1007sl, 986sr, 948sl, 897sl, 874sl, 860sl, 852sl, 835sr, 807sl, 794sr,
759sr, 718sl, 653sl, 633sl, 610st, 501sr, 475sl, 443sl, 425sl, 403sl cm™. "TH-NMR (500
MHz, CDCls, 6): 8,50 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(2)), 7,93 (d, 1H, J = 2,5 Hz, H-C(8)),
7,88 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,59 (8s, 1H, -NH), 7,31 (dd, 1H, J= 2,2 Hz, J = 8,9
Hz, H-C(6)), 6,31 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(3)), 3,40-3,34 (m, 2H, ArNHCH>-), 2,85-
2,55 (m, 14H, -CH,NHCH,Ad, -N(CH,CH,),N-, -CH,N(CH,CH;),NCH,-), 2,28 (s, 2H,
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-CH»Ad), 1,98 (m, 3H, -Ad), 1,95-1,90 (m, 2H, ArNHCH,CH>-), 1,80-1,60 (m, 8H, -
CH,CH,NHCH,Ad, -Ad), 1,60-1,50 (m, 6H, -Ad). ®C-NMR (125 MHz, CDCl;, ):
152,19; 150,53; 149,13; 134,55; 128,61; 124,57; 122,45; 117,46; 98,43; 63,03; 58,80;
57,53; 53,58; 53,39; 49,96; 44,44, 40,97; 37,21, 33,34; 28,44; 26,63; 23,34. (+)ESI-
HRMS (m/z (%)): 510,33483 ([M+H]", 100), izra¢unato 510,33580 (greska: -1,91
ppm). Mikroanaliza za (C;0H44CINs % 3/2H,0): izra¢unato C 69,00; H 8,75; N 13,41;
nadeno C 70,63; H 8,69; N 13,73.

HPLC Ccisto¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,938 min., povrSina 97,58%; metoda B:
RT 9,965 min., povrSina 95,40%.

Jedinjenje 108i je izolovano kao sporedni proizvod. Prinos 33 mg (15% ).
N-[3-(4-{3-[bis(1-Adamantilmetil)amino]propil}piperazin-1-il)propil]-7-hlorhinolin
-4-amin (108i)
Bezbojna pena omeksava na 137-139 °C.
/ d \ IR (ATR): 3265sr, 2895j, 2843sr, 2799sr, 2357sr,
N\/& 2342sl, 2017sl, 1667sl, 1651sl, 1612sl, 1584j, 1538sr,
1486sl, 1446sr, 1370sl, 1352sl, 1342sl, 1330sl, 1314sl,

[Nj 1270sl, 1242sl, 1198sl, 1156sr, 1139sr, 1112s1, 1095sl,

N 1073sl, 1059sl, 1036sl, 989sr, 965sl, 952sl, 898sl,

J) 876sl, 858sl, 836sl, 810sl, 794sr, 777sl, 758sl, 743sl,

@?% 719sl, 688sl, 651sl, 619sl, 595s1, 535sl, 497sr, 459sl,
\\Q N7 J 424s] cm™. '"H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8,50 (d,

1H, J = 5,5 Hz, H-C(2)), 7,94 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,91 (d, 1H, J = 8,5 Hz, H-
C(5)), 7,70 (8s, 1H, -NH), 7,32 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 8,8 Hz, H-C(6)), 6,31 (d, 1H, J
= 5,5 Hz, H-C(3)), 3,40-3,35 (m, 2H, ArNHCH>-), 2,80-2,50 (m, 10H, -N(CH>CH>),N-,
ArNHCH,CH,CH>-), 2,50-2,40 (m, 4H, -CH,NHCH,Ad, -CH,CH,CH,NHCH,Ad),
2,09 (s, 4H, -CH>Ad), 2,00-1,90 (m, 8H, Ad, AINHCH,CH,-), 1,80-1,60 (m, 14H, -
CH,CH,NHCH,Ad, -Ad), 1,60-1,20 (m, 12H, -Ad). *C-NMR (125 MHz, CDCls, 8):
151,99; 150,70; 148,91; 134,73; 128,47; 124,64; 122,56; 117,44; 98,40; 71,70; 58,81;
57,44; 56,95; 53,62; 53,40; 42,08; 37,28; 35,10; 28,69; 25,24; 23,30. (+)ESI-HRMS
(m/z (%)): 658,46079 (IM+H]", 100), izra¢unato 658,46100 (greska: -0,33 ppm).
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HPLC cistoca (A = 330 nm): metoda A: RT 7,892 min., povrSina 95,21%; metoda B:
RT 9,546 min., povrSina 98,45%.

N-[2-(1-Adamantil)etil]-NV'-(7-hlorhinolin-4-il)etan-1,2-diamin (107a)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 106a

reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 107a se dobija iz

amina 98a (1 g, 4,51 mmol) i adamantil-1-acetaldehida
(803 mg, 4,51 mmol) pomo¢u NaBH(OAc); (1,91 g, 9,02 mmol). Proizvod se izoluje
nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NHj3; zas.) = 100/2) kao
bela amorfna supstanca (952 mg, 55%); TT = 177-179 °C.

IR: 3310sl, 3221sr, 3106sl, 3059sl, 2897sr, 2843sr, 2824sl, 1608sl, 1576j, 1547sr,
1489sl, 1447;, 1425sr, 1380sl, 1365sr, 1330sr, 1285sl, 1273sl, 1240sl, 1223sr, 1200sl,
1175sr, 1141sr, 1128sr, 1106sl, 1079sr, 1046sl, 1025sl, 1016sl, 968sl, 927sl, 912sr,
897sl, 869sr, 836j, 806sr, 773sl, 732sr, 715sl, 640sr, 622sl, 601sl, 594sl, 539sr, 515sl,
460sl, 426sr cm™. "H-NMR (200 MHz, CDCls, 8): 8,52 (d, 1H, J = 5,0 Hz, H-C(2)),
7,94 (d, 1H, J= 1,8 Hz, H-C(8)), 7,72 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,35 (dd, 1H, J=2,4
Hz, J= 9,0 Hz, H-C(6)), 6,38 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 5,94 (Ss, 1H, -NH), 3,40-3,26
(m, 2H, ArNHCH,-), 3,06-2,96 (m, 2H, ArNHCH,CH,-), 2,74-2,60 (m, 2H, -
NHCH,CH,Ad), 2,20-1,80 (m, 3H, Ad), 1,80-1,40 (m, 13H, -NH, Ad), 1,34-1,22 (m,
2H, -CH,Ad). ®C-NMR (50 MHz, CDCls, 8): 152,11; 149,90; 149,16; 134,77; 128,71;
125,18; 121,34; 117,38; 99,18; 47,69; 44,79; 43,88; 42,70, 41,99; 37,07; 31,92; 28,61.
(H)ESI-HRMS (m/z (%)): 384,22013 ([M+H]", 100), izradunato 384,22010 (greska:
+0,07 ppm). Mikroanaliza za (C,3H30CIN; x 1/2H,0): izra¢unato C 70,30; H 7,95; N
10,69; nadeno C 70,75; H 7,75; N 10,77.

HPLC cisto¢a: metoda A: RT 1,986 min., povrSina 95,97%; metoda B: RT 3,308 min.,

povrsina 97,79%.

Jedinjenje 109a je izolovano kao sporedni proizvod. Prinos 74 mg (3%).
N, N-bis[2-(1-Adamantil)etil]-/V'-(7-hlorhinolin-4-il)etan-1,2-diamin (109a)
\ Bezbojna pena omekSava na 232-234 °C.

HN/\/N\%

X

o = j 183
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IR: 3241sl, 3065sl, 3013sl, 2894s, 2841sr, 2656sl, 1614sr, 1574j, 1548sr, 1494sl,
1471sl, 1451sr, 1432sr, 1378sr, 1344sl, 1332sr, 1313sl, 1279sl, 1254sl, 1201sl, 1184sl,
1171sl, 1136sr, 1107sl, 1082sl, 1061sl, 1011sl, 988sl, 960sl, 909sr, 881sr, 850s, 826sl,
810sr, 789sr, 772sl, 732sr, 645sr, 624sl, 600sr, 544sr, 524sl, 499sl, 484sl, 458sl, 429sl,
405sl cm™. "H-NMR (200 MHz, CDCls, 8): 8,53 (d, 1H, J = 5,0 Hz, H-C(2)), 7,95 (d,
1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)), 7,66 (d, 1H, J = 8,8 Hz, H-C(5)), 7,36 (dd, 1H, J=2,4 Hz, J =
9,0 Hz, H-C(6)), 6,34 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 6,09 (8s, 1H, -NH), 3,30-3,18 (m,
2H, ArNHCH;-), 2,84-2,74 (m, 2H, -CH,NHCH,CH,Ad), 2,60-2,44 (m, 4H, -
NHCH,CH,Ad), 1,80-1,40 (m, 32H, -NH, -Ad), 1,32-1,18 (m, 4H, -CH,Ad). “C-NMR
(50 MHz, CDCl3, 3): 152,14; 149,86; 149,17; 134,73; 128,71, 125,16; 121,28; 117,47;
99,27; 51,56; 47,30; 42,55, 40,89; 39,80; 37,07; 31,83; 28,57. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 546,35930 ([M+H]", 100), izradunato 546,36095 (greska: -3,03 ppm).
Mikroanaliza za (Cs;sH4sCIN3 x HO): izracunato C 74,50; H 8,93; N 7,45; nadeno C
74,64; H 8,64; N 7,99.

HPLC c¢istoca: metoda A: RT 2,165 min., povrSina 96,49%; metoda B: RT 3,065 min.,
povrsina 99,68%.

N-[2-(1-Adamantil)etil]-N'-(7-hlorhinolin-4-il)propan-1,3-diamin (107b)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 106a
reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 107b se dobija iz

amina 98b (70 mg, 0,30 mmol) i1 adamantil-1-

acetaldehida (53 mg, 0,30 mmol) pomocu
NaBH(OAc); (127 mg, 0,60 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash”
hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NHj; zas.) = 95/5) kao svetlo zuta pena koja
omekSava na 98-100 °C. Prinos 80 mg (67%).

IR: 3254sl, 3064sl, 2899, 2846sr, 1612sl, 1582j, 1541sr, 1488sl, 1450sr, 1429sl,
1367sr, 1330sr, 1281sl, 1251sl, 1202sl, 1166sl, 1139sr, 1110sl, 1081sl, 901sl, 880sl,
850sr, 804sl, 769s1 cm™. "TH-NMR (200 MHz, CDCl;, 8): 8,46 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-
C(2)), 7,91 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(8)), 7,77 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,35-7,25 (m,
1H, H-C(6)), 6,29 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 5,79 (8s, 1H, -NH), 3,44-3,32 (m, 2H,
ArNHCH,-), 2,98-2,86 (m, 2H, -CH,NHCH,CH,Ad), 2,74-2,60 (m, 2H, -
NHCH,CH,Ad), 2,55 (8s, 1H, -NH), 2,00-1,80 (m, SH, ArtNHCH,CH>-, Ad), 1,75-1,55
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(m, 6H, -Ad), 1,55-1,45 (m, 6H, -Ad), 1,44-1,30 (m, 2H, -CH,Ad). *C-NMR (50 MHz,
CDCls, 9): 151,94; 150,68; 148,99; 134,63; 128,20; 124,68; 122,41; 117,60; 98,14,
49,43; 44,72; 44,32; 43,77; 42,61; 37,00; 31,79; 28,53; 27,00; 22,52. (-)ESI-HRMS
(m/z (%)): 396,21999 ([M-H], 100), izracunato 396,22120 (greska: -3,06 ppm).
Mikroanaliza za (C,4H3,CIN3): izracunato C 72,43; H 8,10; N 10,56; nadeno C 72,15;
H 8,17; N 10,76.

HPLC cistoca: metoda A: RT 1,979 min., povrSina 99,84%; metoda B: RT 3,112 min.,
povrsina 98,43%.

Jedinjenje 109b je izolovano kao sporedni proizvod. Prinos 12 mg (7%).
N,N-bis[2-(1-Adamantil)etil]-NV'-(7-hlorhinolin-4-il)propan-1,3-diamin (109b)

\ Bezbojna pena omekSava na 208-210 °C.
IR (ATR): 3263sl, 2896j, 2843j, 1610sl, 1577, 1539sl,

HN/\/\N/\/@ 1449sr, 1367sr, 1344sl, 1330sr, 1263sl, 1202sl, 1166sl,
m 1136sr, 1098sl, 1078sl, 1014sl, 987sl, 970sl, 899sl,

¢l N / 877sr, 850sr, 805sr, 763sl, 736j, 702sl, 647sl, 623sl,
608sl, 544sl, 525s1 cm™. "H-NMR (200 MHz, CDCl;, 8): 8,49 (d, 1H, J = 5,2 Hz, H-
C(2)), 8,07 (8s, 1H, -NH), 7,93 (d, 1H, J = 2,4 Hz, H-C(8)), 7,74 (d, 1H, J = 8,8 Hz, H-
C(9)), 7,32 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,29 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)),
3,44-3.30 (m, 2H, ArNHCH,-), 2,76-2,64 (m, 2H, -CH,NHCH,CH,Ad), 2,62-2,48 (m,
4H, -CH,CH,Ad), 2,00-1,40 (m, 34H, ArNHCH,CH,-, -Ad), 1,32-1,18 (m, 4H, -
CH>Ad). ®C-NMR (50 MHz, CDCls, 8): 152,03; 150,72; 149,10; 134,63; 128,36;
124,59; 122,54; 117,64; 98,21; 54,26; 47,58; 44,28; 42,42; 40,20; 37,02; 31,76; 28,53;
24,16. (-)ESI-HRMS (m/z (%)): 558,36098 ([M-H], 100), izracunato 558,36205

(greska: -1,19 ppm).

N-[2-(1-Adamantil)etil]-/V'-(7-hlorhinolin-4-il)butan-1,4-diamin (107c¢)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 106a
HN/\/\/NH\/ﬂ
= reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 107¢ se dobija iz
e e - amina 98¢ (300 mg, 1,20 mmol) i adamantil-1-
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acetaldehida (214 mg, 1,20 mmol) pomo¢u NaBH(OAc); (509 mg, 2,40 mmol).
Proizvod se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH;
zas.) = 100/4) kao bezbojna pena koja omeksava na 92-94 °C. Prinos 330 mg (64%).

IR (ATR): 3257sr, 2896j, 2843sr, 1610sl, 1577j, 1538sr, 1448sr, 1428sl, 1366sr,
1330sr, 1280sl, 1249sl, 1201sl, 1164sl, 1136sr, 1079sl, 967sl, 898sl, 875sl, 851sl, 803sr,
767sl, 644sl, 622sl, 599sl, 498sl, 475sl, 428sl, 411sl cm™. "H-NMR (200 MHz, CDCl;,
d): 8,49 (d, 1H, J = 5,0 Hz, H-C(2)), 7,93 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(8)), 7,74 (d, 1H, J =
9,0 Hz, H-C(5)), 7,30 (dd, 1H, J= 2,2 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,35 (d, 1H, J=5,6 Hz,
H-C(3)), 6,20 (Ss, 1H, -NH), 3,36-3,20 (m, 2H, ArNHCH>-), 2,76-2,54 (m, 4H, -
CH,NHCH,CH,Ad, -CH,CH,Ad), 2,04-1,42 (m, 20H, ArNHCH,CH,-,
AINHCH,CH,CH>-, -Ad, -NH), 1,38-1,22 (m, 2H, -CH>Ad). ®C-NMR (50 MHz,
CDCls, 9): 151,98; 150,08; 149,10; 134,63; 128,49; 124,89; 121,64; 117,33; 98,76;
49,31; 44,95; 44,30, 43,13; 42,59; 37,04; 31,77; 28,55; 27,80; 26,20. (+)ESI-HRMS
(m/z (%)): 412,25138 ([M+H]", 100), izradunato 412,25140 (greska: -0,06 ppm).
Mikroanaliza za (C,sH34CIN3 x 3/2H,0): izracunato C 68,39; H 8,49; N 9,57; nadeno
C 68,29; H 8,16; N 9,74.

HPLC Ccistoca (A = 330 nm): metoda A: RT 7,845 min., povrSina 98,64%; metoda B:
RT 9,606 min., povrSina 98,08%.

Jedinjenje 108c¢ je izolovano kao sporedni proizvod. Prinos 55 mg (8%).
N, N-bis[2-(1-Adamanti)etil]-/V'-(7-hlorhinolin-4-il)butan-1,4-diamin (108c)
\ Bezbojna pena omekSava na 84-86 °C.

IR (ATR): 2897j, 2843sr, 1611sl, 1579j, 1538sl, 1448sr,
\/ﬁ 1367sr, 1344sl, 1331sl, 1136sr, 1098sl, 877sl, 852sl,
m 805sr, 645sl, 430sl, 420s] cm™. "H-NMR (200 MHz,
a N / CDCls, 6): 8,49 (d, 1H, J= 5,6 Hz, H-C(2)), 7,92 (d, 1H,
J = 1,6 Hz, H-C(8)), 7,78 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,35-7,25 (m, H-C(6)), 6,37 (d,
1H, J = 5,0 Hz, H-C(3)), 6,11 (8s, 1H, -NH), 3,38-3,24 (m, 2H, ArNHCH>-), 2,58-2,40
(m, 6H, -CH,NHCH,CH,Ad, -NHCH,CH,Ad), 2,04-1,42 (m, 34H, ArNHCH,CH>-,
ArNHCH,CH,CH>-, Ad), 1,30-1,16 (m, 4H, -CH>Ad). *C-NMR (50 MHz, CDCl;, §):
151,83; 150,08; 149,05; 134,61; 128,34; 124,79; 121,79; 117,31; 98,81; 53,11; 47,34,
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43,01; 42,35; 39,69; 36,96; 31,63; 28,48; 26,46; 24,82. (+)ESI-HRMS (m/z (%)):
574,39419 ([M+H]", 100), izra¢unato 574,39225 (greska: +3,38 ppm).

HPLC c¢istoca (A =330 nm):metoda A: RT 7,973 min., povrSina 98,88%; metoda B: RT
10,566 min., povrsina 95,79%.

N-[2-(1-Adamanti)etil]-N'-(7-hlorhinolin-4-il)pentan-1,5-diamin (107d)
Prema opStem postupku za dobijanje amina 106a
HN/W\NH\& reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 107d se
/@\)\j dobija iz amina 98d (145 mg, 0,55 mmol) i
- - ' adamantil-1-acetaldehida (98 mg, 0,55 mmol)

pomoc¢u NaBH(OAc); (233 mg, 1,10 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash”
hromatografije: (SiO,, eluent: EtOAc/MeOH/NH4OH = 80/10/10) kao svetlo Zuta pena
koja omekSava na 106-108 °C. Prinos 166 mg (71%).

IR (ATR): 3275sl, 2897j, 2842sr, 1610sr, 1574j, 1538sr, 1491sl, 1476sr, 1491sl, 1427sl,
1374sr, 1329sr, 1259sl, 1199sl, 1163sl, 1135sr, 1108sr, 1080sr, 966sl, 906sr, 881sr,
855sr, 826sr, 806st, 775st, 736st, 649sl, 599sl, 536sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls,
9): 8,52 (d, 1H, J = 5,0 Hz, H-C(2)), 8,00-7,90 (m, 1H, H-C(8)), 7,68 (d, 1H, J = 8,9 Hz,
H-C(5)), 7,40-7,30 (m, 1H, H-C(6)), 6,39 (d, 1H, J = 5,3 Hz, H-C(3)), 5,14 (8s, 1H, -
NH), 3,38-3,24 (m, 2H, ArNHCH,-), 2,70-2,62 (m, 2H, -CH,NHCH,CH,Ad), 2,62-2,54
(m, 2H, -CH,CHAd), 1,93 (s, 3H, -Ad), 2,00-1,40 (m, 21H, ArNHCH,CH,-,
ArNHCH,CH,CH,-, ArNHCH,CH,CH,CH>-, -Ad, -NH), 1,32-1,20 (m, 2H, -CH,Ad).
BC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 152,01; 149,72; 149,11; 134,78; 128,76; 125,19;
120,94; 117,12; 99,01; 49,89; 44,68; 44,38; 43,10, 42,63; 39,37, 37,11; 31,83; 29,78;
28,64; 24.85. (HESI-HRMS (m/z (%)): 426,26537 ([M+H]’, 100), izradunato
426,26705 (greska: -3,95 ppm). Mikroanaliza za (C,sH3sCIN; x 1/2H,0): izracunato C
71,78; H 8,57; N 9,66; nadeno C 72,07; H 8,81; N 9,71.

HPLC c¢istoca: metoda A: RT 1,929 min., povrSina 98,77%; metoda B: RT 3,259 min.,
povrsina 99,30%.
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Nl-[2-(1-Adamantil)etil]-NZ-(7-hlorhin01in-4-il)propan-1,2-diamin (107e)

J\/NH /ﬁ Prema opStem postupku za dobijanje amina 106a
HN
m reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 107e se dobija iz
a N7

amina 98e (180 mg, 0,76 mmol) i adamantil-1-acetaldehida

(136 mg, 0,76 mmol) pomocu NaBH(OAc); (58 mg, 1,52 mmol). Proizvod se izoluje
nakon preciS¢avanja viSestrukom hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, eluent:
DCM/MeOH(NHj3; zas.) = 95/5) 1 “flash” hromatografijom (Biotage SP1 RP kolona,
gradijent: MeOH/H,O = 7/3—9/1) kao bezbojna pena koja omekSava na 46-47 °C.
Prinos 227 mg (75%).

IR (ATR): 3252sr, 3063sl, 2896j, 2843sr, 1610sl, 1573j, 1537sr, 1447sr, 1426sl,
1376sr, 1330sr, 1279sl, 1241sl, 1205sl, 1134sr, 1078sl, 966sl, 901sl, 870sr, 843sl,
805sr, 763sr, 645sl, 623sl, 600sl, 540sl, 513sl, 490s, 421sl cm™. Amax(€) = 327 (10189),
253 (16143) nm. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8,48 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(2)), 7,92
(d, 1H, J = 1,0 Hz, H-C(8)), 7,74 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,32 (dd, 1H, J = 1,8 Hz,
J = 8,8 Hz, H-C(6)), 6,40 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(3)), 5,90 (s, 1H, ArNH-), 3,75-3,65
(m, 1H, ArNHCH(CHj3)-), 2,95-2,85 (m, 2H, ArNHCH(CH3)CH>-), 2,70-2,60 (m, 2H, -
CH,CH»Ad), 1,92 (8s, 3H, -Ad), 1,75-1,55 (m, 6H, -Ad), 1,48 (8s, 6H, -Ad), 1,35-1,20
(m, 6H, -CH,Ad, -CHs, -NH). *C-NMR (125 MHz, CDCl;, 8): 151,82; 149,30; 149,13;
134,75; 128,46, 125,04; 121,44; 117,55; 99,31; 54,35, 47,41; 44,59; 44,44; 42,62,
37,03; 31,85; 28,57; 18,10. (+1)ESI-HRMS (m/z (%)): 398,23435 ([M+H]", 100),
izracunato 398,23575 (greska: -3,51 ppm). Mikroanaliza za (C4H3,CIN3 x 1/2H,0):
izracunato C 70,83; H 8,17; N 10,32; nadeno C 70,44; H 7,91; N 10,27.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,891 min., povrSina 97,79%; metoda B:
RT 9,904 min., povrsina 95,06%.

N'-[2-(1-Adamantil)etil]-V’~(7-hlorhinolin-4-il)butan-1,3-diamin (107f)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 106f

HNJ\/\NH\/@ reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 107f se dobija iz
N

J@@
Cl N

uL, 0,45 mmol) i NaBHy (82 mg, 2,16 mmol). Proizvod se izoluje nakon viSestruke
hromatografije: “dry-flash” (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH3 zas.) = 95/5) i “flash”

amina 105f (90 mg, 0,36 mmol) i adamantil-1-
acetaldehida (64 mg, 0,36 mmol) pomocu AcOH (26
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hromatografijom (Biotage SP1 NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 6/4) kao bezbojna
pena koja omekSava na 62-64 °C. Prinos 596 mg (77%).

IR (ATR): 3219sl, 2897, 2843sr, 1737sr, 1610sl, 1573j, 1538sr, 1448sr, 1427sl,
1368sr, 1330sr, 1280sl, 1242sr, 1199sl, 1149sr, 1077sl, 1046sl, 976sl, 849sr, 804sr,
764sl, 716sl, 644sl, 604sl, 518sl, 50551 cm™. Amax(e) = 328 (10358), 254 (16434) nm.
"H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8,47 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(2)), 7,91 (d, 1H, J =22
Hz, H-C(8)), 7,87 (d, 1H, J=4,5 Hz, -NH), 7,75 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,29 (dd,
1H, J= 2,2 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,34 (d, 1H, J= 5,6 Hz, H-C(3)), 3,90-3,80 (m, 1H,
ArNHCH(CHs)-), 3,05-2,95 (m, 1H, -CH,NHCH,CH,Ad), 2,85-2,75 (m, 1H, -
CH,NHCH,CH,Ad-), 2,70-2,60 (m, 2H, -NHCH,CH,Ad), 2,00-1,90 (m, 4H,
ArNHCH(CH3)CH>-, -Ad), 2,00-1,90 (m, 7H, ArNHCH(CH3)CH,-, -Ad), 1,55-1,45 (m,
7H, -Ad, -NH), 1,40-1,30 (m, 2H, -NHCH,CH,Ad), 1,32 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CH;). "*C-
NMR (125 MHz, CDCl;, §): 152,01; 149,81; 149,40; 134,53; 128,52; 124,54; 122,41;
117,84; 98,51; 48,45; 46,40; 44,98; 44,50; 42,70; 37,09; 34,83; 31,87; 28,62; 19,05.
(HESI-HRMS (m/z (%)): 412,25068 ([M+H]", 100), izradunato 412.25140 (greska: -
1,75 ppm). Mikroanaliza za (C,sH34CIN; x 1/2H,0): izra¢unato C 71,32; H 8,38; N
9,98; nadeno C 71,11; H 8,07; N 10,08.

HPLC Ccisto¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 8,535 min., povrSina 98,59%; metoda B:
RT 9,910 min., povrSina 95,42%.

N'-[2-(1-Adamantil)etil]-N*-(7-hlorhinolin-4-il)pentan-1,4-diamin (107g)

J\/\/ Prema opStem postupku za dobijanje amina 106f

NH

HN /ﬁ reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 107g se dobija iz
N

o m amina 105g (320 mg, 1,21 mmol) i adamantil-1-

acetaldehida (216 mg, 1,21 mmol) pomo¢u AcOH (86

nL, 1,51 mmol) i NaBH4 (92 mg, 2,42 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash”
hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH;3 za.) = 9/1) kao bezbojna pena koja
omeksava na 49-51 °C. Prinos 314 mg (61%).

IR (ATR): 3422sr, 2901j, 2845sr, 1611sl, 1578j, 1540sl, 1450sr, 1426sl, 1379sl, 1332sl,
1280sl, 1253sl, 1201sl, 1150sl, 1081sl, 905sl, 877sl, 854sl, 806sl, 768sl, 646sl, 601sl,
401sl em™. Amax(e) = 328 (11161), 255 (17040) nm. "H-NMR (500 MHz, CDCls, d):
8,47 (d, 1H, J= 5,3 Hz, H-C(2)), 7,95-7,88 (m, 1H, H-C(8)), 7,83 (d, 1H, J=9,0 Hz, H-
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C(9)), 7,35-7,25 (m, 1H, H-C(6)), 6,36 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(3)), 5,68 ($s, 1H, -NH),
3,75-3,60 (m, 1H, ArNHCH(CHs)-), 3,08 (8s, 1H, -NH), 2,75-2,65 (m, 2H, -
CH,NHCH,CH,Ad), 2,65-2,55 (m, 2H, -CH,CH,Ad), 1,92 (s, 3H, -Ad), 1,85-1,75 (m,
1H, ArNHCH(CH3;)CH»-), 1,75-1,50 (m, 10H -Ad, ArNHCH(CH;)CH,-, -
CH,CH,;NHCH,CH,Ad, -NH), 1,45 (m, 6H, -Ad), 1,35-1,25 (m, 2H, -CH,Ad) 1,29 (d,
3H, J = 6,2 Hz, -CH3). "C-NMR (125 MHz, CDCls, &): 151,82; 149,28; 149,11;
134,75; 128,42; 124,95; 121,74; 117,38; 99,04; 49,30; 48,33; 44,22; 42,50; 37,02,
33,90; 31,78; 28,57; 25,98; 20,17. (+t)ESI-HRMS (m/z (%)): 426,26752 ((IM+H]", 100),
izracunato 426,26705 (greska: +1,10 ppm). Mikroanaliza za (CysH3cCIN; x 3/2H,0):
izracunato C 68,93; H 8,68; N 9,27; nadeno C 69,08; H 9,04; N 9,48.

HPLC cisto¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 8,000 min., povrSina 95,37%; metoda B:
RT 9,821 min., povrsina 95,54%.

N'-[2-(1-Adamantil)etil]-N*-(7-hlorhinolin-4-il)pentan-1,3-diamin (107h)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 106a
HN/(/\NH\/& reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 107h se dobija iz
o0
cl N

NaBH(OAc); (254 mg, 1,20 mmol). Proizvod se izoluje nakon preciS¢avanja
viSestrukom hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) =
95/5) 1 “flash” hromatografijom (Biotage SP1 NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 6/4)

amina 105h (157 mg, 0,60 mmol) i adamantil-1-

acetaldehida (106 mg, 0,60 mmol) pomocu

kao bezbojna pena koja omekSava na 121-123 °C. Prinos 171 mg (67%).

IR (ATR): 3236sr, 2897j, 2843sr, 1610sl, 1573j, 1538sr, 1488sl, 1448sr, 1428sr,
1366sr, 1330sr, 1281sl, 1245sl, 1198sl, 1166sl, 1141sr, 1078sl, 901sl, 876sl, 852sr,
804sr, 763sl, 735sr, 701sl, 643sl, 599sl, 539sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCls, §):
8,45 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(2)), 7,91 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)), 7,67 (d, 1H, J = 8,9
Hz, H-C(5)), 7,76 (d, 1H, J = 5.6 Hz, -NH), 7,29 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 8,9 Hz, H-
C(6)), 6,32 (d, 1H, J = 5,8 Hz, H-C(3)), 3,61 (m, 1H, AINHCH(CH,CHj3)-), 3,00-2,90
(m, 1H, -CH,NHCH,CH,Ad), 2,85-2,75 (m, 1H, -CH,NHCH,CH,Ad), 2,65-2,55 (m,
2H, -CH,CH,Ad), 2,00-1,85 (m, 4H, Ad, -CH,CH,NHCH,CH,Ad), 1,85-1,75 (m, 2H, -
CH,CH,NHCH,CH,Ad, -CH,CH3), 1,75-1,55 (m, 7H, Ad, -CH,CH3), 1,40-1,30 (m,
2H, -CH,Ad), 0,97 (t, 3H, J = 7,5 Hz, -CH;). “C-NMR (125 MHz, CDCl, 8): 151,91;
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149,97; 149,36; 134,56; 128,43; 124,55; 122,30; 117,74; 98,46; 54,19; 46,53; 44,87,
44,49; 42,65; 37,06; 31,83; 31,62; 28,59; 25,79; 10,33. (+)ESI-HRMS (m/z (%)):
426,26855 ([M+H]", 100), izradunato 426,26705 (greska: +3,51 ppm). Mikroanaliza za
(C26H36CIN3 x Hy0): izracunato C 70,32; H 8,63; N 9,46; nadeno C 70,71; H 8,48; N
9,24.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 8,003 min., povrSina 98,19%; metoda B:
RT 9,862 min., povrSina 96,49%.

N-{3-[4-(3-{|2-(1-Adamantil)etil|]amino} propil)piperazin-1-il|propil}-7-hlorhinolin-
4-amin (107i)

Prema opsStem postupku za dobijanje amina 106a

/ NH reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 107i se dobija iz

H/ amina 105i (137 mg, 0,38 mmol) i adamantil-1-

[Nj acetaldehida (68 mg, 0,38 mmol) pomo¢u NaBH(OAc);

N / (161 mg, 0,76 mmol). Proizvod se izoluje nakon

HN/H preciS¢avanja viSestrukom hromatografijom: “dry-flash”

m / (Si03, eluent: DCM/MeOH(NH3; zas.) = 100/2) 1 ’flash*
\Cl\ N7

hromatografijom (Biotage SP1 RP kolona, gradijent:

MeOH/H,0 = 8/1—95/5) kao bezbojna pena koja omekSava na 120-122 °C. Prinos 108
mg (54%).

IR (ATR): 3235sr, 2899j, 2841sr, 2806sr, 1610sl, 1586j, 1540sr, 1486sl, 1446sr,
1368sl, 1353sl, 1332sl, 1307sl, 1283sl, 1242sl, 1198sl, 1140sr, 1074sl, 1016sl, 987sr,
958sr, 898sl, 875sl, 856sl, 836sl, 812sr, 793, 759sl, 728sr, 596sr, 501sr, 428sl cm’. 'H-
NMR (200 MHz, CDCls, 9): 8,50 (d, 1H, J = 5,0 Hz, H-C(2)), 8,00-7,80 (m, 2H, H-
C(8), H-C(5)), 7,58 (8s, 1H, -NH), 7,30 (dd, 1H, J = 1,9 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,30
(d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 3,45-3,25 (m, 2H, ArNHCH,-), 3,00-2,20 (m, 16H, -
CH,NHCH,CH,Ad, -CH,CH»Ad, -CH,N(CH,CH;),NCH,-, -N(CH>CH,),N-), 2,10-
1,40 (m, 19H, ArNHCH,CH>-, -CH,CH,NHCH,CH,Ad, -Ad), 1,40-1,35 (m, 2H, -
CH>Ad). PC-NMR (50 MHz, CDCls, 8): 152,12; 150,54; 148,99; 134,54; 128,44;
124,54; 122,43; 117,40; 98,38; 58,74; 57,25; 53,46; 53,28; 48,72; 44,17; 42,50; 37,00;
31,76; 28,51; 26,51; 23,27. (H)ESI-HRMS (m/z (%)): 524,35077 ([M+H]", 100),
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izraCunato 524,35145 (greska: -1,30 ppm). Mikroanaliza za (C,3H3oCIN3 x3/2H,0):
izraCunato C 67,55; H 8,96; N 12,71; nadeno C 67,86; H 9,22; N 12,89.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,803 min., povrSina 98,14%; metoda B:
RT 9,483 min., povrSina 95,17%.

Jedinjenje 109i je izolovano kao sporedni proizvod. Prinos 31 mg (12%).
N-{3-[4-(3-{bis[2-(1-Adamantil)etil|amino}propil)piperazin-1-il|propil}-7-
hlorhinolin-4-amin (109i)

/ \ Bezbojna pena omeksava na 117-119 °C.
% IR (ATR): 3254sr, 2897), 2843sr, 2812sr, 1668sl,
;N@@

1611sl, 1579, 1538sr, 1448sr, 1367sl, 1345sl, 1330sl,
1312sl, 1282sl, 1241sl, 1197sl, 1139sr, 1098sl,
[Nj 1076sl, 1014sl, 988sl, 899sl, 878sl, 850sl, 804sr,

N 764sl, 734j, 702sl, 644sl, 622sl, 598sl, 500sl, 459sl,
)) 444sl, 429s1 cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCls, §):

, O% 8,50 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(2)), 7,94 (d, 1H, J = 2,0
\Q p N/ / Hz, H-C(8)), 7,89 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,61
(8s, 1H, -NH), 7,33 (dd, 1H, J = 2,5 Hz, J= 9,0 Hz, H-C(6)), 6,31 (d, 1H, J= 5,5 Hz, H-
C(3)), 3,42-3,34 (m, 2H, ArNHCH,-), 2,90-2,35 (m, 18H, -N(CH,CH;);N-, -
CH,N(CH,CH,),NCH»-, -CH,CH,Ad, -CH,NHCH,CH,Ad), 2,00-1,90 (m, 8H, -Ad,
ArNHCH,CH>-), 1,75-1,55 (m, 14H, -Ad, -CH,CH,NHCH,CH,Ad), 1,51 (s, 12H, -Ad),
1,30-1,20 (m, 4H, -CH,Ad). *C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 152,17; 150,57; 149,11;
134,59; 128,60; 124,60; 122,46; 117,46; 98,43; 58,78; 57,12; 53,59; 53,38; 51,95;
47,62; 44,46; 42,56, 40,53; 37,18; 31,82; 28,67; 24,53; 23,34. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 686,49155 ([M+H]", 100), izraunato 686,49230 (greska: -1,09 ppm).

Opsti postupak za reduktivno aminovanje:

terc-Butil (2-{[1-(1-adamantil)etil]amino}etil)karbamat (110a)

U smesu amina 98a (330 mg, 2,06 mmol) i 1-acetiladamantana
E‘“’NNNH}/@J (306 mg, 1,72 mmol) doda se Ti(O'Pr); (610 uL, 2,06 mmol, 1,2
ekv). Posle 18 sati meSanja na sobnoj temperaturi u reakcionu smesu se doda apsolutni

EtOH (30mL) i NaBH4 (130 mg, 3,44 mmol, 2 ekv) i meSanje nastavi dodatnih 12 sati.
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Reakciona smesa se upari do suva destilacijom pod sniZenim pritiskom, suvi ostatak u
balonu rastvori u vodi i prebaci u levak za odvajanje. Dodatkom vodenog rastvora
NaOH pH vodenog sloja se podesi na pH 10. Supstanca se iz vodenog sloja ekstrahuje
DCM (3 x 30 mL). Spojeni organski slojevi se isperu zasicenim vodenim rastvorom
NaCl 1 suSe iznad anh. Na;SO,4. Rastvara¢ se ukloni isparavanjem pod snizenim
pritiskom, a sirovi proizvod precisti “dry-flash” hromatografijom: (SiO,, eluent:
DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5). Jedinjenje 110a se dobija u obliku bezbojnog
viskoznog ulja (410 mg, 74%). IR (ATR): 3346sr, 2973sl, 2899j, 2846j, 1689j, 1518sr,
1449sr, 1390sl, 1364sr, 1345sl, 1315sl, 1271sr, 1248sr, 1153j, 1040sl, 1015sl, 991sl,
926sl, 863sl, 812sl, 777sl, 758sl, 736sl, 700sl, 667sl, 637sl, 627sl, 618sl, 600s], 562sl,
555sl, 541sl, 522sl, 509sl, 503sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 4,97 (3s, 1H,
NH), 3,25-3,10 (m, 2H, -CH,NHBoc), 2,90-2,80 (m, 1H, -CH,CH,NHBoc), 2,65-2,50
(m, 1H, -CH,CH,;NHBoc), 2,05-2,00 (m, 1H, -CH(CH3)Ad), 1,97 (8s, 3H, Ad), 1,75-
1,40 (m, 22H, Ad, -NHCOO-C(CHs)s, -NH), 0,94 (d, 3H, J = 6,5 Hz, -CH;). *C-NMR
(125 MHz, CDCls, 9): 156,18; 79,02; 62,01; 47,84; 40,61; 38,67; 37,34; 36,14; 28,56;
28,43; 13,55. (HESI-HRMS (m/z (%)): 323,26854 ([M+H]", 100); izradunato
323,26930 (greska: -2,38 ppm).

terc-Butil (3-{[1-(1-adamantil)etil]amino}propil)karbamat (110b)

[ {@J Prema opStem postupku za dobijanje amina 110a reduktivnim
BOCHN\/\/NH
|~ )) aminovanjem, jedinjenje 110b se dobija iz amina 98b (380 mg,

2,18 mmol) i 1-acetiladamantana (325 mg, 1,85 mmol) pomoéu Ti(O'Pr)s (645 uL, 2,18
mmol) i NaBHs (140 mg, 3,70 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash”
hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) kao bezbojno viskozno
ulje (475 mg, 76%).

IR (ATR): 3313sr, 29035, 2847j, 2676sl, 1574sr, 1450sr, 1362sl, 1344sl, 1316sl, 1248sl,
1103sl, 1012sl, 974sl, 934sl, 815sl, 735sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCl3, §): 5,88
(8s, 1H, -NHBoc), 3,35-2,40 (m, 4H, -CH,NHBoc, -CH,NHCH(CH3)Ad), 2,10-2,20 (m,
1H, -CH(CH3)Ad), 1,98 (m, 3H, Ad), 1,75-1,40 (m, 23H, Ad, -NHCOO-C(CH,)3, -
CH,CH,CH,NHBoc), 0,95 (d, 3H, J = 6,6 Hz, -CH;). “C-NMR (125 MHz, CDCl;, §):
156,17; 78,64; 62,61; 47,47, 40,37; 38,69, 37,30; 36,09, 29,54; 28,56; 28,40; 13,18.
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(H)ESI-HRMS (m/z (%)): 337,28334 ([M+H]", 100); izratunato 337,28495 (greska: -
4,79 ppm).

terc-Butil (4-{[1-(1-adamantil)etilamino}butil)karbamat (110c¢)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 110a
{BOCHN/\/\/N\&] reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 110c¢ se dobija iz

amina 98¢ (231 mg, 1,23 mmol) i 1-acetiladamantana (110
mg, 0,61 mmol) pomocu Ti(O'Pr), (364 pL, 2,23 mmol) i NaBH4 (45 mg, 1,22 mmol).
Proizvod se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH;
zas.) = 95/5) kao bezbojno viskozno ulje (152 mg, 71%). IR (ATR): 3330sr, 2971sl,
29005, 2846sr, 1692j, 1520sr, 1449sr, 1389sl, 1364sr, 1345sl, 1315sl, 1271sl, 1248sr,
11715, 1118sl, 1066sl, 1039sl, 993sl, 870sl, 781sl, 735sl, 702sl, 670sl, 654sl, 647sl,
640sl, 595sl, 589sl, 561sl, 548sl, 511sl, 503sl cm”. "H-NMR (500 MHz, CDCls, §):
499 (8s, 1H, -NHBoc), 3,20-2,05 (m, 2H, -CH,NHBoc), 2,80-2,65 (m, 1H, -
CH,NHCH(CH3)Ad), 2,50-2,40 (m, 1H, -CH,NHCH(CH3)Ad), 2,10-2,00 (m, 1H, -
NHCH(CH3)Ad), 1,97 (m, 3H, Ad), 1,75-1,40 (m, 26H, Ad, -CH,CH;NHBoc, -
CH>CH,CH,NHBoc, -NHCOO-C(CHs)s, -NH), 0,94 (d, 3H, J = 6,5 Hz, -CH3). "*C-
NMR (125 MHz, CDCls, 6): 155,98; 78,79; 62,49; 48,34; 40,48; 38,65; 37,30; 35,96;
28,52; 28,39; 27,83; 27,71; 13,40. (t)ESI-HRMS (m/z (%)): 351,30112 ((M+H]", 100);
izracunato 351,30030 (greska: +1,48 ppm).

terc-Butil {2-[(1-adamantilmetil)amino]propil}karbamat (110e)

Prema opsStem postupku za dobijanje amina 106f reduktivnim

[BOCHN/\(NH/@] aminovanjem, jedinjenje 110e se dobija iz amina 103e (340
mg, 1,95 mmol) i adamantan-1-karbaldehida (320 mg, 1,95

mmol) pomo¢u AcOH (139 pL, 2,4 mmol) i NaBH4 (443 mg, 11,7 mol). Proizvod se

izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NHj3 zas.) = 95/5)

kao bezbojno viskozno ulje (509 mg, 81%).

IR (ATR): 3355sr, 2972sl, 2897j, 2845sr, 1694j, 1500sr, 1450sr, 1390sl, 1364sr,
1345sl, 1248sr, 11655, 1103sl, 986sr, 908sl, 865sl, 777sl, 751sl, 644sl, 620sl, 576sl,
556sl, 545sl, 520sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCl;, 8): 4,99 (3s, 1H, -NHBoc), 3,20-
3,10 (m, 1H, -CH,NHBoc), 3,05-2,90 (m, 1H, -CH,NHBoc), 2,75-2,60 (m, 1H, -
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CH(CH3)NHCH,Ad), 2,31 (ABq, H4, J = 11,5 Hz, -CH,Ad), 2,12 (ABq, Hp, J = 11,5
Hz, -CH,Ad), 1,96 (s, 3H, Ad), 1,75 -1,60 (m, 6H, Ad), 1,55-1,40 (m, 16H, Ad, -
NHCOO-C(CHs)s, -NH), 1,03 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CH3). *C-NMR (125 MHz, CDCl;,
d): 157,06; 77,57; 61,55; 59,68; 53,35; 40,81; 37,24; 33,37; 28,47; 28,469; 18,62.
(H)ESI-HRMS (m/z (%)): 323,26937 ([M+H]", 100); izradunato 323,26930 (greska:
+0,19 ppm).

terc-Butil {3-[(1-adamantilmetil)amino]butil} karbamat (110f)

[ /@J Prema opsStem postupku za dobijanje amina 106f reduktivnim
B"CHN\/ﬁ/NH . . e . :

aminovanjem, jedinjenje 110f se dobija iz amina 106f (250 mg,

1,32 mmol) i adamantan-1-karbaldehida (218 mg, 1,34 mmol) pomo¢u AcOH (96 pL,
1,62 mmol) i NaBH4 (304 mg, 7,92 mol). Proizvod se izoluje nakon ‘“dry-flash”
hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) kao bezbojno viskozno
ulje (329 mg, 73%).

IR (ATR): 3314sr, 2973sl, 2898j, 2845sr, 2017sl, 1694j, 1505sr, 1450sr, 1390sl,
1364sr, 1274sr, 1247sr, 1170j, 1103sl, 1075sr, 1040sl, 1013sl, 947sl, 897sl, 970sl,
777sl, 735st, 704sl, 669sl, 633sl, 611sl, 590sl, 562sl, 551sl, 536sl cm™. "H-NMR (500
MHz, CDCls, 6): 6,51 (8s, 1H, -NHBoc), 3,35-3,25 (m, 1H, -CH,NHBoc), 3,25-3,10 (m,
1H, -CH,NHBoc), 2,75-2,50 (m, 1H, -CH(CH3;)NHCH,Ad), 2,34 (ABq, H4, J = 11,3
Hz, -CH,Ad), 2,20 (ABq, Hp, J = 11,3 Hz, -CH,Ad), 1,97 (8s, 3H, Ad), 1,75-1,55 (m,
7H, Ad, -CH,CH,NHBoc), 1,55-1,45 (m, 6H, Ad), 1,45-1,35 (m, 10H, -
CH,CH,NHBoc, -NHCOO-C(CH3)3), 1,07 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CH;). *C-NMR (125
MHz, CDCls, 6): 156,14; 78,33; 60,16; 54,08; 40,91; 39,12; 37,22; 34,90, 33,26; 28,48;
20,61. (1)ESI-HRMS (m/z (%)): 337,28422 ([M+H]", 100); izradunato 337,28495
(greska: -2,18 ppm).

terc-Butil {4-[(1-adamantilmetil)amino]pentil}karbamat (110g)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 106f reduktivnim

[BOCHN\/\)\NH’] aminovanjem, jedinjenje 110f se dobija iz amina 103g (396

mg, 1,96 mmol) i adamantan-1-karbaldehida (321 mg, 1,96
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mmol) pomo¢u AcOH (140 uL, 2,4 mmol) i NaBH4 (445 mg, 11,8 mol). Proizvod se
izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NHj3 zas.) = 95/5)
kao bezbojno viskozno ulje (508 mg, 74%).

IR (ATR): 3196sr, 3004sl, 2962sl, 2897j, 2846sr, 2795sl, 1710j, 1566sr, 1465sr,
1451sr, 1383sl, 1362sr, 1343sl, 1319sl, 1302sl, 1272sr, 1245sr, 1168sr, 1138j, 1097sl,
1076sl, 1047sl, 1036sl, 1002sl, 979sr, 900s], 884sl, 866sl, 785sl, 756sr, 715sl, 609sl,
561sl, 503sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCl; 8): 4,87 (3s, 1H, -NHBoc), 3,20-3,00 (m,
1H, -CH,NHBoc), 2,55-2,45 (m, 1H, -CH(CH3)NHCH,Ad), 2,74 (ABq, Hy, J = 11,3
Hz, -CH,Ad), 2,15 (ABq, Hp, J = 11,3 Hz, -CH,Ad), 1,96 (Ss, 3H, Ad), 1,75-1,60 (m,
6H, Ad), 1,55-1,48 (8H, Ad, -CH,CH,NHBoc), 1,48-1,40 (m, 11H, -
CH,CH,CH,;NHBoc, -NHCOO-C(CH3)3), 1,40-1,25 (m, 1H, -CH>CH,CH,NHBoc),
1,02 (d, 3H, J = 6,3 Hz, -CH3). *C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 156,01; 78.89; 60,18;
53,59; 40,95; 40,82; 37,27; 34,32; 33,30; 28,50; 28,44; 26,43; 20,58. (+)ESI-HRMS
(m/z (%)): 351,29958 ([M+H]", 100); izra¢unato 351,30030 (greska: -2,91 ppm).

terc-Butil {3-[(1-adamantilmetil)amino]pentil}karbamat (110h)
Prema opsStem postupku za dobijanje amina 106f reduktivnim
BOCHN\/)/NH/@ aminovanjem, jedinjenje 110h se dobija iz amina 103h (370
mg, 1,96 mmol) i adamantan-1-karbaldehida (321 mg, 1,96

mmol) u prisustvu AcOH (139 pL, 2,4 mmol) i NaBH4 (443 mg, 11,7 mol). Proizvod se
izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NHj3 zas.) = 95/5)

kao bezbojno viskozno ulje (549 mg, 80%).

IR (ATR): 3331sr, 2963sl, 2898;j, 2845sr, 1692j, 1504sr, 1451sr, 1389sl, 1363sr,
1273sl, 1247sr, 1170j, 1087sl, 1041sl, 1022sl, 932sl, 871sl, 808sl, 778sl, 751sl, 623sl,
648sl, 608sl, 588sl, 551sl, 530sl, 521sl, 509s] cm”. "H-NMR (500 MHz, CDCls, §):
6,64 (3s, 1H, -NHBoc), 3,40-3,25 (m, 1H, -CH,NHBoc), 3,25-3,05 (m, 1H, -
CH,NHBoc), 2,55-2,40 (m, 1H, -CH(CH,CH3)NHCH,Ad), 2,29 (ABq, Hy, J= 11,2 Hz,
-CH,Ad), 2,21 (ABq, Hp, J = 11,2 Hz, -CH,Ad), 1,97 (s, 3H, Ad), 1,80-1,60 (m, 7H,
Ad, -CH,CH,NHBoc), 1,60-1,50 (m, 7H, -CH>CHs, Ad), 1,50-1,30 (m, 11H, -
CH,CH,NHBoc, -CH,CHj;, -NHCOO-C(CHs)s), 0,86 (t, 3H, J = 7,5 Hz, -CH,CHs).
BC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 156,21; 78,30; 59,74; 59,48; 40,89; 39,27; 37,21;
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33,29; 31,30; 28,48; 26,18; 9,87. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 351,30038 ([M+H]", 100);
izracunato 351,30060 (greska: -0,63).

terc-Butil (2-{[2-(1-adamantil)etil]amino}propil)karbamat (111e)

[ = /ﬁ] Prema opStem postupku za dobijanje amina 110a reduktivnim
BocHN
/Y aminovanjem, jedinjenje 111e se dobija iz amina 103e (275 mg,

1,58 mmol) 1 adamantil-1-acetaldehida (280 mg, 1,58 mmol), pomocu Ti(OiPr)4 (560
nL, 0,90 mmol) i NaBH4 (120 mg, 3,16 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash”
hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) kao bezbojno viskozno
ulje (398 mg, 75%).

IR (ATR): 2972sl, 2897j, 2844sr, 1698j, 1499sr, 1449sr, 1390sl, 1364sr, 1345sl,
1315sl, 1268sl, 1248sr, 1166j, 1099sl, 1050sl1, 1038sl, 964sl, 928sl, 902sl, 864sl, 838sl,
812sl, 777sl, 736sr, 704sl, 687sl, 667sl, 503sl, 487sl, 430sl cm™. '"H-NMR (500 MHz,
CDCls, 9): 4,94 (8s, 1H, -NH), 3,20-3,05 (m, 1H, -CH>NHBoc), 3,05-3,00 (m, 1H, -
CH,NHBoc), 2,85-2,75 (m, 1H, -CH(CH3;)NHCH,CH,Ad), 2,70-2,60 (m, 1H, -
CH,CH,Ad), 2,55-2,45 (m, 1H, -CH,CH,Ad), 1,94 (8s, 3H, Ad), 1,75-1,55 (m, 6H, Ad),
1,53-1,47 (m, 6H, Ad), 1,47-1,40 (m, 9H, -NHCOO-C(CHj3)3), 1,30-1,15 (m, 2H, -
CH>Ad), 1,04 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CH;). "C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 156,24,
79,02; 52,83; 45,54; 45,08; 42,68; 41,47, 37,14; 31,90, 28,67; 28,40; 18,52. (+)ESI-
HRMS (m/z (%)): 337,28422 ([M+H]", 100); izra¢unato 337,28495 (greska: -2,17
ppm).

terc-Butil (3-{[2-(1-adamantil)etil|amino}butil)karbamat (111f)
E =— — /ﬁ] Prema opsStem postupku za dobijanje amina 110a reduktivnim
\/ﬁ/ /) aminovanjem, jedinjenje 111f dobija se iz amina 103f (544 mg,

2,58 mmol) i adamantil-1-acetaldehida (460 mg, 2,58 mmol) u prisustvu Ti(O'Pr)4 (917

uL, 3,10 mmol) i NaBH4 (195 mg, 5,16 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash”
hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) kao bezbojno viskozno
ulje (660 mg, 73%).

IR (ATR): 3340sl, 2972sl, 2898j, 2844sr, 1693j, 1505sr, 1449sr, 1390sl, 1364sr,
1272sr, 1248sr, 11705, 1107sl, 1039sl, 1014sl, 943sl, 873sl, 776sl, 734j, 702sl, 669sl,
612sl, 576sl, 556sl, 546sl, 522sl, 512sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 5,41 (Ss,
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1H, -NH), 3,30-3,20 (m, 1H, -CH,NHBoc), 3,20-3,10 (m, 1H, -CH,NHBoc), 2,75-2,65
(m, 1H, -CH(CH3)NHCH,CH,Ad), 2,65-2,55 (m, 1H, -CH,CH,Ad), 2,55-2,45 (m, 1H, -
CH,CH,Ad), 1,94 (s, 3H, Ad), 1,75-1,60 (m, 6H, Ad), 1,75-1,40 (m, 23H, Ad, -
CH,CH;NHBoc, -NHCOO-C(CHs3)3), 1,60-1,54 (m, 8H, Ad, -CH>,CH,;NHBoc), 1,44 (s,
9H, -NHCOO-C(CH3)3), 1,30-1,20 (m, 2H, -CH»Ad), 1,07 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CH3).
BC-NMR (125 MHz, CDCl;, 8): 156,08; 78,81; 52,03; 45,05; 42,68; 41,41; 38,18,
37,17; 36,21; 31,90; 28,68; 28,45; 20,41. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 351,30175
([IM+H]", 100); izratunato 351,30060 (greska: +3,25 ppm).

terc-Butil (4-{[2-(1-adamantil)etil]amino}pentil)karbamat (111g)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 110a
[BOCHN\/\)\NH\/@] reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 111g se dobija iz
amina 103g (360 mg, 1,78 mmol) i adamantil-1-
acetaldehida (317 mg, 1,78 mmol) pomoéu Ti(O'Pr)s (632 uL, 2,13 mmol) i NaBH,

(135 mg, 3,56 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,,
eluent DCM/MeOH(NHj; zas.) = 95/5) kao bezbojno viskozno ulje (499 mg, 77%).

IR (ATR): 3343sl, 2967sl, 2898, 2844sr, 1690j, 1520sr, 1449sr, 1389sl, 1363sr, 1345sl,
1269sr, 1248sr, 1169j, 1041sl, 1017sl, 989sl, 967sl, 920sl, 867sl, 812sl, 779sl, 523sl,
504sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCl;, 8): 4,84 (s, 1H, -NHBoc), 3,20-3,05 (m, 2H, -
CH>NHBoc), 2,70-2,55 (m, 2H, -CH(CH3)NHCH,CH,Ad, -CH,CH,Ad), 2,65-2,50 (m,
1H, -CH,CH,Ad), 1,94 (8s, 3H, Ad), 1,75-1,60 (m, 6H, Ad), 1,60-1,30 (m, 18H, Ad, -
CH,CH;NHBoc, -CH>CH, CH:NHBoc, -NHCOO-C(CHs);3), 1,40-1,30 (m, 1H, -
CH,CH, CH,NHBoc), 1,30-1,20 (m, 2H, -CH>Ad), 1,04 (d, 3H, J = 6,2 Hz, -CH;). *C-
NMR (125 MHz, CDClI;, 6): 156,00; 78,95; 53,12; 44,93; 42,66; 41,52; 40,78, 37,15;
34,31; 31,90; 28,68; 28,43; 26,51; 20,32. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 365,31654
([IM+H]", 100); izratunato 365,31625 (greska: +0,78 ppm).

terc-Butil (3-{[2-(1-adamantil)etil]amino}pentil)karbamat (111h)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 110a

{BOCHN\/j/NH/ﬁ J reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 111h se dobija iz 103h

(350 mg, 1,73 mmol) i adamantil-1-acetaldehida (308 mg,
1,73 mmol) pomoéu Ti(O'Pr)s (616 uL, 2,08 mmol) i NaBH, (131 mg, 3,46 mmol).
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Proizvod se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH3
zas.) = 95/5) kao bezbojno viskozno ulje (479 mg, 76%).

IR (ATR): 3330sr, 2964sr, 2899j, 2845sr, 1692j, 1504sr, 1449sr, 1389sl, 1363sr,
1315sl, 1271sr, 1248sr, 11705, 1098sl, 1041sl, 1022sl, 993sl, 965sl, 918sl, 869sl, 812sl,
780sl, 758sl, 691sl, 681sl, 667sl, 654sl, 618sl, 600sl, 579sl, 557sl, 548sl, 540sl, 503sl,
520sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCl;, 8): 5,74 (3r s, 1H, -NHBoc), 3,30-3,20 (m, 1H,
-CH,NHBoc), 3,20-3,10 (m, 1H, -CH,NHBoc), 2,65-2,55 (m, 1H, -CH,CH,Ad), 2,55-
2,45 (m, 2H, -CH,CH,Ad, -CH(CH,CH3)NHCH,CH,Ad), 1,94 (s, 3H, Ad), 1,75-1,60
(m, 7H, Ad, -CH,CH,;NHBoc), 1,60-1,35 (m, 18H, Ad, -CH,CH,NHBoc, -CH,CH3, -
NHCOO-C(CHs)3), 1,30-1,20 (m, 2H, -CH,CH,Ad), 0,88 (t, 3H, J = 7,5 Hz, -CH,CH;).
BC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 156,16; 78,69; 58,14; 45,02; 42,68; 40,97; 38,39;
37,16; 32,36; 31,90, 28,68; 28,47; 26,30; 10,00. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 365,31603
([IM+H]", 100); izratunato 365,31625 (greska: -0,61 ppm).

N-[1-(1-Adamantil)etil]etan-1,2-diamin (112a)

Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zastitne grupe 98a,
{HZN/\/NHW/@J jedinjenje 112a se dobija iz 110a (400 mg, 1,24 mmol). Amin se
) izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, eluent:
DCM/MeOH(NHj; zas.) = 9/1 kao Zuto ulje (239 mg, 87%).
IR (ATR): 3238sr, 3063sl, 2968sl, 2932sr, 2851sr, 1608sl, 1570j, 1491sl, 1452sr,
1423sr, 1384sl, 1363sr, 1329sl, 1280sl, 1251sr, 1200sl, 1156sl, 1128sl, 1084sl, 941sl,
903sl, 869sl, 842sl, 818sl, 796sr, 770sr, 700sr, 682sl, 643sr, 621sl, 598sl, 561sl, 534sl
cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCl;_8): 2,85-2,75 (m, 2H, -CH,NH,, -CH,CH,NH,), 2,75-
2,65 (m, 1H, -CH,CH;NH;), 2,55-2,45 (m, 1H, -CH,NH,), 2,05-2,00 (m, 1H, -
CH(CH3)Ad), 1,97 (s, 3H, Ad), 1,75-1,45 (m, 12H, Ad), 1,31 (8s, 2H, -NH,), 0,95 (d,
3H, J = 6,5 Hz, -CHz). "C-NMR (125 MHz, CDCl;, 8): 62,30; 51,41; 42,07; 38,73;
37,37; 36,16; 28,59; 13,62. (H)ESI-HRMS (m/z (%)): 223,21613 ([M+H]", 100);
izracunato 223,21688 (greska: -3,34 ppm).
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N-[1-(1-Adamantil)etil]propan-1,3-diamin (112b)

Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zastitne grupe 98a,
E*ZN\/\/NHH@J jedinjenje 112b se dobija iz 110b (450 mg, 1,34 mmol). Amin
se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO, eluent:
DCM/MeOH(NHj; zas.) = 9/1) kao svetlo Zuto ulje (266 mg, 84 %).
IR (ATR): 3322sl, 2896j, 2844, 2675sl, 1636sl, 1564sr, 1444j, 1403sl, 1372sl, 1355sr,
1345sl, 1330sl, 1298sl, 1251sl, 1149sl, 1119sl, 1100sl, 1086sl, 1064sl, 1012sl, 916sl,
890sl, 814sl, 781sl, 728sl, 704sl, 617sl, 602sr, 572sl, 522sl, 508sl cm™. "TH-NMR (500
MHz, CDCls, 3): 2,85-2,70 (m, 3H, -CH,NH, -CH,NHCH(CH3)Ad), 2,55-2,40 (m, 1H,
-CH,NHCH(CH3)Ad), 2,10-2,00 (m, 2H, -CH(CH3)Ad), 1,97 (8s, 3H, Ad), 1,75-1,40
(m, 14H, -CH,CH,NH,, Ad), 1,15 (8s, 3H, -NH>, -NH), 0,94 (d, 3H, J = 6,5 Hz, -CH5).
BC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 62,64; 46,92; 40,76; 38,72; 37,37; 36,04; 34,18;
28,58; 13,50. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 237,23171 ([M+H]’, 100); izradunato
237,23253 (greska: -3,44 ppm).

N-[1-(1-Adamantil)etil]butan-1,4-diamin (112c¢)

Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zaStitne grupe
(HZN\/\/\NH%] 98a, jedinjenje 112¢ se dobija iz 110¢ (280 mg, 0,80 mmol).
~ Amin se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,,
eluent: DCM/MeOH(NHj3; zas.) = 9/1) kao zuto ulje (166 mg, 83%).
IR (ATR): 2897j, 2844j, 1572sr, 1447j, 1374sr, 1358sl, 1344sl, 1313sr, 1248sl, 1188sl,
1146sl, 1116sr, 1104sr, 1064sl, 1045sl, 1016sl, 813sl, 776sl, 737sl, 698sl, 628sl, 598sl,
586sl, 546sl, 533sl, 512sl, 501sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 2,80-2,65 (m,
3H, -CH,;NH,, -CH,NHCH(CH3)Ad), 2,50-2,35 (m, 1H, -CH,NHCH(CH3)Ad), 2,10-
2,00 (m, 1H, -CH(CH3)Ad), 1,97 (8s, 3H, Ad), 1,75-1,45 (m, 16H, Ad, -CH,CH,NH,, -
CH,CH,CH,NH>), 1,42 (3, -NH, -NH>) 0,94 (d, 3H, J = 6,5 Hz, -CH;). “C-NMR (125
MHz, CDCl;, d): 62,41; 48,71; 42,02; 38,58; 37,24; 35,88; 31,51; 28,46; 27,59; 13,41.
(HESI-HRMS (m/z (%)): 251,24786 ([M+H]", 100); izradunato 251,24818 (greska: -

1,24 ppm).
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Nz-(1-Adamantilmetil)propan-l,2-diamin (112e)

Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zastitne grupe 98a,
[HZN/YNH/@J jedinjenje 112e se dobija iz 110e (500 mg, 1,55 mmol). Amin se
izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, eluent:
DCM/MeOH(NHj; zas.) = 9/1) kao Zuto ulje (299 mg, 87%).

IR (ATR): 2895j, 2844], 1449sr, 1370sl, 1344sl, 1315sl, 1222sl, 1152sl, 1087sl, 1052sl,
998sl, 987sl, 951sl, 932sl, 853sl, 813sl, 778sl, 734sr, 625s1, 600sl, 586sl, 542sl, 521sl
cm”. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 2,75-2,65 (m, 1H, -CH>NH,), 2,55-2,45 (m, 2H, -
CH,NH,, NH,CH(CHs)-), 2,34 (ABq, H4, J = 11,4 Hz, -CH,Ad), 2,12 (ABq, Hp, J =
11,4 Hz, -CH,Ad), 1,96 (s, 3H, Ad), 1,75-1,60 (m, 6H, Ad), 1,55-1,45 (m, 6H, Ad),
1,00 (d, 3H, J = 6,2 Hz, -CH3). “C-NMR (125 MHz, CDCl;_8): 60,16; 56,11; 47,40;
40,94; 37,30; 33,45; 28,52; 18,50. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 223,21628 ([M+H]", 100);
izracunato 223,21688 (greska: - 2,65 ppm).

N -(1-Adamantilmetil)butan-1,3-diamin (112f)

Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zaStitne grupe 98a,
%ZN\/W/NH/@J jedinjenje 112f se dobija iz 110f (300 mg, 0,89 mmol). Amin se

izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, -eluent:
DCM/MeOH(NHj; zas.) = 9/1) kao svetlo Zuto ulje (166 mg, 79%).
IR (ATR): 2896j, 2844j, 1449sr, 1370sl, 1344sl, 1315sl, 1151sl, 1102sr, 987sl, 805sr,
733j, 507sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls, §): 2,85-2,75 (m, 1H, -CH>NH,), 2,75-
2,65 (m, 1H, -CH,NH»), 2,65-2,55 (m, 1H, -CH(CH3)NHCH,Ad), 2,31 (ABq, Hy, J =
11,4 Hz, -CH,Ad), 2,15 (ABq, Hp, J = 11,4 Hz, -CH,Ad), 1,95 (8s, 3H, Ad), 1,75-1,60
(m, 6H, Ad), 1,60-1,40 (m, 8H, -CH,CH,;NH,, Ad), 1,22 (8s, 2H, -NH>), 1,03 (d, 3H, J
= 6,3 Hz, -CH3). ®C-NMR (125 MHz, CDCls, §): 60,31; 52,67; 40,96; 40,78; 39,69;
37,28; 33,33; 28,51; 20,80. (Y)ESI-HRMS (m/z (%)): 237,23261 ([M+H]’, 100);
izracunato 237,23253 (greska: +0,38 ppm).
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N"-(l-Adamantilmetil)pentan-1,4-diamin (112g)

2N\/\)\NH£ jedinjenje112g se dobija iz 110g (300 mg, 0,85 mmol). Amin se
izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, eluent:
DCM/MeOH(NHj; zas.) = 9/1) kao Zuto ulje (214 mg, 90%).

IR (ATR): 3280sl, 2895j, 2843j, 2675sl, 2150sl, 1577sr, 1447sr, 1369sl, 1339sl, 1311sr,
1220sl, 1150sr, 1085sr, 993sl, 950sl, 808sr, 719sr, 610sl, 549sl, 523sl cm’!. 'TH-NMR
(500 MHz, CDCls, 9): 2,75-2,65 (m, 2H, -CH,NH,), 2,60-2,55 (m, IH, -
CH(CH3;)NHCH,Ad), 2,28 (ABq, Hy, J = 11,4 Hz, -CH,Ad), 2,17 (ABq, Hz, J = 11,4
Hz, -CH,Ad), 1,96 (8s, 3H, Ad), 1,75-1,60 (m, 6H, Ad), 1,55-1,50 (m, 6H, Ad), 1,50-
1,40 (m, 3H, -CH,CH,NH,, -CH,CH,CH,NH»), 1,35-1,25 (m, 1H, -CH,CH,CH,NH,),
1,02 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CHs). “C-NMR (125 MHz, CDCl;, §): 60,29; 54,00; 42,53;
40,96; 37,26; 34,32; 33,29; 30,44; 28,49; 20,58. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 251,24699
([M+H]", 100); izradunato 251,24818 (greska: -4,72 ppm).

{ Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zastitne grupe 98a,
H

N’-(1-Adamantilmetil)pentan-1,3-diamin (112h)
p

Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zastitne grupe
HN NH/@ 98a, jedinjenje 112h se dobija iz 110h (350 mg, 1,00 mmol).
\/j/ Amin se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiOy,
eluent: DCM/MeOH(NHj3; zas.) = 9/1) kao zuto ulje (223 mg, 89%).
IR (ATR): 3311sr, 2903j, 2847j, 2678sl, 2235sl, 1644sr, 1559sr, 1448sr, 1402sl,
1367sr, 1306sl, 1223sl, 1169sl, 1134sl, 1099sl, 993sl, 813sl, 727sl cm™. "H-NMR (500
MHz, CDCl;, 9§): 2,85-2,70 (m, 2H, -CH,NH,), 2,50-2,35 (m, 1H, -
CH(CH,CH3)NHCH,Ad), 2,25 (ABq, H4, J = 11,3 Hz, -CH,Ad), 2,15 (ABq, Hp, J =
11,3 Hz, -CH,Ad), 1,95 (s, 3H, Ad), 1,75-1,60 (m, 6H, Ad), 1,60-1,45 (m, 8H, -
CH,CH,;NH,, Ad), 1,45-1,35 (m, 2H, -CH,CH3), 0,87 (t, 3H, J = 7,5 Hz, -CH,CHj).
BC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 59,64; 58,25; 48,96; 40,92; 39,77; 37,29; 33,44;
28,51; 26,65; 9,92. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 251,24754 ([M+H]", 100); izradunato
251,24818 (greska: -2,51 ppm).
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Nz-[2-(1-Adamantil)etil]propan-l,Z-diamin (113e)

Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zastitne grupe 98a,
{HZNWNH/E] jedinjenje 103e se dobija iz 101e (350 mg, 1,04 mmol). Amin se

izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, eluent:
DCM/MeOH(NHj; zas.) = 9/1) kao Zuto ulje (226 mg, 92%).
IR (ATR): 2897j, 2844, 1495sl, 1449sr, 1370sl, 1345sl, 1316sl, 1265sl, 1183sl, 1150sl,
1099sr, 812sl, 728j, 695sr, 631sl, 617sl, 600sl, 590sl, 530sl, 522sl, 506sl cm’™. 'TH-NMR
(500 MHz, CDCls, 9): 2,75-2,67 (m, 2H, -CH,NH,, -CH,CH,Ad), 2,67-2,57 (m, 1H, -
CH(CH3)NHCH,CH»Ad), 2,57-2,45 (m, 2H, -CH,NH,, -CH,CH,Ad), 1,94 (8s, 3H,
Ad), 1,75-1,60 (m, 6H, Ad), 1,55-1,45 (m, 6H, Ad), 1,35-1,15 (m, 2H, -CH,Ad), 1,03
(d, 3H, J = 6,2 Hz, -CH;). “C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 55,56; 47,61; 45,12; 42,70;
41,66; 37,17; 31,90; 28,70; 18,31. (t)ESI-HRMS (m/z (%)): 237,23151 ([M+H]", 100);
izracunato 237,23253 (greska: -4,29 ppm).

N -[2-(1-Adamantil)etil|butan-1,3-diamin (113f)
Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zastitne grupe 98a,

EzNV\(NH/ﬂ jedinjenje T13f se dobija iz 111f (500 mg, 1,43 mmol). Amin se

= izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, eluent:
DCM/MeOH(NHj; zas.) = 9/1) kao Zuto ulje (289 mg, 81%).
IR (ATR): 2896j, 2843j, 1582sl, 1449sr, 1371sl, 1345sl, 1315sl, 1265sl, 1182sl, 1135sl,
1098sl, 971sl, 812sl, 784sl, 732j, 700sr, 654sl, 613sl, 584sl, 555sl, 543sl, 529sl, 522sl
cm”. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 2,85-2,75 (m, 1H, -CH>NH,), 2,75-2,65 (m, 2H, -
CH,NH,, -CH(CH3)NHCH,CH,Ad), 2,65-2,55 (m, 1H, -CH,CH,Ad), 2,55-2,50 (m,
1H, -CH,CH,Ad), 1,93 (8s, 3H, Ad), 1,75-1,55 (m, 7H, -CH,CH,NH,, Ad), 1,52-1,47
(m, 6H, Ad), 1,47-1,40 (m, 1H, -CH,CH,NH>), 1,27-1,20 (m, 2H, -CH,Ad), 1,05 (d,
3H, J = 6,3 Hz, -CH;). "C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 51,75; 45,06; 42.68; 41,56;
40,99; 39,46; 37,17, 31,91; 28,69; 20,53. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 251,24763
([M+H]", 100); izra¢unato 251,24818 (greska: -2,17 ppm).
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N"-[Z-(l-Adamantil)etil]pentan-1,4-diamin (113g)

Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zaStitne grupe
ElzN\/\)\NH/\/@J 98a, jedinjenje 113g se dobija iz 111g (300 mg, 0,82 mmol).
Amin se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,,
eluent: DCM/MeOH(NHj3; zas.) = 9/1) kao Zuto ulje (198 mg, 91%).
IR (ATR): 2896j, 2843j, 2656sl, 1572sr, 1448sr, 1372sl, 1314sr, 1141sl, 1098sl, 988sl,
967sl, 922sl, 879sl, 812sl, 703sl, 619sl, 591sl, 572sl, 533sl, 512s] cm™. TH-NMR (500
MHz, CDCl;, 9): 2,75-2,65 (m, 2H, -CH,NH), 2,65-2,60 (m, 2H, -
CH(CH3)NHCH,CH»Ad, -CH,CH,Ad), 2,60-2,50 (m, 1H, -CH,CH,Ad), 1,94 (Ss, 3H,
Ad), 1,75-1,60 (m, 6H, Ad), 1,55-1,40 (m, 9H, -CH,CH,;NH,, -CH>,CH,CH,NH,, Ad),
1,35-1,25 (m, 1H, -CH,CH,CH,NH,), 1,25-1,20 (m, 2H, -CH»Ad), 1,05 (d, 3H, J = 6,2
Hz, -CH3). “C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 53,37; 45,07; 42,67; 42.,50; 41,58; 37,16;
34,45; 31,89; 30,37; 28,68; 20,40. (H)ESI-HRMS (m/z (%)): 256,26328 ([M+H]", 100);
izracunato 265,26383 (greska: -2,05 ppm).

N*-[2-(1-Adamantil)etil] pentan-1,3-diamin (113h)
{ = = /ﬁ) Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zastitne grupe
\/j/ 98a, jedinjenje 113h se dobija iz 111h (250 mg, 0,74 mmol).
Amin se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,
eluent: DCM/MeOH(NHj3; zas.) = 9/1) kao zuto ulje (147 mg, 75%).
IR (ATR): 2957sl, 2905j, 2844j, 1574sr, 1448j, 1379sl, 1344sl, 1314sr, 1099sr, 812sr,
775sl, 722sl, 700sl, 680sl, 620sl, 608sl, 599sl, 590sl, 582sl, 501sl cm™. "TH-NMR (500
MHz, CDCl;, 9§): 2,85-2,70 (m, 2H, -CH,NH,), 2,70-2,50 (m, 3H, -
CH(CH,CH3)NHCH,CH,Ad, -CH,CH,Ad), 1,94 (s, 3H, Ad), 1,75-1,60 (m, 6H, Ad),
1,60-1,50 (m, 8H, -CH,CH,NH,, Ad), 1,50-1,40 (m, 2H, -CH,CH3), 1,30-1,20 (m, 2H, -
CH,Ad), 0,87 (t, 3H, -CH,CHs, J = 7,5 Hz). ®C-NMR (125 MHz, CDCl, 8): 57,63;
45,08; 42,68; 41,31; 39,52; 37,42; 37,17; 31,91, 28,69; 26,48; 9,87. (+)ESI-HRMS
(m/z (%)): 265,26347 ([M+H]", 100); izra¢unato 265,26383 (greska: -1,33 ppm).
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N-[1-(1-Adamantil)etil]-N'-(7-hlorhinolin-4-il)etan-1,2-diamin (114a)

U mikrotalasnoj kiveti pomeSaju se 4,7-dihlorhinolin (481
HN/\/NH]/@ mg, 2,43 mmo) i amin 112a (180 mg, 0,81 mmol). Sistem

X

=
a” N

se deaeriSe, ispuni argonom 1i izlozi dejstvu mikrotalasa u

Biotage Initiator 2.5 uredaju tokom 2 sata na 130 °C.
Jedinjenje 114a se izoluje nakon viSestruke hromatografije: “dry-flash™ (SiO,, eluent:
DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) 1 “flash“ (Biotage SP1 NH kolona, eluent:
heksan/EtOAc = 7/3)) kao bela amorfna supstanca (214 mg, 69%); TT = 96-98 °C.

IR (ATR): 3254sl, 2898j, 2844sr, 1610sl, 1577j, 1524sr, 1446sr, 1367sr, 1327sr,
1281sl, 1240sl, 1197s], 1159sl, 1136sr, 1101sr, 1077sr, 1014sl, 968sl, 921sl, 876sr,
846sl, 804sr, 761sl, 736sr, 702sl, 643sl, 623sl, 600sl, 542sl, 527sl, 506sl cm. "TH-NMR
(500 MHz, CDCls, 6): 8,53 (d, 1H, J = 5,0 Hz, H-C(2)), 7,95 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-
C()), 7,72 (d, 1H, J = 8,5 Hz, H-C(5)), 7,35 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)),
6,38 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(3)), 6,17 (8s, 1H, -NH), 3,35-3,25 (m, 1H, ActNHCH>-),
3,25-3,15 (m, 2H, ArNHCH,-, ArNHCH,CH>-), 2,90-2,80 (m, 1H, ArNHCH,CH>-),
2,15-2,05 (m, 1H, -CH(CH3)Ad), 1,98 (m, 3H, Ad), 1,80-1,45 (m, 12H, Ad), 1,03 (d,
3H, J = 6,5 Hz, -CHs). ®C-NMR (125 MHz, CDCl;, 8): 152,11; 150,00; 149,15;
134,74; 128,73; 125,13; 121,18; 117,46, 99,26; 61,64; 45,96; 42,14; 38,89; 37,30;
36,32; 28,52; 13,62. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 384,22025 ([M+H]", 100), izra¢unato
384,22010 (greska: +0,39 ppm). Mikroanaliza za (C3H3oCIN3): izracunato C 71,95; H
7,88; N 10,94; nadeno C 71,76; H 8,15; N 10,88.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,986 min., povrSina 99,01%; metoda B:
RT 9,475 min., povrSina 98,26%.

N-[1-(1-Adamantil)etil]-N'-(7-hlorhinolin-4-il)propan-1,3-diamin (114b)
U mikrotalasnoj kiveti pomeSaju se 4,7-dihlorhinolin (385
HN«/\NH% mg, 1,95 mmol) i amin 112b (230 mg, 0,97 mmol).

N Sistem se deaeriSe, ispuni argonom i izlozi dejstvu
—
al N

mikrotalasa u Biotage Initiator 2.5 uredaju tokom 2 sata
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na 130 °C. Jedinjenje 114b se izoluje nakon viSestruke hromatografije: “dry-flash”
(S10,, eluent: DCM/MeOH(NHj3; zas.) = 95/5) 1 ’flash* (Biotage SP1 NH kolona, eluent:
heksan/EtOAc = 75/25) kao bela amorfna supstanca (174 mg, 74%); TT = 90-92 °C.

IR (ATR): 3243sr, 3067sl, 2897j, 2844sr, 1610sl, 1583j, 1534sr, 1447sr, 1427sr,
1365sr, 1344sr, 1328sr, 1281sl, 1241sl, 1211sl, 1158sl, 1137sr, 1097sl, 1075sr, 1042sl,
1015sl, 99551, 970sl, 899sr, 876sr, 852sr, 801sr, 763sr, 703sl, 673sl, 642sl, 631sl, 620sl,
598sl, 570sl, 554sl, 542sl, 532sl, 515s1 cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCl;, 8): 8,50 (d,
1H, J = 5,4 Hz, H-C(2)), 7,92 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)), 7,81 (d, 1H, J = 8,9 Hz, H-
C(9)), 7,40 (8s, 1H, -NH), 7,26 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 8,8 Hz, H-C(6)), 6,32 (d, 1H, J
= 5,4 Hz, H-C(3)), 3,50-3,40 (m, 1H, ArNHCH,-), 3,35-3,25 (m, 1H, ArNHCH,-), 2,95-
2,85 (m, 1H, ArNHCH,CH,CH>-), 2,85-2,80 (m, 1H, ArNHCH,CH,CH>-), 2,10-2,05
(m, 1H, -CH(CH3)Ad), 2,03 (m, 3H, Ad), 2,00-1,85 (m, 2H, ArNHCH,CH,-), 1,80-1,55
(m, 13H, Ad, -NH), 0,98 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CH5). “C-NMR (125 MHz, CDCl;, §):
152,19; 150,42; 149,20; 134,57; 128,59; 124,52; 122,38; 117,49; 98,40; 63,84; 48,97,
44.22; 38,88; 37,23; 36,00; 28,51; 28,24; 13,74. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 398,23424
([M+H]", 100), izradunato 398,23575 (greska: -3,80 ppm). Mikroanaliza za
(C24H3,CIN3): izracunato C 72,43; H 8,10; N 10,56; nadeno C 72,14; H 8,27; N 10,42.
HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 8,586 min., povrSina 99,59%; metoda B:
RT 9,697 min., povrSina 98,93%.

N-[1-(1-Adamantil)etil]-N'-(7-hlorhinolin-4-il)butan-1,4-diamin (114c¢)

U mikrotalasnoj kiveti pomeSaju se 4,7-dihlorhinolin
HN/\/\/NH& (624 mg, 3,15 mmol) i amin 112¢ (263 mg, 1,05

| RN

mmol). Sistem se deaeriSe, ispuni argonom i izlozi
Z
Cl N

dejstvu mikrotalasa u Biotage Initiator 2.5 uredaju
tokom 2 sata na 130 °C. Jedinjenje 114c¢ se izoluje nakon viSestruke hromatografije:
“dry-flash” (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH;3 zas.) = 95/5) 1 ”flash* (Biotage SP1 NH
kolona, heksan/EtOAc = 55/55) kao bela amorfna supstanca (298 mg, 69%); TT = 146-
148 °C.

IR (ATR): 3254sr, 2900sr, 2844sr, 2755sl, 1609sl, 1569j, 1536sr, 1475sl, 1448sr,
1367sr, 1344sl, 1325sr, 1285sl, 1252sl, 1228sl, 1196sl, 1161sl, 1134sr, 1116sl, 1076sr,
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1019sl, 978sl, 902sr, 875sr, 850sr, 825sr, 804sr, 763sr, 741sl, 645sl, 621sl, 598sr, 553sl,
516sr cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8,53 (d, 1H, J = 5,0 Hz, H-C(2)), 7,95 (d,
1H, J=2,0 Hz, H-C(8)), 7,71 (d, 1H, J= 9,0 Hz, H-C(5)), 7,34 (dd, 1H, J=2,0 Hz, J =
9,0 Hz, H-C(6)), 6,40 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(3)), 5,41 ($s, 1H, -NH), 3,40-3,25 (m,
2H, ArNHCH,-), 2,85-2,75 (m, 1H, -CH,NHCH(CH3)Ad), 2,60-2,50 (m, 1H, -
CH,NHCH(CH3)Ad), 2,15-2,05 (m, 1H, -CH(CH3)Ad), 1,98 (m, 3H, Ad), 1,90-1,80 (m,
2H, AtNHCH,CH>-), 1,75-1,45 (m, 15H, Ad, ArNHCH,CH,CH>-, -NH), 0,96 (d, 3H, J
= 6,5 Hz, -CH3). “C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 152,10; 149,75; 149.21; 134,73;
128,86; 125,06; 121,13; 117,19; 99,01; 62,28; 47,85; 43,20; 38,81; 37,32; 36,10; 28,56;
27,82; 26,34; 13,43. (1)ESI-HRMS (m/z (%)): 412,24953 ([M+H]", 100), izradunato
412,25140 (greska: -4,55 ppm). Mikroanaliza za (C,sH34CIN; x 1/2H,0): izracunato C
71,32; H 8,38; N 9,98; nadeno C 71,16; H 7,88; N 10,16.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,952 min., povrSina 96,65%; metoda B:
RT 9,593 min., povrSina 97,85%.

Nz-(1-Adamantilmetil)-Nl-(7-hlorhinolin-4-il)pr0pan-1,2-diamin (114e)

/@ U mikrotalasnoj kiveti pomesaju se 4,7-dihlorhinolin (400
NH
HN/Y mg, 2,02 mmol) i amin 112e (150 mg, 0,67 mmol). Sistem
XN
=
cl N

se deaeriSe, ispuni argonom i izlozi dejstvu mikrotalasa u

Biotage Initiator 2.5 uredaju tokom 2 sata na 130 °C.
Jedinjenje 114e se izoluje nakon viSestruke hromatografije: “dry-flash” (SiO,, eluent:
DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) 1 “flash* (Biotage SP1 NH kolona, heksan/EtOAc =
7/3) kao bela amorfna supstanca (149 mg, 71%); TT = 148-150 °C.

IR (ATR): 3362sl, 3335sl, 3032sl, 2958sl, 2905j, 2842sr, 1605sl, 1578;j, 1562, 1520sr,
1472sr, 1444sr, 1361sl, 1345sl, 1333sl, 1295sl, 1273sl, 1246sl, 1207sl, 1183sl, 1155sr,
1136sl, 1098sl, 1083sr, 1018sl, 998sl, 986sl, 964sl, 940sl, 929sl, 899sr, 848sr, 806sr,
762sr, 748sr, 672sl, 647sl, 560sr, 546sl, 523sr cm™. '"H-NMR (500 MHz, CDCl;, §):
8,52 (d, 1H, J = 5,0 Hz, H-C(2)), 7,95 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,72 (d, 1H, J=9,0
Hz, H-C(5)), 7,35 (dd, 1H, J= 2,0 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,34 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-
C(@3)), 6,25 (8s, 1H, ArNH-), 3,35-3,25 (m, 1H, ArNHCH;-), 3,05-2,95 (m, 1H,
ArNHCH,CH(CHs)-), 2,95-2,85 (m, 1H, ArNHCH,»-), 2,43 (ABq, Hy, J = 11,5 Hz, -
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CH,Ad), 2,14 (ABq, Hp, J = 11,5 Hz, -CH,Ad), 1,99 (s, 3H, Ad), 1,80-1,45 (m, 13H, -
Ad, -NH), 1,22 (d, 3H, J = 6,5 Hz, -CH3). ®C-NMR (125 MHz, CDCl;, §): 152,14;
150,03; 149,18; 134,70; 128,75; 125,06; 121,24; 117,51; 99,21; 59,07; 52,16; 46,73;
40,94; 37,20; 33,46; 28,41; 19,53. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 384,21824 ([M+H]", 100);
izracunato 384,22010 (greska: -4,85 ppm). Mikroanaliza za (C,3H30CIN3): izraCunato
C 71,95; H7,88; N 10,94; nadeno C 71,76; H 8,12; N 11,12.

HPLC cistoca (A = 330 nm): metoda A: RT 8,000 min., povrSina 99,64%; metoda B:
RT 9,433 min., povrSina 99,22%.

N’-(1-Adamantilmetil)-NV'-(7-hlorhinolin-4-il)butan-1,3-diamin (114f)
U mikrotalasnoj kiveti pomeSaju se 4,7-dihlorhinolin (230

HN/\)\NH% mg, 1,16 mmol) i amin 112f (250 mg, 1,06 mmol). Sistem
@
c N

Jedinjenje 114f se izoluje nakon visSestruke hromatografije: “dry-flash” (SiO,, eluent:
DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) 1 ”flash“ (Biotage SP1 NH kolona, eluent:
heksan/EtOAc = 7/3) kao bela amorfna supstanca (295 mg, 70%); TT = 160-162 °C.

IR (ATR): 3248sr, 2896j, 2844sr, 1610sl, 1577), 1533sr, 1447sr, 1427sr, 1365sr,
1328sr, 1281sl, 1263sl, 1245sl, 1168sl, 1138sr, 1103sl, 1075sr, 998sl, 909sl, 869sl,
844sl, 804sr, 767sl, 735j, 702sl, 644sl, 622sl, 598sl, 550sl, 522sl cm’. TH-NMR (500
MHz, CDCls, 6): 8,50 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(2)), 7,93 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)),
7,81 (d, 1H, J = 8,9 Hz, H-C(5)), 7,39 (8s, 1H, ArNH-), 7,26 (dd, 1H, J=2,2 Hz, J= 8,9
Hz, H-C(6)), 6,34 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(3)), 3,45-3,40 (m, 1H, ArNHCH>-), 3,40-
3,30 (m, 1H, ArNHCH,-), 2,95-2,85 (m, 1H, -CH(CH;)NHCH,Ad), 2,40 (ABq, H4, J =
11,4 Hz, -CH,Ad), 2,32 (ABq, Hp, J = 11,4 Hz, -CH,Ad), 2,05-1,90 (m, 4H,
ArNHCH,CH,>-, Ad), 1,80-1,65 (m, 7H, ArtNHCH,CH,-, Ad), 1,65-1,55 (m, 7H, Ad, -
NH), 1,17 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CH3). *C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 152,17; 150,41;
149,18; 134,56; 128,55; 124,53; 122,35; 117,53; 98,52; 60,98; 54,36; 41,60; 41,18;
37,15; 33,26; 33,07; 28,41; 19,79. (1)ESI-HRMS (m/z (%)): 398,23528 ([M+2H]",
100), izracunato 398,23575 (greska: -1,19 ppm). Mikroanaliza za (Cy4H3,CIN3 X
1/2H,0): izracunato C 70,83; H 8,17; N 10,32; nadeno C 70,90; H 8,00; N 10,65.

se deaeriSe, ispuni argonom 1 izlozi dejstvu mikrotalasa u

Biotage Initiator 2.5 uredaju tokom 2 sata na 130 °C.
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HPLC cistoca (A = 330 nm): metoda A: RT 8,018 min., povrSina 99,49%; metoda B:
RT 9,507 min., povrSina 99,24%.

OpSta metoda za sintezu aminohinolina:

N*-(1-Adamantilmetil)-N'-(7-hlorhinolin-4-il)pentan-1,4-diamin (114g)
/@ Rastvor 4,7-DCQ (378 mg, 1,91 mmol) i amina 112g
NH
HN (239 mg, 0,95 mmol) u fenolu (445 mg, 4,75 mmol)
oo
cl i

odvajanje. Organski sloj se ispere vodenim rastvorom NaOH (3 x 50 mL), zasi¢enim

mes$a se 8 sati na 110 °C. Reakciona smesa se ohladi na

sobnu temperaturu i DCM prebaci u levak za

rastvorom NaCl 1 susi iznad Na,;SO4. Rastvara¢ se ukoloni uparavanjem pod sniZzenim
pritiskom. Jedinjenje 114g se dobija nakon viSestruke hromatografije: “dry-flash” (SiO»,
eluent: DCM/MeOH(NHj3; zas.) = 95/5) i flash® (Biotage SP1 NH kolona, eluent:
heksan/EtOAc = 75/25) kao svetlo Zuta pena koja omekSava na 148-150 °C. Prinos 250
mg (64%).

IR (ATR): 3200sl, 3061sl, 3007sl, 2896j, 2841j, 2003sl, 1609sl, 1576j, 1548sr, 1488sl,
1449sr, 1430sr, 1366sr, 1333sl, 1302sl, 1280sl, 1250sl, 1213sr, 1150sl, 1135sr, 1098sl,
1078sl, 1018sl, 979sl, 951sl, 897sl, 882sl, 868sl, 848sl, 816sl, 800sl, 764sl, 748sl, 724sl,
714sl, 667sl, 643sl, 620sl, 599sl, 573sl, 557sl, 505sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCl,
9): 8,52 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(2)), 7,93 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,72 (d, 1H, J =
8,5 Hz, H-C(5)), 7,34 (dd, 1H, J=2,5 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,39 (d, 1H, J= 5,5 Hz,
H-C(3)), 5,66 ($s, 1H, ArNH-), 3,40-3,30 (m, 1H, ArNHCH>-), 3,30-3,20 (m, 1H,
ArNHCH>-), 2,75-2,65 (m, 1H, -CH(CH3)NHCH,Ad), 2,29 (ABq, H4, J = 11,3 Hz, -
CH,Ad), 2,20 (ABq, Hp, J = 11,3 Hz, -CH,Ad), 1,97 (m, 3H, Ad), 1,90-1,75 (m, 2H,
ArNHCH,CH>-), 1,75-1,60 (m, 7H, Ad, -NH), 1,60-1,45 (m, 8H, ArNHCH,CH,CH5>-,
Ad), 1,07 (d, 3H, J = 6,0 Hz, -CH3). *C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 152,13; 149,83;
149,24; 134,70; 128,86; 125,01; 121,24; 117,28; 98,97; 59,40; 52,98; 43,50; 41,04;
37,23; 34,22; 33,34; 28,46; 24,89; 20,71. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 412,24972
(IM+H]", 100), izra¢unato 412,25140 (greska: -4,08 ppm). Mikroanaliza za
(C25H34CIN3): izracunato C 72,88; H 8,32; N 10,20; nadeno C 72,68; H 8,53; N 9,95.
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HPLC Ccistoca (A = 330 nm): metoda A: RT 8,054 min., povrSina 97,97%; metoda B:
RT 9,525 min., povrsSina 99,50%.

N’-(1-Adamantilmetil)-N'-(7-hlorhinolin-4-il)pentan-1,3-diamin (114h)

Prema opStem postupku za dobijanje aminohinolina 114g,

HN/\/(NH jedinjenje 114h dobija se kuplovanjem 4,7-DCQ (830

m mg, 4,19 mmol) i amina 112g (350 mg, 1,40 mmol) u
cl N

fenolu (1,97 g, 21 mmol). Proizvod 114h se dobija nakon
visestruke hromatografije: “dry-flash” (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NHj3 zas.) = 95/5) 1
“flash” (Biotage SP1 NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 65/35) kao svetlo Zuta pena
koja omekSava na 121-123 °C. Prinos 409 mg (71%).

IR (ATR): 3254sr, 2897;, 2844sr, 1610sl, 1584j, 1537sr, 1449sr, 1428sl, 1366sr,
1329sr, 1281sl, 1243sl, 1168sl, 1140sr, 1103sl, 1077sr, 902sl, 876sl, 849sr, 805sr,
765sl, 737sr, 701sl, 644sl, 623sl, 606sl, 687sl, 673sl, 643sl, 514sl, 506sl cm™. "H-NMR
(500 MHz, CDCls, §): 8,50 (d, 1H, J = 5,2 Hz, H-C(2)), 7,93 (8s, 1H, H-C(8)), 7,81 (d,
1H, J = 8,8 Hz, H-C(5)), 7,54 (s, 1H, ArNH-), 7,30-7,20 (m, 1H, H-C(6)), 6,33 (d, 1H,
J = 5,4 Hz, H-C(3)), 3,45-3,38 (m, 1H, ArNHCH>-), 3,38-3,30 (m, 1H, ArNHCH,-),
2,70-2,60 (m, 1H, ArNHCH,CH,CH(CH,CHs)-), 2,41 (ABq, H4, J= 11,4 Hz, -CH,Ad),
2,39 (ABq, Hp, J = 11,4 Hz, -CH,Ad), 2,05-1,95 (m, 4H, -Ad, ArNHCH,CH,-), 1,85-
1,45 (m, 16H, -Ad, ArNHCH,CH,-, -CH,CHs, -NH), 0,94 (t, 3H, J = 7,4 Hz, -CH>).
BC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 152,17, 150,49, 149,17, 134,57, 128,54, 124,50,
122,42, 117,53, 98,48, 60,67; 60,32; 41,80; 41,22; 37,17; 33,38; 29,65; 28,43; 25,84,
10,38. (H)ESI-HRMS (m/z (%)): 412,25061 ([M+H]", 100); izra¢unato 412,25140
(greska: -1,92 ppm). Mikroanaliza za (C,sH34CIN3): izracunato C 72,88; H 8,32; N
10,20; nadeno C 72,50; H 7,97; N 10,06.

HPLC cistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 9,632 min., povrsina 96,33%; metoda B:
RT 9,550 min., povrSina 95,41%;
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Nz-[2-(1-Adamantil)etil]-Nl-(7-hlorhin01in-4-il)propan-1,2-diamin (115e)

U mikrotalasnoj kiveti pomeSaju se 4,7-dihlorhinolin (300

HN/YNH\/@ mg, 1,77 mmol) i amin 113e (140 mg, 0,59 mmol). Sistem

@ se deaeriSe, ispuni argonom 1 izlozi dejstvu mikrotalasa u
CISON

Biotage Initiator 2.5 uredaju tokom 2 sata na 130 °C.

Jedinjenje 115e se izoluje nakon viSestruke hromatografije: “dry-flash” (SiO,, eluent:
DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) 1 “flash“ (Biotage SP1 NH kolona, eluent:
heksan/EtOAc = 1/1) kao bela amorfna supstanca (174 mg, 74%); TT = 134-136 °C.

IR (ATR): 3245sl, 2895j, 2842sr, 1737sr, 1670sl, 1566j, 1489sl, 1449sr, 1427sr,
1367sr, 1331sl, 1304sl, 1284sl, 1238sr, 1202sl, 1156sl, 1136sr, 1076sr, 1046sr, 989sl,
966sl, 897sl, 869sl, 843sr, 804sr, 769sr, 704sl, 646sl, 622sl, 594sl, 570sl, 544sl, 524sl,
517sl, 509s] cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8,52 (d, 1H, J = 5,3 Hz, H-C(2)),
7,95 (d, 1H, J= 2,1 Hz, H-C(8)), 7,70 (d, 1H, J = 8,9 Hz, H-C(5)), 7,36 (dd, 1H, J=2,2
Hz, J = 8,9 Hz, H-C(6)), 6,36 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(3)), 6,01 (8s, 1H, ArNH-), 3,35-
3,25 (m, 1H, ArNHCH>-), 3,15-3,05 (m, 1H, ArNHCH,CH(CHj3)-), 3,05-2,95 (m, 1H,
ArNHCH>-), 2,80-2,70 (m, 1H, -CH,CH,Ad), 2,65-2,55 (m, 1H, -CH,CH,Ad), 1,94 (Ss,
3H, Ad), 1,75-1,55 (m, 6H, Ad), 1,55-1,45 (m, 6H, Ad), 1,35-1,25 (m, 3H, -CH,Ad, -
NH), 1,22 (d, 3H, J = 6,0 Hz, -CHs). *C-NMR (125 MHz, CDCl;, 8): 152,13; 150,00;
149,20; 134,75; 128,76; 125,14; 121,25; 117,47; 99,21; 51,74; 47,22; 45,24; 42,77,
41,27; 37,10; 32,00; 28,64; 19,30. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 398,23395 ([M+H]", 100);
izraCunato 398,23575 (greska: -4,53 ppm). Mikroanaliza za (C,4H3,CIN3): izracunato
C 72,43; H 8,10; N 10,56; nadeno C 71,98; H 8,49; N 10,59.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 8,017 min., povrSina 99,00%; metoda B:
RT 9,696 min., povrsina 98,87%.

N’-[2-(1-Adamantil)etil]-N'-(7-hlorhinolin-4-il)butan-1,3-diamin (115f)
U mikrotalasnoj kiveti pomesaju se 4,7-dihlorhinolin
HN/\)\NH\/@ (292 mg, 1,48 mmol) i amin 113f (260 mg, 0,98 mmol).
X

==
Cl N

na 130 °C. Jedinjenje 115f se izoluje nakon viSestruke hromatografije: “dry-flash”

(Si0,, eluent: DCM/MeOH(NHj3; zas.) = 95/5) 1 flash* (Biotage SP1 NH kolona, eluent:

Sistem se deaeriSe, ispuni argonom 1 izlozi dejstvu

mikrotalasa u Biotage Initiator 2.5 uredaju tokom 2 sata

211



4. EKSPERIMENTALNI DEO

heksan/EtOAc = 65/35) kao bezbojna pena koja omekSava na 124-126 °C. Prinos 291
mg (72%).

IR (ATR): 3232sr, 2900j, 2846sr, 1609sr, 1581j, 1539sr, 1465sr, 1448sr, 1365sr,
1330sl, 1283sl, 1244sl, 1141sr, 1098sl, 1079sl, 877sl, 866sl, 800sl, 776sl, 764sl, 668sl,
644sl, 638sl, 604sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8,49 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-
C(2)), 8,27 (s, 1H, ArNH-), 7,93 (d, 1H, J = 2,1 Hz, H-C(8)), 7,75 (d, 1H, J = 8,9 Hz,
H-C(5)), 7,30 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 8,9 Hz, H-C(6)), 6,29 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-
C(3)), 3,50-3,40 (m, 1H, ArNHCH>-), 3,40-3,30 (m, 1H, ArNHCH), 3,05-2,95 (m, 1H,
-CH(CHs3)-), 2,85-2,70 (m, 1H, -CH,CH,Ad), 2,70-2,55 (m, 1H, -CH,CH,Ad), 2,05-
1,90 (m, 4H, ArtNHCH,CH,-, Ad), 1,80-1,60 (m, 7H, ArNHCH,CH,-, Ad), 1,55-1,40
(m, 7H, -CH»Ad, -Ad), 1,35-1,25 (m, 2H, -CH,Ad, -NH), 1,21 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -
CH3). BC-NMR (125 MHz, CDCls, §): 152,11; 150,61; 149,13; 134,56; 128,46;
124,56; 122,48; 117,66; 98,10; 53,89; 45,36; 42,71, 41,89; 41,60; 37,07; 32,86; 31,92;
28,61; 20,09. (HESI-HRMS (m/z (%)): 41225178 ([M+H]", 100), izradunato
412,25140 (greska: -0,91 ppm). Mikroanaliza za (C,sH34CIN; x 1/2H,0): izracunato C
71,32; H 8,38; N 9,98; nadeno C 71,01; H 8,02; N 10,18.

HPLC Ccisto¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 8,039 min., povrSina 99,66%; metoda B:
RT 9,811 min., povrSina 99,14%.

N"-[2-(1-Adamantil)etil]-Nl-(7-hlorhinolin-4-il)pentan-1,4-diamin (115g)
Prema opStem postupku za dobijanje aminohinolina
HN/WNH\/@ 114g, jedinjenje 115g dobija se kuplovanjem 4,7-DCQ
@f\j (217 mg, 1,10 mmol) 1 amina 113g (145 mg, 0,55
< - mmol) u fenolu (258 mg, 2,75 mmol). Proizvod se
dobija nakon visestruke hromatografije: “dry-flash” (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH;
zas.) = 95/5) 1 “flash* (Biotage SP1 NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 7/3) kao

bezbojna pena koja omekSava na 140-143 °C. Prinos 157 mg (67%).

IR (ATR): 3252sr, 3063sl, 2898;j, 2844j, 2017j, 1610sl, 1587j, 1539sr, 1449sr, 1429sl,
1367sr, 1330sr, 1279sl, 1248sl, 1204sl, 1135sr, 1098sl, 1078sl, 890sl, 877sl, 853sl,
804sl, 764sl, 737sl, 701sl, 692sl, 668sl, 659sl, 643sl, 619sl, 602sl, 582sl, 563sl, 552sl,
542sl, 529sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8,52 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(2)),
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7,94 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)), 7,70 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,34 (dd, 1H, J=2,2
Hz, J = 8,9 Hz, H-C(6)), 6,38 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(3)), 5,87 (8s, 1H, ArNH-), 3,40-
3,20 (m, 2H, ArNHCH,-), 2,80-2,70 (m, 1H, -CH(CH3)NHCH,CH,Ad), 2,70-2,60 (m,
1H, -CH,CH,Ad), 2,60-2,50 (m, 1H, -CH,CH,Ad), 1,93 (m, 3H, Ad), 1,90-1,80 (m, 1H,
ArNHCH,CH»-), 1,80-1,75 (m, 1H, ArNHCH,CH,-), 1,75-1,52 (m, 8H,
ArNHCH,CH,CH,-, Ad), 1,48 (m, 6H, Ad), 1,35-1,20 (m, 3H, -CH,Ad, -NH), 1,25 (d,
3H, J = 5,0 Hz, -CHs). ®C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 152,12; 149,93; 149,25;
134,69; 128,81; 125,01; 121,34; 117,33; 98,94; 52,84; 45,09; 43,56; 42,68; 41,35,
37,11; 34,70; 31,89; 28,64; 24,92; 20,50. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 426,26530
([M+H]", 100), izradunato 426,26705 (greska: -4,11 ppm). Mikroanaliza za
(Co6H36CIN3 x 1/3H,0): izracunato C 72,28; H 8,55; N 9,73; nadeno C 72,02; H 8,86; N
9,40.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 8,089 min., povrSina 99,50%; metoda B:
RT 9,746 min., povrSina 96,70%.

N’-[2-(1-Adamantil)etil]-N'-(7-hlorhinolin-4-il)butane-1,3-diamin (115h)

Prema opStem postupku za dobijanje aminohinolina

HN/\/(NH/\/@ 114g, jedinjenje 115h dobija se kuplovanjem 4,7-DCQ
N

/@\)j (276 mg, 1,40 mmol) i amina 113g (123 mg, 0,46
= mmol) u fenolu (656 mg, 6,98 mmol). Proizvod 115h

se dobija nakon viSestruke hromatografije: “dry-flash” (SiO,, eluent: DCM/MeOH (NH3
zas.) = 95/5) 1 "flash* (Biotage SP1 NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 65/35) kao

Zuta pena koja omekSava na 131-134 °C. Prinos 139 mg (70%).

IR (ATR): 3213sl, 2897, 2843sr, 1738sl, 1610sl, 1578j, 1537sr, 1448sr, 1429sl, 1365sr,
1329sr, 1282sl, 1240sl, 1218sl, 1168sl, 1140sr, 1098sl, 1077sl, 1047sl, 990sl, 972sl,
906sl, 876sl, 850sl, 801sr, 765sl, 735sl, 641sl, 582sl, 538sl, 513sl cm™. "H-NMR (500
MHz, CDCls, 9): 8,48 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(2)), 8,42 (Ss, 1H, -NH), 7,95-7,90 (m,
1H, H-C(8)), 7,73 (d, 1H, J = 8,9 Hz, H-C(5)), 7,28 (dd, 1H, J = 8,9 Hz, J = 2,2 Hz, H-
C(6)), 6,27 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(3)), 3,50-3,35 (m, 1H, ArNHCH>-), 3,35-3,25 (m,
1H, ArNHCH>-), 2,80-2,70 (m, 2H, -ArNHCH,CH,CH(CH,CH3)-, -CH,CH,Ad), 2,70-
2,60 (m, 1H, -CH,CH,Ad), 2,00-1,90 (m, 4H, Ad, ArNHCH,CH>-), 1,75-1,55 (m, 8H,
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Ad, -CH,CHj3;, ArNHCH,CH>-), 1,55-1,145 (m, 8H, -CH,CH3, -Ad, -CH»Ad), 1,35-1,20
(m, 2H, -CH,Ad, -NH), 0,94 (t, 3H, J = 7,4 Hz, -CH3). “C-NMR (125 MHz, CDCl;, §):
151,99; 150,72; 148,97; 134,57; 128,26; 124,50; 122,55; 117,63; 98,03; 59,81; 45,37,
42,68; 42,08; 41,21; 37,04; 31,88; 29,29; 28,57; 25,96; 10,14. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 426,26759 ([M+H]", 100), izradunato 426,26705 (greska: +1,26 ppm).
Mikroanaliza za (C,cH36CIN3 x 1/3H,0): izracunato C 72,28; H 8,55; N 9,73; nadeno
C 72,76, H 8,48; N 9,70.

HPLC cistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,869 min., povrsina 95,47%; metoda B:
RT 10,335 min., povrsina 95,39%.

Opsti postupak za N-metilovanje:

N-(1-Adamantilmetil)-NV'-(7-hlorhinolin-4-il)-/N-metiletan-1,2-diamin (116a)

U rastvor aminohinolina 106a (87 mg, 0,24 mmol) i 37%
formaldehida (35 pL, 0,48 mmol, 2 ekv) u 5 mL MeOH
doda se rastvor ZnCl, (65 mg, 0,48 mmol, 2 ekv) i
NaBH3;CN (60 mg, 0,96 mmol, 4 ekv) u 3 mL MeOH.

Cl

Reakciona smesa se meSa 4 sata na sobnoj temperaturi, a zatim se reakcija prekida
dodavanjem 0,1 N rastvora NaOH. MeOH se ukloni destilacijom pod sniZenim
pritiskom, a vodeni sloj ekstahuje DCM (3 x 50 mL). Organski slojevi se suse iznad
anh. Na,SO,4. Nakon cedenja rastvara¢ se ukloni uparavanjem pod sniZenim pritiskom i
sirovi proizvod se preCisti hromatografijom na gravitacionoj koloni: (SiO,, eluent:
DCM/ MeOH(NHj; zas.) = 95/5. Jedinjenje 116a se dobija kao bezbojna pena (74 mg,
82%) koja omekSava na 135-137 °C.

IR (ATR): 3207sl, 3062sl, 2901j, 2844sr, 2792sl, 1612sl, 1581j, 1489sl, 1453sr, 1432sl,
1374sl, 1339sl, 1313sl, 1283sl, 1243sl, 1208sr, 1183sl, 1166sl, 1135sl, 1101sl, 1080sl,
1046sl, 986sl, 949sl1, 902sl, 874sl, 847sl, 823sl, 804sr, 772sl, 735sl, 645sl, 623sl, 567sl,
488sl, 425s1 cm™. "TH-NMR (200 MHz, CDCls, 8): 8,53 (d, 1H, J = 5,0 Hz, H-C(2)),
7,96 (d, 1H, J=2,4 Hz, H-C(8)), 7,77 (d, 1H, J= 9,0 Hz, H-C(5)), 7,35 (dd, 1H, J = 2,2
Hz, J =9,0 Hz, H-C(6)), 6,36 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 6,29 (8s, 1H, -NH), 3,30-3,15
(m, 2H, ArNHCH>-), 2,90-2,70 (m, 2H, ArtNHCH,CH>-), 2,29 (s, 3H, -N(CH»)), 2,14
(s, 2H, -CH>Ad), 1,99 (8s, 3H, Ad), 1,70-1,50 (m, 12H, Ad). *C-NMR (50 MHz,
CDCl;, 6): 152,09; 149,87; 149,01; 134,74; 128,67; 125,08; 121,24; 117,37; 99,20;
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77,41; 57,96, 44,21; 41,31; 40,13; 37,13; 35,03; 28,31. (+)ESI-HRMS (m/z (%)):
384,21997 (IM+H]", 100), izra¢unato 384,22010 (greska: -0,34 ppm). Mikroanaliza za
(C23H30CIN3 xH0): izracunato C 70,30; H 7,95; N 10,69; nadeno C 70,50; H 7,97; N
10,58.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,872 min., povrSina 98,49%; metoda B:
RT 9,624 min., povrSina 98,88%.

N-(1-Adamantilmetil)-N'-(7-hlorhinolin-4-il)- V-metilpropan-1,3-diamin (116b)

Prema opsStem postupku za N-metilovanje (116a),
jedinjenje 116b se dobija iz aminohinolina 106b (93 mg,
0,24 mmol) 1 37% HCHO (36 pL, 0,48 mmol) u prisustvu
ZnCl, (65 mg, 0,48 mmol) i NaBH;CN (60 mg, 0,96

mmol). Proizvod se izoluje nakon pre€iS¢avanja hromatografijom na gravitacionoj
koloni: (Si0,, eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) kao bezbojna pena (85 mg, 87%)
koja omekSava na 137-139 °C.

IR (ATR): 3246sr, 3064sl, 2900j, 2844sr, 1612sl, 1580j, 1540sl, 1451sr, 1429sl, 1367,
1330sl, 1283sl, 1233sl, 1202sl, 1167sl, 1139sr, 1103sl, 1079sl, 1036sl, 901sl, 876sl,
850sl, 804sr, 766sl, 731sl, 644sl cm™. "TH-NMR (200 MHz, CDCls, 8): 8,52 (d, 1H, J =
5,0 Hz, H-C(2)), 7,94 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)), 7,80 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(9)),
7,32 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 7,21 (8s, 1H, -NH), 6,35 (d, 1H, J=5,2
Hz, H-C(3)), 3,45-3,30 (m, 2H, ArNHCH>-), 2,65-2,55 (m, 2H, ArNHCH,CH,CH,-),
2,39 (s, 3H, -N(CHs»)), 2,08 (s, 2H, -CH»>Ad), 2,00-1,40 (m, 17 H, Ad, -ArNHCH,CH,-).
BC-NMR (50 MHz, CDCls, 8): 152,09; 150,45; 149,10; 134,61; 128,51; 124,70;
122,06; 117,53; 98,60; 72,47; 60,87; 46,14; 44,06, 41,46; 36,87; 34,69, 28,24; 25,46.
(H)ESI-HRMS (m/z (%)): 398,23579 ([M+H]", 100), izradunato 398,23575 (greska: -
0,09 ppm). Mikroanaliza za (C,4H3,CIN3 x 1/2H;0): izracunato C 70,83; H 8,17; N
10,32; nadeno C 71,01; H 8,12; N 10,14.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,834 min., povrSina 96,12%; metoda B:
RT 9,633 min., povrSina 96,86%.
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N-[2-(1-Adamantil)etil]-N'-(7-hlorhinolin-4-il)- V-metilpropan-1,3-diamin (116c)
Prema opStem postupku za N-metilovanje 116a,
HN/\/\/'L\/@ jedinjenje 116¢ se dobija iz aminohinolina 106¢ (127
O\)j mg, 0,32 mmol) i 37% HCHO (48 uL, 0,64 mmol) u
4 & prisustvu ZnCl, (87 mg, 0,64 mmol) i NaBH;CN (80

mg, 1,28 mmol). Proizvod se izoluje nakon preciS¢avanja hromatografijom na
gravitacionoj koloni: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) kao bezbojna pena
(123 mg, 93%) koja omeksava na 157-159 °C.

IR (ATR): 3234sr, 3063sl, 2900j, 2844sr, 2790sl, 1611sl, 1578j, 1541sl, 1508sl, 1489sl,
1473sl, 1452sr, 1429sl, 1368sr, 1331sl, 1281sl, 1252sl, 1203sl, 1164sl, 1140sr, 1102sl,
1080sl, 1034sl, 898sl, 873sl, 847sr, 804sr, 767sl, 637sl, 564sl cm™. '"H-NMR (200
MHz, CDCls, 9): 8,52 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(2)), 7,94 (d, 1H, J = 2,4 Hz, H-C(8)),
7,71 (d, 1H, J=9,0 Hz, H-C(5)), 7,32 (dd, 1H, J= 1,7 Hz, J = 8,9 Hz, H-C(6)), 6,40 (d,
1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 5,40 (Ss, 1H, -NH), 3,40-3,20 (m, 2H, ArNHCH>-), 2,50-2,30
(m, 2H, -CH,N(CH;3)CH,Ad), 2,25 (s, 3H, -N(CH3)), 2,10-1,40 (m, 21H, -CH,Ad,
ArNHCH,CH,-, AINHCH,CH,CH,-, Ad). ®C-NMR (50 MHz, CDCls, 8): 152,01;
149,81; 149,12; 134,70; 128,71; 125,03; 121,12; 117,15; 98,98; 71,05; 60,20; 46,41,
43,16; 41,35; 37,11; 34,71; 28,42; 26,42; 25,69. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): izracunato
412,25123 ([M+H]", 100), izradunato 412,25140 (greska: -0,42 ppm). Mikroanaliza za
(C25H34CIN3 x 1/2H,0): izracunato C 71,32; H 8,38; N 9,98; nadeno C 71,73; H 8,77; N
10,02.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,856 min., povrSina 99,06%; metoda B:
RT 9,641 min., povrSina 98,70%.

Nl-(1-Adamantilmetil)-N2-(7-hlorhinolin-4-il)-N1-metilpropan-1,2-diamin (116e)

I Prema opStem postupku za N-metilovanje (116a),
HNJ\/N\/@ jedinjenje 116e se dobija iz aminohinolina 106e (61 mg,
= 0,16 mmol) i 37% HCHO (24 pL, 0,32 mmol) u prisustvu
ZnCl, (45 mg, 0,32 mmol) i NaBH;CN (40 mg, 0,64

Z
Cl N

mmol). Proizvod se izoluje nakon preciS¢avanja hromatografijom na gravitacionoj
koloni: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH3 zas.) = 100/2) kao bezbojna pena (58 mg,
91%) koja omeksava na 134-136 °C.

216



4. EKSPERIMENTALNI DEO

IR (ATR): 3257sr, 3067sl, 2980sl, 2901j, 2844j, 2795sl, 2611sl, 1574j, 1546sr, 1490sl,
1453sr, 1426sl, 1377sr, 1332sr, 1313sl, 1283sl, 1250s1, 1208sr, 1173sl, 1152sr, 1105sl,
1079sl, 1038sl, 956sl, 902sl, 874sl, 862sl, 843sl, 824sl, 803sl, 772sl, 757sl, 610sl, 600sl,
567sl, 495sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8,54 (d, 1H, J = 5,0 Hz, H-C(2)),
7,96 (d, 1H, J= 2,0 Hz, H-C(8)), 7,82 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,35 (dd, 1H, J=2,2
Hz, J = 8,8 Hz, H-C(6)), 6,45 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(3)), 6,26 (8s, 1H, ArNH-), 3,60-
3,50 (m, 1H, ArNHCH(CHs)-), 2,70-2,60 (m, 1H, ArNHCH(CH3)CH,-), 2,60-2,50 (m,
1H, ArNHCH(CH3)CH,-), 2,19 (m, 3H, -N(CHs)), 2,15 (ABq, H4, J = 14,0 Hz, -
CH,Ad), 2,10 (ABq, Hp, J = 14,0 Hz, -CH,Ad), 1,98 (m, 3H, Ad), 1,85-1,60 (m, 6H,
Ad), 1,60-1,50 (m, 6H, Ad), 1,29 (d, 3H, J = 6,0 Hz, -CHs). *C-NMR (125 MHz,
CDCls, 9): 152,04; 150,24; 149,21; 134,75; 128,79; 125,14; 121,49; 118,22; 99,85;
71,62; 65,98; 46,18, 44,72; 41,37; 37,20; 35,14; 28,40; 18,60. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 398,23694 ([M+H]", 100), izradunato 398,23575 (greska: +2.99 ppm).
Mikroanaliza za (C,4H3,CIN;3 x 2/3H,0): izra¢unato C 70,31; H 8,19; N 10,25; nadeno
C 70,29; H 8,40; N 10,15.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,838 min., povrSina 98,86%; metoda B:
RT 9,645 min., povrSina 99,04%.

N'-(1-Adamantilmetil)-N*~(7-hlorhinolin-4-il)-N'-metilbutan-1,3-diamin (116f)

Prema opStem postupku za N-metilovanje 116a, jedinjenje

HNMT% 116f se dobija iz aminohinolina 106f (248 mg, 0,62 mmol)
O\)j 1 37% HCHO (93 uL, 1,25 mmol) u prisustvu ZnCl, (169
CIIEN

mg, 1,24 mmol) 1 NaBH3;CN (156 mg, 2,48 mmol).
Proizvod se izoluje nakon preciS€avanja hromatografijom na gravitacionoj koloni:
(S10,, eluent: DCM/MeOH(NHj3; zas.) = 95/5) kao beli amorfni prah (222 mg, 87%). TT
=48-50 °C.
IR (ATR): 3251sr, 3063sl, 2902j, 2845j, 1655sl, 1611sl, 1576j, 1538sr, 1489sl, 1452sr,
1372sl, 1332sl, 1280sl, 1201sl, 1149sr, 1102sl, 1080sl, 1045sl, 1007sl, 983sl, 877sl,
850sl, 806sr, 766sl, 737sl, 648sl cm’. '"H-NMR (500 MHz, CDCls, 6): 8,49 (d, 1H, J =
5,5 Hz, H-C(2)), 7,95 (d, 1H, J = 2,5 Hz, H-C(8)), 7,83 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(9)),
7,31 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 7,07 ($s, 1H, -NH), 6,40 (d, 1H, J= 5,5
Hz, H-C(3)), 3,90-3,80 (m, 1H, ArNHCH(CHj)-), 2,75-2,65 (m, 1H, -
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CH,N(CH3)CH»Ad), 2,65-2,40 (m, 1H, -CH,N(CH3)CH,Ad), 2,34 (m, 3H, -N(CH3)),
2,12 (ABq, H4, J = 13,5 Hz, -CH,Ad), 2,04 (ABq, Hp, J = 13,5 Hz, -CH,Ad), 1,95-1,85
(m, 4H, Ad, ArNHCH(CHj3)CH>-), 1,80-1,45 (m, 14H, ArNHCH(CH3)CH>-, Ad), 1,33
(d, 3H, J = 6,5 Hz, -CH3). "C-NMR (125 MHz, CDCl;, 8): 151,68; 149,87; 149,04;
134,82; 128,39; 124,75; 122,09; 117,68; 98,90; 72,28; 58,14; 48,64; 46,45; 41,61,
36,96; 34,74; 33,28; 28,39; 19,63. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 412,25136 ((M+H]", 100),
izracunato 412,25140 (greska: -0,11 ppm). Mikroanaliza za (C,sH34CIN3 x 1/2H,0):
izracunato C 71,32; H 8,38; N 9,98; nadeno C 71,32; H 8,20; N 9,85.

HPLC Ccisto¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,851 min., povrSina 96,80%; metoda B:
RT 9,605 min., povrSina 96,30%.

N-[2-(1-Adamantil)etil]-N'-(7-hlorhinolin-4-il)-V-metiletan-1,2-diamin (117a)

I Prema opStem postupku za N-metilovanje 116a, jedinjenje
HN" > N\/ﬁ 117a se dobija iz aminohinolina 107a (54 mg, 0,14 mmol)

= i 37% HCHO (21 pL, 0,28 mmol) u prisustvu ZnCl, (38
mg, 0,28 mmol) i NaBH;CN (35 mg, 0,56 mmol).

7
Cl N

Proizvod se izoluje nakon preciS¢avanja hromatografijom na gravitacionoj koloni:
(Si0,, eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) kao bela bezbojna pena (50 mg, 89%)
koja omeksava na 157-159 °C.

IR (KBr): 3264sr, 3064sl, 2902j, 2843j, 2787sl, 1611sl, 1581j, 1550sl, 1508sl, 1489sl,
1451sr, 1431sl, 1366sr, 1355sl, 1333sr, 1282sl, 1248sl, 1203sl, 1169sl, 1145sr, 1104sl,
1083sl, 1059sl, 1041sl, 1014sl, 911sl, 876sr, 869sl, 838sr, 818sr cm’!. 'TH-NMR (200
MHz, CDCls, 9): 8,53 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(2)), 7,95 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)),
7,68 (d, 1H, J=9,0 Hz, H-C(5)), 7,36 (dd, 1H, J= 1,9 Hz, J = 8,7 Hz, H-C(6)), 6,37 (d,
1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 6,01 (8s, 1H, -NH), 3,35-3,20 (m, 2H, ArNHCH>-), 2,80-2,65
(m, 2H, ArNHCH,CH>-), 2,55-2,40 (m, 2H, -CH,CH,Ad), 2,61 (s, 3H, -N(CH3)), 1,94
(8s, 3H, Ad), 1,80-1,55 (m, 6H, Ad), 1,55-1,45 (m, 6H, Ad), 1,40-1,20 (m, 2H, -
CH>Ad). ®C-NMR (50 MHz, CDCls, 8): 152,10; 149,86; 149,10; 134,77; 128,67;
125,17; 121,32; 117,36; 99,21; 54,97; 51,93; 42,62; 41,44; 41,33, 39,58; 37,07; 31,88;
28,57. (1)ESI-HRMS (m/z (%)): 398,23665 ([M+H]’, 100), izradunato 398,23575
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(greska: +2,25 ppm). Mikroanaliza za (C,4H3,CIN; x 1/2H,0): izracunato C 70,83; H
8,17; N 10,32; nadeno C 70,36; H 8,11; N 10,30.

HPLC cistoca (A = 330 nm): metoda A: RT 7,898 min., povrSina 98,86%; metoda B:
RT 9,851 min., povrSina 95,82%.

N-[2-(1-Adamantil)etil]-N'-(7-hlorhinolin-4-il)- V-metilpropan-1,3-diamin (117b)

Prema opStem postupku za N-metilovanje 116a,
jedinjenje 117b se dobija iz aminohinolina 107b (132
mg, 0,33 mmol) i1 37% HCHO (50 pL, 0,66 mmol) u
prisustvu ZnCl, (90 mg, 0,66 mmol) i NaBH;CN (83

mg, 1,32 mmol). Proizvod se izoluje nakon preciS¢avanja hromatografijom na
gravitacionoj koloni: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NHj3 zas.) = 95/5) kao bezbojna pena
(113 mg, 84%) koja omeksava na 101-103 °C.

IR (ATR): 3245sr, 3064sl, 2899j, 2844sr, 2786sl, 1610sl, 1578j, 1541sl, 1508sl, 1497sl,
1473sl, 1452sr, 1430sl, 1396sl, 1366sr, 1331sl, 1282sl, 1231sl, 1202sl, 1168sl, 1140sl,
1098sl, 1080sl, 1038sl, 900sl, 870sl, 845sl, 804sl, 769sl, 644sl cm™. "TH-NMR (200
MHz, CDCls, 6): 8,49 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(2)), 8,08 (8s, 1H, -NH), 7,92 (d, 1H, J =
1,6 Hz, H-C(8)), 7,61 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,31 (dd, 1H, J= 2,3 Hz, J = 8,9 Hz,
H-C(6)), 6,29 (d, 1H, J= 5,6 Hz, H-C(3)), 3,45-3,30 (m, 2H, ArNHCH5>-), 2,70-2,55 (m,
2H, ArNHCH,CH,CH>-), 2,55-2,40 (m, 2H, -CH>CH,Ad), 2,34 (s, 3H, -N(CH3)), 1,91
(8s, 3H, Ad), 1,80-1,50 (m, 8H, ArNHCH,CH>-, Ad), 1,46 (Ss, 6H, Ad), 1,40-1,30 (m,
2H, -CH,Ad). BC-NMR (50 MHz, CDCl;, 8): 152,14; 150,70; 149,15; 134,51; 128,47;
124,68; 122,17; 117,64; 98,21; 58,08; 52,29; 44,39; 42.,44; 42,00; 41,48; 37,02; 31,70;
28,50; 24,09. (HESI-HRMS (m/z (%)): 41225106 ([M+H]’, 100), izradunato
412,25140 (greska: -0,83 ppm). Mikroanaliza za (C,sH34CIN; x 1/2H,0): izracunato C
71,32; H 8,38; N 9,98; nadeno C 71,54; H 8,02; N 10,07.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,999 min., povrSina 99,74%; metoda B:
RT 9,940 min., povrSina 99,04%.
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N-[2-(1-Adamantil)etil]-N'-(7-hlorhinolin-4-il)-NV-metilbutan-1,4-diamin (117c¢)

l Prema opStem postupku za N-metilovanje 116a,
HNWN% jedinjenje 117¢ se dobija iz aminohinolina 107¢ (194

X

_ mg, 0,47 mmol) i 37% HCHO (71 pL, 0,94 mmol) u
cl N
prisustvu ZnCl, (128 mg, 0,94 mmol) 1 NaBH;CN

(118 mg, 1,88 mmol). Proizvod se izoluje nakon pre¢iS¢avanja hromatografijom na
gravitacionoj koloni: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) kao bezbojna pena
(172 mg, 86%) koja omeksava na 136-138 °C.

IR (ATR): 3232sr, 3064sl, 2906j, 2844sr, 2367sl, 1610sl, 15805, 1542sl, 1522sl, 1508sl,
1490sl, 1454sr, 1430sl, 1386sl, 1367sr, 1331sr, 1279sl, 1256sl, 1225sl, 1200sl, 1167sl,
1139sl, 1074sl, 1039sl, 1028sl, 898sl, 869sl, 852sl, 821sl, 805sl, 770sl, 734sl, 644sl,
637sl cm™”. "H-NMR (200 MHz, CDCl, 8): 8,49 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(2)), 7,92 (d,
1H, J=2,2 Hz, H-C(8)), 7,73 (d, 1H, J= 9,0 Hz, H-C(5)), 7,29 (dd, 1H,J=19 Hz, J =
8,7 Hz, H-C(6)), 6,61 (8s, 1H, -NH), 6,34 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-C(3)), 3,35-3,15 (m,
2H, ArNHCH5>-), 2,50-2,30 (m, 4H, ArNHCH,CH,CH,-, -CH,CH,Ad), 2,19 (s, 3H, -
N(CHs)), 1,94 (8s, 3H, Ad), 1,80-1,55 (m, 10H, ArNHCH,CH,-, ArNHCH,CH,CH,-,
Ad), 1,48 (8s, 6H, Ad), 1,40-1,20 (m, 2H, -CH,Ad). "C-NMR (50 MHz, CDCl;, d):
151,99; 150,30; 149,12; 134,53; 128,43; 124,68; 121,84; 117,40; 98,74; 56,92; 51,44,
43,30; 42,62; 42,42; 41,00; 37,02; 31,65; 28,51; 26,62; 25,38. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 426,26631 ([M+H]", 100), izradunato 426,26705 (greska: -1,75 ppm).
Mikroanaliza za (C,cH36CIN; x 1/3H,0): izracunato C 72,28; H 8,55; N 9,73; nadeno
C72,17; H 8,82; N 9,71.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,898 min., povrSina 99,37%; metoda B:
RT 9,855 min., povrSina 99,17%.

N'-[2-(1-Adamantil)etil]-V*~(7-hlorhinolin-4-il)-N'-metilpropan-1,2-diamin  (117e)

Prema opStem postupku za N-metilovanje 116a,
jedinjenje 117e se dobija iz aminohinolina 107e (27 mg,
0,07 mmol) 1 37% HCHO (11 pL, 0,14 mmol) u prisustvu
ZnCl; (19 mg, 0,14 mmol) i NaBH3;CN (18 mg, 0,28

Cl
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mmol). Proizvod se izoluje nakon preciS€avanja hromatografijom na gravitacionoj
koloni: (Si0,, eluent: DCM/MeOH(NHj3; zas.) = 95/5) kao bezbojna pena (27 mg, 93%)
koja omeksava na 138-140 °C.

IR (ATR): 3275sr, 2964sl, 2901j, 2844sr, 2799sl, 2346sl, 1610sl, 1575j, 1541sr, 1500sl,
1490sl, 1451sr, 1425sl, 1381sl, 1366sl, 1341sl, 1331sl, 1273sl, 1254sl, 1198sl, 1153sl,
1126sl, 1104sl, 1078sl, 1045sl, 909sl, 872sr, 839sl, 820sl, 802sl, 769sl cm’. H-
NMR(500 MHz, CDCls, 9): 8,52 (d, 1H, J = 5,0 Hz, H-C(2)), 7,95 (d, 1H, J = 2,0 Hz,
H-C(8)), 7,71 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,35 (dd, 1H, J = 2,5 Hz, J = 9,0 Hz, H-
C(6)), 6,44 (d, 1H, J= 5,5 Hz, H-C(3)), 5,96 (d, 1H, J = 3,0 Hz, ArNH-), 3,70-3,55 (m,
1H, ArNHCH(CHj3)-), 2,70-2,55 (m, 1H, ArNHCH(CH;)CH,-), 2,50-2,30 (m, 3H,
ArNHCH(CH3)CH>-, -CH,CH»Ad), 2,20 (s, 3H, -N(CHz3)), 1,90 (8s, 3H, Ad), 1,75-1,50
(m, 6H, Ad), 1,45 (8s, 6H, Ad), 1,30 (d, 3H, J = 6,0 Hz, ArtNHCH(CH3)-), 1,30-1,15 (m,
2H, -CH,Ad). PC-NMR (125 MHz, CDCl;, §): 151,98; 149,87; 149,22; 134,68;
128,66; 125,13; 121,44; 118,06; 99,70; 62,58; 52,04, 45,59; 42,55; 42,10; 41,36; 37,06;
31,82; 28,58; 18,69. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 412,25217 ([M+H]", 100), izra¢unato
412,25140 (greska: +1,86 ppm). Mikroanaliza za (C,sH34CIN3 x 1/2H,0): izracunato C
71,32; H 8,38; N 9,98; nadeno C 71,57; H 8,72; N 9,98.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,811 min., povrSina 98,20%; metoda B:
RT 9,832 min., povrSina 98,83%.

N'-[2-(1-Adamantil)etil]-N*-(7-hlorhinolin-4-il)-N'-metilbutan-1,3-diamin (117f)

Prema opStem postupku za N-metilovanje 116a,
HNJ\/\T/\/@
X

jedinjenje 117f se dobija iz aminohinolina 107f (140

ij mg, 0,34 mmol) i 37% HCHO (54 uL, 0,68 mmol) u
Cl N
prisustvu ZnCl; (93 mg, 0,68 mmol) i NaBH;CN (85

mg, 1,36 mmol). Proizvod se izoluje nakon preciS¢avanja hromatografijom na
gravitacionoj koloni: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) kao bezbojna pena
(116 mg, 80%) koja omekSava na 54-56 °C.

IR (ATR): 3236sr, 2902j, 2845j, 2611sl, 1578j, 1541sr, 1488sl, 1450sr, 1428sl, 1375sl,
1330sl, 1281sl, 1243sl, 1200sl, 1152sr, 1098sl, 1078sl, 1048sl, 878sl, 849sl, 806sr,
765sl, 644sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCl;, 8): 8,47 (d, 1H, J = 5,0 Hz, H-C(2)),
8,00 (d, 1H, J=4,9 Hz, -NH), 7,92 (d, 1H, J= 2,0 Hz, H-C(8)), 7,65 (d, 1H, J=9,0 Hz,
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H-C(5)), 7,30 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 6,34 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-
C(3)), 3,90-3,80 (m, 1H, ArNHCH(CHs)-), 2,85-2,75 (m, 1H, ArtNHCH(CH;3)CH,CH,-
), 2,50-2,40 (m, 3H, ArNHCH(CH;)CH,CH,-, -CH,CH,Ad), 2,31 (s, 3H, -N(CH3)),
2,05-1,95 (m, 1H, ArNHCH(CH;)CH,-), 1,92 (8s, 3H, Ad), 1,75-1,55 (m, 7H,
ArNHCH(CH;3)CH,, Ad), 1,44 (m, 6H, Ad), 1,35-1,25 (m, 5H, -CH>Ad, -CH;). “C-
NMR (125 MHz, CDCls, 8): 151,86; 149,94; 149,27; 134,61; 128,42; 124,65; 122,25,
117,85; 98,50; 54,42; 52,32; 48,65; 42,47; 42,08; 41,37; 37,07; 31,75; 31,50; 28,58;
18,90. (H)ESI-HRMS (m/z (%)): 426,26541 ([M+H]", 100), izradunato 426,26705
(greska: -3,85 ppm). Mikroanaliza za (CycH36CIN3 x H,O): izracunato C 70,32; H 8,63;
N 9,46; nadeno C 69,70; H 9,05; N 9,38.

HPLC Ccisto¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 8,531 min., povrSina 97,77%; metoda B:
RT 9,909 min., povrsina 96,78%.

Nl-[2-(1-Adamantil)etil]-N4-(7-hlorhinolin-4-il)-N1-metilpentan-1,4-diamin (117g)

)\/Vl Prema opStem postupku za N-metilovanje 116a,
HN N\/ﬁ jedinjenje 117g se dobija iz aminohinolina 107g (340

/@\)j mg, 0,80 mmol) 1 37% HCHO (123 pL, 1,60 mmol) u
cl N
prisustvu ZnCl, (217 mg, 1,60 mmol) i NaBH3;CN

(200 mg, 3,19 mmol). Proizvod se izoluje nakon preciS¢avanja viSestrukom
hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NHj3; zas.) = 100/2) i ”flash*
hromatografijom (Biotage SP1 NH kolona, gradijent: heksan/EtO= 6/4—8/2) kao
bezbojna pena (179 mg, 51%) koja omekSava na 57-59 °C.

IR (ATR): 2903j, 2845j, 1610sl, 1578j, 1536sr, 1450sr, 1378sr, 1334sr, 1280sl, 1252sl,
1200sl, 1148sr, 910sl, 878sl, 850sl, 806sl, 767sl, 645sl, 609sl, 564sl cm™. "TH-NMR
(500 MHz, CDCls, 9): 8,50 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(2)), 7,94 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-
C(®)), 7,70 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,33 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)),
6,41 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(3)), 5,63 (8s, 1H, -NH), 3,80-3,60 (m, 1H,
ArNHCH(CHs)), 2,60-2,40 (m, 1H, ArNHCH(CH3)CH,CH,CH>-), 2,50-2,40 (m, 3H,
ArNHCH(CH3)CH,CH>-, -CH,CH,Ad), 2,17 (s, 3H, -N(CHs»)), 1,92 (8s, 3H, Ad), 1,80-
1,55 (m, 10H, A-NHCH(CH3)CH,-, ArNHCH(CH3)CH,CH,-, Ad), 1,50-1,40 (m, 6H,
Ad), 1,31 (d, 3H, J = 6,2 Hz, -CH;), 1,25-1,20 (m, 2H, -CH,Ad). *C-NMR (125 MHz,
CDCl;, 8): 151,95; 149,36; 149,23; 134,70; 128,69; 124,87; 121,40; 117,43; 99,23,
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57,24; 51,62; 48,26, 42,51; 42,45; 40,99; 37,10; 34,48; 31,73; 28,61; 23,75; 20,14.
(HESI-HRMS (m/z (%)): 440,28248 ([M+H]", 100), izradunato 440,28270 (greska: -
0,50 ppm). Mikroanaliza za (C,sH36sCIN; x H,0): izracunato C 70,32; H 8,63; N 9,46;
nadeno C 69,70; H 9,05; N 9,38.
HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,794 min., povrSina 99,88%; metoda B:
RT 8,695 min., povrSina 99,35%.

2-([2-(1-Adamantil)etil] {2-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]etil}amino)etanol (117k)

— Smesa aminohinolina 107a (51,6 mg, 0,13 mmol) i 2-

hloretanola (180 uL, 1,95 mmol) se me$a 48 sati na 90 °C.

HN/\/N% Jedinjenje 117k se izoluje nakon  “dry-flash”

m hromatografije: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) =
¢ . 9/1) kao svetlo zuta amorfna supstanca (27 mg, 49%). TT

=79-81 °C.

IR (ATR): 3306sr, 2903j, 2846j, 1660sl, 1612sr, 1582j, 1535sl, 1541sr, 1369sl, 1332sl,
1266sl, 1242sl, 1210sl, 1137sl1, 1080sl, 1052sl, 987sl, 905sl, 877sl, 848sl, 808sl, 767sl,
738sr, 704sl, 647sl, 506sl, 480sl, 410sl cm™. "TH-NMR (200 MHz, CDCl;, §): 8,43 (d,
1H, J = 5,8 Hz, H-C(2)), 7,89 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)), 7,71 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-
C(9)), 7,75-7,65 (m, 1H, H-C(6)), 6,30 (d, 1H, J= 5,0 Hz, H-C(3)), 6,06 (s, 1H, -NH),
3,78-3,66 (m, 2H, -CH,OH), 3,38-3,22 (m, 2H, ArNHCH,-), 2,98-2,84 (m, 2H,
ArNHCH,CH>-), 2,80-2,44 (m, 4H, -CH,CH,Ad, -CH,CH,OH), 2,00-1,44 (m, 15H,
Ad), 1,36-1,20 (m, 2H, -CH>Ad). *C-NMR (50 MHz, CDCls, 8): 151,49; 150,07;
148,52; 134,95; 128,04; 125,30; 121,55; 117,24; 99,03; 59,59; 55,59; 51,86; 48,20;
42,53; 40,68; 37,05, 31,79; 28,55. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 428,24526 (IM+H]", 100),
izracunato 428,24632 (greska: -2,47 ppm).

HPLC c¢isto¢a (A = 330 nm):metoda A: RT 7,835 min., povrSina 97,08%; metoda B: RT
9,644 min., povrSina 98,77%.
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Dietil (27,2'Z)-3,3'-[naftalen-1,5-diildi(imino)]bis(2-fluorbut-2-enoat) (118)

/ﬁ Suspenzija 1,5-diaminonaftalena (400 mg, 2,53 mmol), etil-2-

F:”i‘\OEt fluoracetoacetata (1900 pL, 15,17 mmol) i p-TsOH (144 mg,

0,76 mmol) u suvom toluenu (30 mL) zagreva se na temperaturi

kljucanja 2 sata u balonu povezanom Dean-Stark-ovim

NH nastavkom. Reakciona smesa se ohladi do sobne temperature,

Etojl talog procedi kroz filter papir i ispere pazljivo EtOAc. Posle
0

K / suSenja na sobnoj temperaturi dobija se sirovi proizvod u obliku

amorfnog praha svetlo Zute boje (960 mg, 91%).

IR (ATR): 3265sl, 3212sl, 3065sl, 2986sl, 2907sl, 2620sl, 1660j, 1616j, 1521sr, 1480sr,
1441sr, 1410sr, 1365sr, 1252j, 1157j, 1114sr, 1068;j, 10163, 982j, 910sr, 882sl, 860sl,
817sl, 778, 756j, 682sr, 645sr, 620sr, 583sl, 563sl, 532sr, 503sl, 406sl cm™. "H-NMR
(500 MHz, CDCls, 9): 9,41 (d, 2H, J = 3,5 Hz, -NH), 7,93 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-C(4) i
H-C(8)), 8,27 (dd,2H, J = 8,2 Hz, J = 7,8 Hz, H-C(3) i H-C(7)), 7,25 (d,2H, J = 7,5 Hz,
H-C(2) i H-C(6)), 4,36 (q, 4H, J = 7,2 Hz, -CH,CH3), 2,01 (d, 6H, J = 4,5 Hz, -CHj3),
1,41 (t, 6H, J = 7,0 Hz, -CH,CH;). *C-NMR (125 MHz, CDCl, 8): 164,46 (d, J = 25,0
Hz, -C=0); 145,30 (d, J = 26,3 Hz, - =C-CH,); 135,38 (C(1) i C(5)); 131,64 (d, J =
218,8 Hz, -C-F); 131,40 (C(4a) i C(8a)); 126,08 (C(3) i C(7)); 123,37 (C(2) i C(6));
120,57 (C(4) 1 C(8)); 60,26 (-CH,CHs3); 14,51 (-CH2CH3); 13,14 (d, J = 6,2 Hz, -CH3).
(H)ESI-HRMS (m/z (%)): 419,17660 ([M+H]", 100), izradunato 419,17769 (greska: -
2,61 ppm).

Etil-(2Z ili 2E)-3-[(3-hlorfenil)amino]-2-fluorbut-2-enoat (121)

Suspenzija 3-hloranilina (700 pL, 6,63 mmol), etil-2-fluoracetoacetata (1000 uL, 7,96
mmol) 1 p-TsOH (153 mg, 0,79 mmol) u suvom toluenu (15 mL) zagreva se na
temperaturi kljuCanja 2 sata u balonu povezanom Dean-Stark-ovim nastavkom.
Reakciona smesa se ohladi do sobne temperature, talog procedi kroz filter papir 1 ispere
pazljivo EtOAc. Posle suSenja na sobnoj temperaturi dobija se sirovi proizvod u obliku
amorfnog praha svetlo braon boje (1260 mg, 74%).

IR (ATR): 3427sr, 3058sl, 2996sl, 1758], 1672j, 1630j, 1592sl, 1559sl, 1477sr, 1442sl,
1384sr, 1325sl, 1289sl, 1245sr, 12245, 1144sr, 1111sl, 1046j, 880sr, 859sl, 817sl, 771sr,
718sr, 692sl, 676sl, 579sr, 473sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 7,60-7,00 (m,
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4H, H-C(2), H-C(4), H-C(5) i H-C(6)), 4,25-4,10 (m, 2H, -CH,CH3), 2,30-2,25 (m, 3H,
-CH3), 1,40-1,10 (m, 3H, -CH,CH3). (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 342,07040 ([M+H]",
100), izraCunato 342,06916 (greska: +3,61 ppm).

7-Hlorhinolin-4-0l (123)

OH Smesa 4,7-DCQ (10 g, 50 mmol) i1 6,5 ekv. glacijalne siréetne kiseline

\/ (18,8 mL, 325 mmol) zagreva se 2 sata na 125 °C. Nakon 20 min.
- & pocinje da se izdvaja proizvod u vidu belog taloga. Reakciona smesa
se ohladi na sobnu temperaturu i razblazi etrom. Nastali talog se procedi na Biichner-
ovom levku i ispere vodom i etrom. Nakon susenja na 40 °C pod sniZenim pritiskom
dobija se 4-hidroksi-7-hlorhinolin hidrohlorid u obliku belog amorfnog praha. So se
rastvori u zasi¢enim vodenom rastvoru NaOH, nerastvorni deo odvoji filtracijom, a
filtrat pazljivo zakiseli do pH 7 siréetnom kiselinom. Formirani talog se procedi na
Biichner-ovom levku i ispere vodom i susi na vazduhu. 4-Hidroksi-7-hlorhinolin 126 se
dobija u obliku bele amorfne supstance (9,07 g, 91%); TT = 276-279 °C.
IR (ATR): 3228sl, 3116sl, 3057sr, 2945sr, 2877sr, 2799sr, 2635sl, 1629sr, 1599,
1558j, 1507;, 1455j, 1414sr, 1356sr, 1300sl, 1244sl, 1206sr, 1143sl, 1080sl, 1056sl,
904sl, 862sr, 822sr, 796j, 572sr, 479sr cm™'. "TH-NMR (200 MHz, DMSO, §): 8,07 (d,
1H, J = 8,6 Hz, H-C(5)), 7,93 (d, 1H, J = 7,4 Hz, H-C(2)), 7,61 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-
C(®)), 7,30 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 7,4 Hz, H-C(6)), 6,05 (d, 1H, J = 7,4 Hz, H-C(3)).
BC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 176,17; 141,20; 140,39; 136,04; 127,24; 124,44;
123,30; 117,74; 109.21. (H)ESI-HRMS (m/z (%)): 180,02100 ([M+H]', 100);
izracunato 180,02107 (greska: -0,40 ppm).

7-Hlorhinolin-3-nitro-4-ol (124)

OH Rastvor 123 (2 g, 11,13 mmol) u propanskoj kiselini (20 mL) zagreje
AN,

2
Cl N

se na 125 °C, a zatim se u njega uz intezivno me$anje lagano ukapava
65% azotna kiselina (964 pL, 13,92 mmol). Po zavrSetku ukapavanja
reakciona smesa meSana se 18 sati na 125 + 5 °C, ostavi se da se postepeno ohladi do
sobne temperature i razblazi etanolom. Formirani talog procedi se na Biichner-ovom

levku i ispere vodom i etanolom. Proizvod 124 se izoluje nakon hromatografije na
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gravitacionoj koloni: (Si0O,, eluent: DCM/MeOH(NH;3 zas.) = 8/2) kao svetlo zuta
amorfna supstanca (1,85, 75%); TT = 199-202 °C.

IR (ATR): 3442sr, 3194sl, 3156sl, 3071sl, 3039sl, 2919sr, 2852sr, 1628s, 1557sl,
1533sr, 1499sr, 1460sl1, 1404sl, 1336j, 1267sl, 1234sl, 1198sl, 1158sl, 1113sl, 1078sl,
879sl, 831sl, 781sr, 673sl, 618sr, 516sl, 441sl, 420sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, MeOD,
0): 10,03 (s, 1H, H-C(2)), 9,03 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-C(5)), 8,55 (s, 1H, H-C(8)), 8,33
(d, 1H, J = 8,2 Hz, H-C(6)). “C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 176,73; 152,97; 149,19;
147,29; 140,99; 137,80; 136,52; 135,63; 128,64. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 225,00527
([IM+H]", 100), izradunato 225,00615 (greska: -3,89 ppm).

4,7-Dihlor-3-nitrohinolin (125)
& Suspenzija 127 (1 g, 4,45 mmol) u POCIl; (4 mL) mesa se 4 sata na 90

mmz °C i 18 sati na 115 °C. Reakciona smesa se ohladi na sobnu
¢ N temperaturu i pazljivo izru¢i u smesu led/voda, a zatim se doda vodeni
rastvor NH3 do pH 9. Izdvojeni talog se odvoji cedenjem, ispere vodom (3 %< 50 mL) 1
suvim EtOH (50 mL). Nakon suSenja na 80 °C pod sniZzenim pritiskom dobija se
proizvod 125 u obliku svetlo Zutog amorfnog praha (974 mg, 90%); TT = 153-155 °C.
IR (ATR): 3064sr, 1604sr, 1581j, 1556j, 1531j, 1479sr, 1438sl, 1397sl, 1373sl, 1355j,
13335, 1294sr, 1253sr, 1207sr, 1168sr, 1144sl, 1080j, 1021sr, 973sl, 962sl, 926sr, 898sr,
875sr, 818},810j, 772sr, 740sl, 700sr, 650sl, 605sr, 562sl, 540sr, 486sl, 466sl, 444sr,
422sr em™. "TH-NMR (500 MHz, CDCl;, 8): 9,27 (s, 1H, H-C(2)), 8,38 (d, 1H, J=9,0
Hz, H-C(5)), 8,22 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,77 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 9,0 Hz, H-
C(6)). “C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 149,51; 145,68; 141,12; 139,81; 136,69;
130,77; 129,24; 127,27; 124,07. Mikroanaliza za (CoH4Cl;N,0,): izracunato C 44,48;
H 1,66; N 11,53; nadeno C 44,57; H 1,36; N 11,06.
(H)ESI-HRMS (m/z (%)): 242,97178 (IM+H]", 100), izra¢unato 242,97226 (greska: -
0,38 ppm).
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4,7-Dihlorhinolin-3-amin (126)
o Suspenzija Raney-Ni u vodi doda se na vrh $patule u Parr-ovu bocu 1

m = ispere se dobro suvim MeOH (3 x 10 mL). U balon se zatim doda
2 N rastvor 4,7-dihlor-3-nitrohinolina 125 (680 mg, 2,80 mmol) u MeOH
(150 mL) 1 reakciona smesa meSa na sobnoj temperaturi u atmosferi H,, na pritisku od
30 psi preko no¢i. Po zavrSetku hidrogenizacije reakciona smesa se procedi i filtrat
koncentruje destilacijom pod snizenim pritiskom. Proizvod 126 se izoluje nakon “dry-
flash” hromatografije (SiO,, eluent: heksan/EtOAc = 7/3) kao svetlo zuta amorfna
supstanca (375 mg, 64%).
IR (ATR): 3457j, 3317}, 3193j, 1637j, 1599sr, 1550sr, 1483sl, 1462sr, 1405sl, 1378sr,
1336sr, 1282sl, 1226sl, 1186sl, 1148sl, 1069sr, 1010sl, 941sr, 900sl, 879sl, 862sl,
808sr, 775st, 654sl, 564sl, 540sl, 509sl, 422sl cm™. '"H-NMR (500 MHz, CDCls, §):
8,82 (s, 1H, H-C(2)), 8,12 (d, 2H, J = 9,2 Hz, H-C(5)), 8,08 (d, 2H, J = 2,0 Hz, H-C(8)),
7,60 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)). *C-NMR (125 MHz, CDCls, 3): 150,68;
147,13; 139,25; 136,32; 129,49; 128,83; 127,52; 125,50; 125,35. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 212,99822 ([M+H]", 100), izra¢unato 212,99808 (greska: +0,65 ppm).

7-Hlor-4-okso-1,4-dihidrohinolin-3-diazonijum tetrafluoroborat (128)

= IR (ATR): 3435j, 3240sl, 3068sr, 3007sl, 2884sl, 2225sr,
mNQN Bt 2162sr, 1658, 1620, 1574sl, 1555sr, 1509sl, 1471sr, 1446sl,
- o 1392sl, 1340sr, 1313sl, 1268sr, 1203sl, 1162sr, 1116sl, 1079sr,

984sr, 931sl, 892sr, 859sl, 821sr, 770sr, 717sl, 677sl, 657sl,
635sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCl;, 8): 9,10 (s, 1H, H-C(2)), 8,22 (d, 1H, J = 8,6
Hz, H-C(5)), 7,93 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,68 (dd, 1H, J = 2,1 Hz, J = 8,4 Hz, H-
C(6)). PC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 173,58; 151,36; 148,22; 138,98; 127,52;
127,46; 126,10; 123,12; 84,25. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 206,01228 ([M+H]", 100),
izracunato 206,01157 (greska: +3,48 ppm).
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7-Hlor-4-metoksi-3-nitrohinolin (133)
U rastvor 4,7-dihlor-3-nitrohinolina 125 (250 mg, 1,03 mmol) u
MeOH (15 mL) doda se natrijum-metoksid (67 mg, 1,23 mmol)

Smesa se zagreva na 80 °C tokom 12 sati, rastvara¢ ukloni

destilacijom pod snizenim pritiskom, a suvi ostatak precisti “dry-flash”
hromatografijom (eluent: heksan/EtOAc = 9/1). Proizvod 133 se izoluje kao Zuta
amorfna supstanca (218 mg, 89%).

IR (ATR): 3571sr, 3423sr, 3192sl, 3152sl, 3059sr, 2994sl, 2952sr, 2916sl, 1630j, 1584;,
1522, 1490sr, 1460sr, 1389sr, 1353j, 1332j, 1264sr, 1197sl, 1163sl, 1110sl, 1078sl,
983st, 938sl, 883sr, 824sr, 780sr, 676sl, 616sr, 515sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCl;,
9): 9,20 (s, 1H, H-C(2)), 8,27 (dd, 1H, J = 0,5 Hz, J = 8,9 Hz, H-C(5)), 8,12 (d, 1H, J =
1,8 Hz, H-C(8)), 7,62 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 8,9 Hz, H-C(6)), 4,22 (s, 3H, -OCHj3).
BC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 158,14; 150,87; 147,47; 139,26; 133,36; 129,01;
128,80; 125,20; 121,54; 63,14. (1) ESI-HRMS (m/z (%)): 239,02121 ([M+H]", 100),
izraCunato 239,02180 (greska: -2,44 ppm).

7-Hlor-4-metoksihinolin-3-amin (134)

= U Parr-ovu bocu doda se na vrh $patule suspenzija Raney-Ni u vodi.

mwz Suspenzija se ispere suvim MeOH (3 x 10 mL), u balon se doda
= " rastvor 4-metoksi-7-hlor-3-nitrohinolina 133 (150 mg, 0,63 mmol) u

MeOH (50 mL) i reakciona smesa meSa na sobnoj temperaturi u atmosferi H,, na
pritisku od 30 psi preko noci. Po zavrsetku hidrogenizacije reakciona smesa se procedi i
filtrat koncentruje destilacijom pod snizenim pritiskom. Proizvod se izoluje nakon “dry-
flash” hromatografije (eluent: heksan/EtOAc = 8/2) kao svetlo Zuta amorfna supstanca
(106 mg, 81%).

IR (ATR): 3454j, 3316j, 3245sl, 3192j, 2996sl, 2962sl, 2942sr, 2904sl, 2839sl, 1726sl,
1636j, 1604j, 1559j, 1492sr, 1466sr, 1445sl, 1413sl, 1377;, 1353j, 1285sl, 1253sr,
1194sr, 1125sr, 1082sr, 999sr, 960sl, 895sl, 858sl, 810sr, 776sl, 639sl, 558sr cm’. TH-
NMR (500 MHz, CDCls, 9): 8,57 (s, 1H, H-C(2)), 7,97 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(8)),
7,86 (d, 1H, J = 8,8 Hz, H-C(5)), 7,43 (dd, 1H, J=2,0 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 3,99 (Ss,
2H, -NH,), 3,94 (s, 1H, -OCH3). "C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 145,51; 144,98;
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144,57; 132,17; 131,49; 128,38; 127,56; 122,45; 121,55; 60,13. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 209,04826 ([M+H]", 100), izra¢unato 209,04762 (greska: +3,07 ppm).

4-(Benziloksi)-7-hlor-3-nitrohinolin (136)

4,7-Dihlor-3-nitrohinolin 127 (102 mg, 0,45 mmol) se lagano dodaje
u suspenziju benzil-alkohola (71 pL, 0,68 mmol), K,CO; (63 mg,
0,45 mmol) 1 KOH (102 mg, 1,82 mmol) u 20 mL suvog toluena. U

reakcionu smesu doda se kataliticka koliCina  tris[2-(2-

metoksietoksi)etil]Jamina, reakcija meSa na sobnoj temperaturi jedan
sat, talog procedi, a filtrat koncentruje uparavanjem pod sniZenim pritiskom. Cvrsti
ostatak u balonu precisti se “dry-flash” hromatografijom (eluent: EtOAc/heksan = 1/1).
Proizvod se izoluje kao bela amorfna supstanca (102 mg, 71%).
IR (ATR): 3393sl, 3048sr, 1639sl, 1583j, 1523j, 1455sr, 1412sr, 1346j, 1252sl, 1230sl,
1162sr, 1106sr 1075sl, 1032sl, 949sr, 915s1, 888sl, 847sr, 821sr, 784sl, 742sr, 693sr,
623sl, 548sr cm™. "TH-NMR (500 MHz, DMSO-D6, §): 9,61 (s, 1H, H-C(2)), 8,31 (d,
1H, J = 8,5 Hz, H-C(5)), 7,84 (d, 1H, J= 1,2 Hz, H-C(8)), 7,55 (dd, 1H, J=1,5Hz, J =
8,6 Hz, H-C(6)), 7,45-7,25 (m, 5H, -Ph), 5,80 (s, 2H, -CH,Ph). *C-NMR (125 MHz,
DMSO-D6, 9): 166,62; 147,69; 139,33; 138,25; 134,91; 131,18; 128,97; 128,80;
128,16; 128,01; 126,74; 126,34; 56,10. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 315,05228 ([M+H]",
100), izra¢unato 315,05310 (greska: -2,59 ppm).

4-(Benziloksi)-7-hlorhinolin-3-amin (137)
@, Jedinjenje 136 (200 mg, 0,64 mmol) se rastvori u smesi etanola (10

mL), vode (10 kapi) i konc. HCI (2 mL). Smesa se mesa 10 min. na
(6]

mNHZ sobnoj temperaturi, a zatim se u nju lagano, u malim porcijama
G . dodaje Fe u prahu (351 mg, 6,30 mmol). Po zavrSetku dodavanja

reakciona smesa se zagreje na 100 °C. Nakon 1 h meSanja reakciona
smesa se ohladi do sobne temperature, viSak Fe se ukloni filtracijom, filtrat ispere dobro
etanolom (3 x 15 mL), a spojeni etanolni rastvor koncentruje destilacijom pod snizenim
pritiskom. Proizvod 138 se precisti “dry-flash” hromatografijom (eluent: EtOAc/heksan
= 1/1). Prinos 166 mg (92%).
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IR (ATR): 3452j, 3329j, 3207sr, 3063sl, 2929sl, 2893sl, 2860sl, 1626j, 1561sr, 1492sr,
1457sr, 1413sl, 1388sl, 1368sr, 1345sr, 1288sl, 1253sl, 1194sr, 1127sr, 1078sr, 1003;,
920sl, 897sl, 863sl, 841sl, 812sr, 772sl, 735sr, 696sl, 619sl, 549sl cm!. TH-NMR (500
MHz, DMSO-D6, 6): 8,62 (s, 1H, H-C(2)), 7,84 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,77 (d,
1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,58-7,52 (m, 2H, -Ph), 7,45-7,32 (m, 4H, H-C(6), -Ph), 5,56
(s, 2H, -NH>), 5,02 (s, 2H, -CH,Ph). *C-NMR (125 MHz, DMSO-D6, §): 146,00;
142,53; 141,41; 136,86; 134,60; 128,73; 128,60; 128,38; 128,22; 127,38; 126,73;
123,14; 121,92; 72,98. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 285,07897 (IM+H]", 100), izradunato
285,07892 (greska: +0,20 ppm).

3-Brom-4,7-dihlorhinolin (140)

al N-bromsukcinimid (361 mg, 3,06 mmol) se doda u rastvor 4-
N hidroksi-7-hlorhinolina 123 (500 mg, 2,78 mmol) u 10 mL DMSO-a
cl N7

i 1 mL vode. Reakciona smesa se meSa na sobnoj temperaturi 24

sata, nakon ¢ega se DMSO ukloni destilacijom pod snizenim pritiskom. Uparavanjem
rastvaraca u balonu zaostaje 675 mg (94%) 3-brom-4-hidroksi-7-hlorhinolina 139 u
vidu zute amorfne supstance. Sirovi proizvod se bez dodatnog preciS¢avanja koristi u
slede¢em koraku. Suspenzija 3-brom-4-hidroksi-7-hlorhinolina 139 (675 mg, 2,61
mmol) i POCl; (10 mL) meS$a se preko no¢i na 115 °C. Reakciona smesa se ohladi na
sobnu temperaturu i pazljivo izru¢i u smesu led/voda, a zatim se doda vodeni rastvor
NH; do pH 9. Izdvojeni talog se procedi i ispere vodom. Nakon susSenja pod snizenim
pritiskom dobija se 3-brom-4,7-dihlorhinolin 140 u obliku belog amorfnog praha (599
mg, 83%).
IR (ATR): 3097sr, 3049j, 2990sl, 2957sl, 2893sl, 1604sr, 1551j, 1473j, 1432sr, 1394sl,
1353sr, 13315, 1290sr, 1247sr, 1149sr, 1125sr, 1080sr, 986sl, 954sl, 923sr, 887j, 849sr,
812sr, 765sl, 697sr, 635sl, 553sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8,94 (s, 1H, H-
C(2)), 8,18 (d, 1H, J = 10,0 Hz, H-C(5)), 8,10 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(8)), 7,65-7,60
(m, 1H, H-C(6)). ®C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 159,82; 152,88; 147,52; 141,59;
136,51; 129,57, 128,89; 125,87; 118,26. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 275,89768
([M+H]", 100), izradunato 275,89769 (greska: -0,04 ppm).
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3-Brom-4,7-dihlor-2-mezitilhinolin (142)
Rastvor MesBr (400 pL, 2,61 mmol) u suvom Et,O (1 mL)

a
O N ohladi se -78 °C u atmosferi argona. U ohladeni rastvor se lagano
7
a N

O ukapa 1,7 M rastvor #~-Buli u heksanu (3000 puL, 5,10 mmol).

Reakciona smesa se meSa 1 h na -20 °C, a zatim se zagreje do
sobne temperature i rastvara¢ ukloni vakuum destilacijom (0,5 mbar, 1 sat). U balon u
kome je zaostala litijumova so uvede se argon, ohladi se na -50 °C, a zatim se u njega
ukapa 1,0 M rastvor MesMgBr u THF (2,6 mL, 2,61 mmol). Po dodatku reagensa
reakciona smesa se me$a 1 h na -50 °C, zatim se lagano zagreje na sobnu temperaturu i
na ovoj temperaturi mesSa dodatnih 12 sati. Dobija se bistar 0,242 M rastvor
Mes,Mgx2LiBr. Koncentracija rastvora odredena je titracijom sa I, (1 mmol). Rastvor
TMEDA (31 pL, 0,21 mmol) i 0,242 M Mes,Mgx2LiBr (870 nL, 0,21 mmol) se ohladi
na -10 °C u atmosferi argona. U ohladeni rastvor lagano se ukapa rastvor 4,7-dihlor-3-
bromhinolina (52 mg, 0,19 mmol) u suvom THF (2 mL). Reakciona smesa se meSa 6
sati na -10 °C. Kada se tankoslojnom hromatografijom utvrdi da polaznog jedinjenja
nema reakcija se prekida dodavanjem vodenog rastvora NH4Cl. Reakciona smesa se
prebaci u levak za odvajanje i supstanca ekstrahuje DCM (3 x 20 mL). Spojeni organski
slojevi isperu se zasi¢enim rastvorom NaCl i suSe iznad anh. Na,SO,. Rastvara¢ se
ukloni destilacijom pod snizenim pritiskom. Proizvod je izolovan nakon preciS¢avanja
“dry-flash” hromatografijom (SiO,, eluent: heksan/EtOAc = 95/5) kao bela amorfna
supstanca (27 mg, 36%).

IR (ATR): 3070sl, 2970sr, 2948sr, 2918sr, 2857sl, 2732sl, 1725sl, 1606j, 1558j, 1467,
1409sl, 1375sr, 1342sr, 1264sl, 1238sl, 1163sl, 1083j, 1032sl, 953sl, 909sr, 860sr,
818sr, 774sl, 737sr, 606sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCLs, 8): 8,22 (dd, 1H, J = 0,4
Hz, J= 9,0 Hz, H-C(5)), 8,13 (dd, 1H, J= 0,4 Hz, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,63 (dd, 1H, J
= 2,0 Hz, J = 9,2 Hz, H-C(6)), 6,97 (s, 2H, -Mes), 2,36 (s, 3H, -CH3), 1,97 (s, 6H, -
CH;). PC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 161,84; 147,39; 142,61; 142,50; 138,40;
137,04; 136,54; 134,95; 129,22; 128,82; 128,33; 125,95; 124,69; 120,35; 21,16; 19,47.
(H)ESI-HRMS (m/z (%)): 393,97694 ([M+H]", 100), izradunato 393,97594 (greska:
+2,54 pm).
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2-izopropil-3-brom-4,7-dihlorhinolin (145)

al Rastvor 4,7-dihlor-3-bromhinolina 140 (105 mg, 0,38 mmol) u 1
== mL suvog THF ohladi se na -78 °C u atmosferi argona. U rastvor
cl N

se nakon 15 min. meSanja lagano ukapa 1,03 M rastvor i-

PrMgCIxLiCl (400 pL, 0,42 mmol) i na -78 °C meSa narednih sat vremena. Kada se

tankoslojnom hromatografijom utvrdi da polaznog jedinjenja nema u rekcionu smesu
doda se I, (96 mg, 0,38 mmol). Reakciona sme$a se meSa 10 min. na -78 °C i 1 h na
sobnoj temperaturi. Reakcija se prekida dodavanjem vodenog rastvora Na,S,0s.
Reakciona smesa se prebaci u levak za odvajanje i supstanca ekstrahuje DCM (3 x 20
mL). Spojeni organski slojevi isperu se zasi¢enim rastvorom NaCl 1 suSe iznad anh.
Na,SO4. Rastvara¢ se ukloni destilacijom pod snizenim pritiskom. Proizvod se izoluje
nakon precisavanja viSestrukom hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, -eluent:
heksan/EtOAc = 9/1) i1 “flash* (Biotage SP1 NH kolona, eluent: heksan) kao bela
amorfna supstanca (52 mg, 43%).

IR (ATR): 3076sl, 2969j, 2930sr, 2872sl, 1910sl, 1602j, 1565j, 1470j, 1419sl, 1382sl,
1361sl, 1336sr, 1306sr, 1267sl, 1236sl, 1192sl, 1144sr, 1096sr, 1072sl, 1004sl, 961sl,
937j, 886sr, 869sr, 813sr, 769sl, 711sl, 684sl, 651sl, 597sl cm’. TH-NMR (500 MHz,
CDCls, 9): 8,03 (d, 1H, J = 8,7 Hz, H-C(5)), 8,02 (d, 1H, J = 2,1 Hz, H-C(8)), 7,46 (dd,
1H, J= 2,1 Hz, J = 8,7 Hz, H-C(6)), 4,00-3,50 (m, 1H, -CH(CH3),), 1,36 (d, 3H, J= 6,6
Hz, -CH(CHs),). *C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 166,39; 146,86; 141,96; 136,04;
128,46; 128,27; 125,77, 124,41; 119,76; 35,79; 21,39. (*)ESI-HRMS (m/z (%)):
317,94496 (IM+H]", 100), izra¢unato 317,94464 (greska: +1,00 ppm).

3-Brom-4,7-dihlor-2-izopropil-1,2-dihidrohinolin (146)

cl Rastvor 4,7-dihlor-3-bromhinolina 140 (106 mg, 0,38 mmol) u 1
Br
= mL suvog THF ohladi se na -78 °C u atmosferi argona. U rastvor
= E se nakon 15 min. meSanja lagano ukapa 1,03 M rastvor i-

PrMgCIxLiCl (400 pL, 0,42 mmol) i na -78 °C meSa narednih sat vremena. Kada se
tankoslojnom hromatografijom utvrdi da polaznog jedinjenja nema reakcija se
dodavanjem vodenog rastvora NH4Cl. Reakciona smesa se prebaci u levak za odvajanje
1 supstanca ekstrahuje DCM (3 x 20 mL). Spojeni organski slojevi isperu se zasi¢enim

rastvorom NaCl 1 suSe iznad anh. Na,SO,. Rastvara¢ se ukloni destilacijom pod
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snizenim pritiskom. Proizvod se izoluje nakon visestruke hromatografije: “dry-flash”
(Si0,, eluent: heksan/EtOAc = 9/1) i1 ’flash* (Biotage SP1 NH kolona, eluent: heksan)
kao bela amorfna supstanca (48 mg, 39%).

IR (ATR): 3076sl, 2969j, 2930sr, 2872sr, 1910sl, 1602j, 1565j, 14705, 1419sl, 1382sr,
1361sl, 1336sr, 1306sr, 1267sl, 1236sr, 1192sl, 1144sr, 1096sr, 1072sr, 1004sr, 961sl,
937, 886sr, 869sr, 813sr, 769sl, 711sl, 684sl, 651sl, 597sl cm™. '"H-NMR (500 MHz,
CDCls, 0): 7,27 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-C(5)), 6,58 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 8,4 Hz, H-
C(06)), 6,45 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(8)), 4,35-4,30 (d, 1H, -CHCH(CHj3),), 4,06 (s, 1H, -
NH), 2,25-2,15 (m, 1H, -CH(CH3),), 0,98 (d, 3H, J = 6,9 Hz, -CH(CHs)>), 0,89 (d, 3H,
J = 6,9 Hz, -CH(CHs),). “C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 144,33; 135,54; 129,29;
126,64; 117,51; 116,81; 116,76; 111,85; 65,81; 33,68; 18,67; 15,85.

1-Benzil-3-brom-4,7-dihlor-2-izopropil-1,2-dihidrohinolin (147)

Rastvor 4,7-dihlor-3-bromhinolina 140 (129 mg, 0,46 mmol) u 1 mL
suvog THF ohladi se na -78 °C u atmosferi argona. U rastvor se nakon
15 min. meSanja lagano ukapa 1,03 M rastvor i-PrMgCIxLiCl (508

uL, 0,56 mmol) i na -78 °C meSa narednih sat vremena. Kada se

tankoslojnom hromatografijom utvrdi da polaznog jedinjenja nema u rekcionu smesu
doda se benzil bromid (112 pL, 0,58 mmol). Reakciona smeSa se meSa 10 min. na -78
°C i 1 h na sobnoj temperaturi. Reakcija se prekida dodavanjem vodenog rastvora
Na,SO4. Reakciona smesa se prebaci u levak za odvajanje i1 supstanca ekstrahuje DCM
(3 x 20 mL). Spojeni organski slojevi isperu se zasi¢enim rastvorom NaCl i suSe iznad
anh. Na,SO,. Rastvara¢ se ukloni destilacijom pod snizenim pritiskom. Proizvod se
izoluje nakon precis¢avanja “dry-flash” hromatografijom (SiO,, eluent: heksan/EtOAc =
9/1) kao bela amorfna supstanca (98 mg, 51%).

IR (ATR): 3060sl, 3030sl, 2964sr, 2930sl, 2876sl, 1700sl, 1589j, 1546sl, 1490j, 1457sr,
1387sl, 1354sl, 1299sl, 1243sr, 1196sl, 1164sl, 1134sl, 1098sl, 1074sl, 966sl, 935sl,
866sr, 835sl, 802sr, 735sr, 696sl, 609sl, 533sl, 448sl, 423s1 cm™. "H-NMR (500 MHz,
CDCls, 9): 7,39 (d, 1H, J = 8,5 Hz, H-C(5)), 7,35-7,15 (m, 5H, -Ph), 6,69 (dd, 1H, J =
1,9 Hz, J = 8,4 Hz, H-C(6)), 6,65 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(8)), 4,76 (ABq, H4, J = 15,8
Hz, -CH,Ph), 4,35 (ABq, Hs, J = 11,3 Hz, -CH,Ph), 4,04 (d, 1H, J = 5,8 Hz, -
CHCH(CH3)y), 2,15-1,90 (m, 1H, -CH(CHs),), 0,97 (d, 3H, J = 6,8 Hz, -CH(CHs)»),
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0,86 (d, 3H, J = 6,8 Hz, -CH(CH3),). “C-NMR (125 MHz, CDCls, §): 144,42; 136,71;
135,39; 128,79; 128,58; 127,64; 127,15; 126,77; 120,71; 117,97; 113,90; 112,72; 71,85;
56,41; 34,32; 19,48; 19,22. (Y)ESI-HRMS (m/z (%)): 410,00597 ([M+H]", 100),
izracunato 410,00724 (greska: -3,11 ppm).

4,7-Dihlor-3-jodhinolin (149)
= U rastvor 4-hidroksi-7-hlorhinolina 123 (200 mg, 1,11 mmol) u 2N

m/ 'l rastvoru NaOH (3 mL) lagano se ukapa 15% rastvor joda (337 mg,
ol N 1,33 mmol) u 20% vodenom rastvoru KI (2,25 mL). Reakcija se mesa
na sobnoj temperaturi preko no¢i. Reakcija se zakiseli sir¢etnom kiselinom, formirani
talog procedi se na Biichner-ovom levku, ispere vodom. Nakon susenja na 40 °C pod
sniZzenim pritiskom dobija se 3-jod-4-hidroksi-7-hlorhinolin 148 u vidu bele amorfne
supstance (308 mg, 91%). Sirovi proizvod se bez dodatnog precis¢avanja koristi u
slede¢em koraku. Suspenzija 3-jod-4-hidroksi-7-hlorhinolina 148 (308 mg, 1,01 mmol)
i POCI; (5 mL) meSa se preko no¢i na 115 °C. Reakciona smesa se ohladi na sobnu
temperaturu i pazljivo izru¢i u smesu led/voda, a zatim se doda vodeni rastvor NH3 do
pH 9. Izdvojeni talog se procedi i ispere vodom. Nakon suSenja pod snizenim pritiskom
dobija se 3-jod-4,7-dihlorhinolina 149 u obliku belog amorfnog praha (291 mg, 92%).
IR (ATR): 3093sl, 3072sl, 3024sl, 1602j, 1546, 1468, 1433sr, 1390sl, 1334j, 1284sr,
1239sr, 1205sl, 1148sl, 1118sr, 1077sr, 982sl, 927sl, 886j, 845sr, 814sr, 763sl, 687sr,
668sl, 636sr, 487sl, 423s] cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 9,09 (s, 1H, H-C(2)),
8,18 (d, 1H, J= 8,9 Hz, H-C(5)), 8,07 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(8)), 7,57 (dd, 1H, J= 1,8
Hz, J = 9,1 Hz, H-C(6)). "C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 157,72; 147,92; 146,05;
136,67; 129,48; 128,77; 126,33; 125,99; 95,10. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 323,88318
([IM+H]", 100), izradunato 323,88382 (greska: -2,00 ppm).

(4,7-Dihlorhinolin-3-il)(4-nitrofenil)metanol (150)

cl OH Rastvor 3-jod-4,7-dihlorhinolina 149 (90 mg, 0,28 mmol)
O s O u suvom THF (1 mL) ohladi se na -50 °C u atmosferi
cl N H NO,

argona. U ohladeni rastvor lagano se ukapa 079 M rastvor

i-PrMgCIxLiCl (332 pL, 0,30 mmol). Reakciona smesa se meSa 2 sata na -50 °C. Kada

se tankoslojnom hromatografijom utvrdi da je I/Mg izmena potpuna u rastvor sveze

234



4. EKSPERIMENTALNI DEO

pripremljenog Grignard-evog reagensa doda se 4-nitro-benzaldehid (52 mg, 0,32
mmol). Reakciona smesa se meSa 30 min. na -50 °C i 2 sata na sobnoj temperaturi.
Reakcija se prekida dodavanjem vodenog rastvora NH4Cl. Reakciona smesa se prebaci
u levak za odvajanje i supstanca ekstrahuje DCM (3 x 30 mL). Spojeni organski slojevi
isperu se zasi¢enim rastvorom NaCl i1 suSe iznad anh. Na,SO,4. Rastvara¢ se ukloni
destilacijom pod snizenim pritiskom. Proizvod 150 se izoluje nakon preciS¢avanja “dry-
flash” hromatografijom (SiO,, eluent: heksan/EtOAc = 7/3) kao bela amorfna supstanca
(69 mg, 71%).

IR (ATR): 3106j, 3078sr, 2846sr, 2667sl, 1602sr, 1554sr, 1516j, 1478sr, 1430sl,
1372sl, 1345j, 1244sl, 1191sl, 1108sl, 1076sr, 1013sl, 944sl, 913sl, 878sl, 855sl, 813sl,
794sr, 770sl, 742sr, 707sl, 682sl, 636sl, 531sl, 506sl, 508sl em™. 'H- NMR (500 MHz,
DMSO-D6, 6): 9,04 (s, 1H, H-C(2)), 8,21 (d, 1H, J = 9,2 Hz, H-C(5)), 8,17 (d, 2H, J =
8,9 Hz, H-C(3) i H-C(5"), 8,12 (d, 1H, J = 2,3 Hz, H-C(8)), 7,77 (dd, 1H, J=2,2 Hz, J
= 9,0 Hz, H-C(6)), 7,70 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-C(2) i H-C(6")), 6,82 (s, 1H, -OH), 6,38
(s, 1H, -CHOH-). *C-NMR (125 MHz, DMSO-D6, §): 151,20; 150,06; 147,88; 146,78;
135,30; 134,37; 129,06; 128,03; 127,69; 126,09; 123,67; 69,41. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 349,01490 ([M+H]", 100), izratunato 349,01412 (greska: +2,24 ppm).

3-Fluor -4,7-dihlorhinolin (151)
U rastvor 3-jod-4,7-dihlorhinolina 149 (150 mg, 0,46 mmol) u
mF suvom THF (1 mL) koji se prethodno ohladi u atmosferi argona na -
Cl N 50 °C lagano se ukapa 08 M i-PrMgCIxLiCl (640 uL, 0,51 mmol).
Reakciona smesa se me$a na -50 °C uz pratenje I/Mg izmene tankoslojnom
hromatografijom. Kada se utvrdi da je izmena potpuna rastvara¢ se ukloni vakuum
destilacijom (0,5 mbar, 40 °C, 30 min.), a ostatak u balonu rastvori u suvom DCM (1
mL). U sveze pripremljen Grignard-ov reagens koji se prethodno ohladi u atmosferi
argona na -78 °C lagano se ukapa rastvor N-fluor-benzensulfonimida (175 mg, 0,56
mmol) u smesi DCM (3 mL) i perfluordekalina (1 mL). Reakciona smesa se meSa 10
min na -78 °C, 30 min na ledenom i 12 sati na sobnoj temperaturi. Reakcija se prekida
dodavanjem vodenog rastvora NH4Cl. Reakciona smesa se prebaci u levak za odvajanje
1 supstanca ekstrahuje DCM (3 x 30 mL). Spojeni organski slojevi isperu se zasi¢enim

rastvorom NaCl 1 suSe iznad anh. Na,SO,. Rastvara¢ se ukloni destilacijom pod
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snizenim pritiskom. Proizvod 151 se izoluje nakon precis¢avanja “dry-flash”
hromatografijom (SiO,, eluent: heksan/EtOAc = 95/5) kao bela amorfna supstanca (9
mg, 9%).

IR (ATR): 3098sl, 3052j, 2991sl, 2861sl, 1593j, 1551sr, 1482sr, 1445sr, 1367sr, 1323;,
1262sl, 1220sl, 1179sr, 1141sl, 1079sr, 1042sl, 939sr, 922sr, 899sl, 879sl, 812sr, 761sr,
678sl, 644sl, 567sl, 541sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCl;, §): 8,82 (s, 1H, H-C(2)),
8,13 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)), 8,12 (d, 1H, J = 8,8 Hz, H-C(5)), 7,64 (dd, 1H, J=1,8
Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)). *C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 152,33 (d, J = 256,0 Hz,
C(3)); 146,01 (d, J = 2,7 Hz, C(8a)); 142,04 (d, J = 26,2 Hz, C(2)); 135,49 (d, J = 2,7
Hz, C(4a)); 129,52 (C(6)); 128,87 (C(8)); 125,77 (d, J = 14,4 Hz, C(4)), 125,31 (C(7));
125,03 (d, J = 6,3 Hz, C(5)). (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 215,97820 ([M+H]", 100),
izracunato 215,97776 (greska: 2,02 ppm).

7-Hlor-3-nitrohinolin (153)

~N0;) Rastvor 125 (1,65 g, 6,79 mmol) 1 p-toluen-sulfonilhidrazina (1,39 g,
C1/©\/Nj/ ) 7,47 mmol) u 60 mL hloroforma meSa se 24 sata na sobnoj
temperaturi. Formirani talog se procedi, ispere hloroformom (3 x 20 mL) i su$i na
vazduhu. Hidrazinski intermedijer 152 rastvori se u 150 mL 0,5N rastvoru NaOH i
zagreva na 80 °C tokom 1 sata. Tamno crvena reakciona smesa se ohladi na sobnu
temperaturu. Izdvojeni talog se procedi i ispere vodom. Proizvod 153 se izoluje nakon
“dry-flash” hromatografije: (SiO,, eluent: heksan/EtOAc = 8/2) u obliku zutih kristala
(892 mg, 63%); TT = 136-138 °C.
IR (ATR): 3085sr, 2960sl, 2928sl,2857sl, 2762sl, 1606j, 1563sr, 1539sr, 1479sr,
1437sl, 1411sl, 1380sl, 1351j, 13205, 1256sl, 1219sl, 1170sr, 1142sl, 1094sl, 1064sr,
975sl, 933sr, 914sl, 875sl, 831j, 787sl, 770sl, 740sl, 677sl, 633sl, 544sl, 521sl, 470sl,
446s1 cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 9,65 (d, 1H, J = 2,4 Hz, H-C(2)), 9,02 (d,
1H, J = 2,4 Hz, H-C(4) ili H-C(8)), 8,24 (d, 1H, J = 1,2 Hz, H-C(8) ili H-C(4)), 8,00 (d,
1H, J = 8,7 Hz, H-C(5)), 7,70-7,60 (m, 1H, H-C(6)). “C-NMR (125 MHz, CDCl;, 8):
150,34; 145,12; 140,96; 139,82; 132,02; 130,75; 130,04; 128,98; 124,38. (+)ESI-
HRMS (m/z (%)): 209,01116 ([M+H]", 100), izra¢unato 209,01123 (greska: -0,32

ppm).
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3-Amino-7-hlorhinolin (154)
~ M) Rastvor 153 (200 mg, 0,96 mmol) i SnCl, (910 mg, 4,80 mmol) u
c1©\/Nj/ MeOH refluktuje se 1 sat u inertnoj atmosferi Ar. MeOH se ukloni

destilacijom pod sniZzenim pritiskom, a ¢vrsti ostatak rastvori u EtOAc i zabazi vodenim
rastvorom NaHCOj. Suspenzija se procedi kroz hifl, a dobijeni rastvor ekstrahuje se
EtOAc (3 x 30 mL). Kombinovani organski slojevi su ispiraju zasi¢enim rastvorom
NaCl, osuSe iznad anh. Na,SO4 1 koncentruju sa SiO,. PreciS¢avanjem ostataka “dry-
flash” hromatografijom: (SiO,, eluent: heksane/EtOAc = 5/5) dobija se 168 mg (98%)
amin 154 kao bledo-zuta amorfna supstanca. TT = 126-129 °C.

IR (ATR): 3315j, 3171j, 1637sr, 1607j, 1566sr, 1510sl, 1489j, 1458sr, 1364sr, 1341sr,
1282sr, 1206j, 1135sr, 1068sr, 986sr, 917sr, 884sr, 862sr, 829sr, 801sr, 763sr, 647sr,
544sl, 521s] cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCls, §8): 8,50 (d, 1H, J = 2,8 Hz, H-C(2)),
7,95 (d, 1H, J= 2,0 Hz, H-C(8)), 7,52 (d, 1H, J = 8,8 Hz, H-C(5)), 7,40-7,35 (m, 1H, H-
C(6)), 7,20 (d, 1H, J = 2,6 Hz, H-C(4)), 4,20-3,80 (s, 2H, -NH,). *C-NMR (125 MHz,
CDCls, 6): 143,94; 142,92; 139,90; 130,99; 128,08; 127,89; 127,55; 127,02; 114,64.
(H)ESI-HRMS (m/z (%)): 179,03700 ([M+H]", 100), izradunato 179,03705 (greska: -
0,26 ppm).

7-Hlor-3-fluorhinolin (155)

~F) Rastvor amina 154 (500 mg, 2,80 mmol) u 5 mL 48% tetrafluoroborne
Cl@jl\fj/ ) Kkiseline ohladi se na 0 °C, a zatim se u njega lagano ukapa rastvor
NaNO; (193 mg, 2,80 mmol) u 1 mL vode. Reakciona smesa se meSa 1 h na ledenom
kupatilu 1 ostavi da se postepeno zagreje do sobne temperature. U reakciji nastaje
diazonijum-tetrafluoroborat koji se kao svetlo Zuti talog odvaja vakuum filtracijom.
Talog se ispira hladnim etanolom 1 dietil-etrom i sus$i pod vakuumom. Suspenzija
diazonijum tetrafluoroborata u toluenu se zagreva 1 h na 110 °C. Proizvod 155 se
izoluje nakon preciS€avanja “dry-flash” hromatografijom: (SiO;: eluent: heksan/EtOAc
=9/1) kao svetlo-zuti amorfni prah (356 mg, 70%); TT = 76-80 °C.
IR (ATR): 3076sr, 3053sr, 2957sl, 2857sl, 1615sr, 1596j, 1565sr, 1485sr, 1443sr,
1414sl, 1359sl, 1333j, 1263sr, 1184j, 1149sl, 1129sl, 1094sl, 1071sr, 988sr, 961sl,
935sl, 913sr, 891j, 812sr, 776sr, 645sr, 537sr, 512sr, 477sr, 461sr cm’. "TH-NMR (500
MHz, CDCls, §): 8,81 (d, 1H, J = 2,8 Hz, H-C(2)), 8,11 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(8)),
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7,80-7,70 (m, 2H, H-C(4), H-C(5)), 7,55-7,50 (m, 1H, H-C(6)). “C-NMR (125 MHz,
CDCls, 6): 156,25 (d, J = 255,4 Hz, C(3)); 145,60 (C(8a)); 142,52 (d, J = 27,0 Hz,
C(2)); 134,41 (C(7)); 128,73 (C(6)); 128,53 (C(5)); 129,20 (C(4a)); 128,35 (d, J = 5,1
Hz, C(8)); 118,31 (d, J= 17,1 Hz, C(4)).

(H)ESI-HRMS (m/z (%)): 182,01646 ([M+H]", 100), izradunato 182,01673 (greska: -
1,49 ppm).

7-Hlor-3-fluor-4-jodhinolin (156)
- U hladan (-78 °C) rastvor diizopropilamina (1,8 mL, 12,89 mmol) u
mF suvom THF (6,5 mL) ukapa se 2,5 M rastvor n-butillitijuma u
N/

2 heksanu (4,9 mL, 12,28 mmol). Reakciona smesa se meSa 5 min na -

78 °C i 30 min. na ledenom kupatilu. Sveze napravljenii rastvor LDA ohladi se na -85
°C. U ohladeni rastvor se lagano ukapa rastvor 3-fluor-7-hlorhinolina (2230 mg, 12,28
mmol) u suvom THF (5,5 mL). Reakciona smesa se meSa 4 sata na -78 °C i 15 min. na -
85 °C. U ohladeni rastvor ukapa se rastvor I (3,43 g, 13,51 mmol) u suvom THF (6
mL). MeSanje se nastavi 2 sata na -78 °C pre nego $to se reakcija prekine hidrolizom
(doda se 10 mL rastvora THF/H,O = 9/1). Proizvod je izolovan precis¢avanjem sirove
reakcione smese viSestrukom hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, gradijent:
heksan/EtOAc = 95/5—9/1) 1 “flash” hromatografijom (Biotage SP: NH kolona, eluent:
heksan/EtOAc = 9/1). Prinos 1528 mg (41%).

IR (ATR): 3080sr, 3031sl, 2959sl, 2925sl, 1837sl, 1738sl, 1602sr, 1585j, 1551j, 1481j,
1441j, 1384sl, 1357j, 1317j, 1307j, 1254sr, 1210sr, 1179sr, 1139sr, 1075sr, 1018sl,
949sl, 925j, 895sl, 870sr, 851sl, 814sr, 755sr, 642sl, 576sl, 536sr, 509sr, 429sl cm’. 'H-
NMR (500 MHz, CDCls, 9): 8,60 (s, 1H, H-C(2)), 8,11 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)),
7,97 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,65-7,60 (m, 1H, H-C(6)). *C-NMR (125 MHz,
CDCls, 8): 157,12 (d, J = 253,6 Hz, C(3)); 145,36 (C(8a)); 140,80 (d, J = 29,8 Hz,
C(2)); 135,37 (C(7)); 132,16 (C(5)); 129,93 (C(6)); 129,20 (C(4a)); 128,63 (C(8));
94,90 (d, J = 22,5 Hz, C(4)). (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 307,91326 ([M+H]", 100),
izracunato 307,91337 (greska: -0,36 ppm).
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Jedinjenje 157 je izolovano kao sporedni proizvod. Prinos 359 mg (9,5%).

7-Hlor-3-fluor-2-jodhinolin (157)
) IR (ATR): 3171sl, 3071sl, 3037, 2923j, 2853sr, 1729sl, 1689sl,
CIO:;CI 1603sr, 1481sr, 1404sr, 1373sl, 13305, 1297sl, 1255sl, 1191j, 1135sl,
1071sl, 1016sr, 918sr, 866sl, 815sl cm™. 'H-NMR (500 MHz,
CDCls, 8): 8,08 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(8)), 7,72 (d, 1H, J = 8,7 Hz, H-C(5)), 7,64 (d,
1H, J = 7,1 Hz, H-C(4)), 7,55 (dd, 1H, J = 2.0 Hz, J = 8,8 Hz, H-C(6)). "C-NMR (125
MHz, CDCls, 8): 154,77 (d, J = 257,1 Hz, C(3)); 146,73 (C(8a)); 135,35 (C(7)); 129,27
(C(6)); 128,21 (d, J = 4,5 Hz, C(5)); 127,94 (C(8)); 126,34 (d, J = 4,5 Hz, C(4a));
117,50 (d, J = 20,8 Hz, C(4)); 111,95 (d, J = 30,5 Hz, C(2)). (+t)ESI-HRMS (m/z (%)):
307,91325 ([M+H]", 100), izra¢unato 307,91337 (greska: -0,40 ppm).

Opsti postupak za paladijumom katalizovano aminovanje hinolina
N*-(7-Hlor-3-fluorhinolin-4-il)-N',N'-dietilpentan-1,4-diamin (158)

Z U rastvor Pd(OAc), (8,8 mg, 0,039 mmol, 4 mol%) i
HNJ\/VN\/ DPEphos (42 mg, 0,078 mmol, 8 mol%) u dioksanu (4 mL)
N F

m dodaju se redom 3-fluor-4-jod-7-hlorhinolin 156 (300 mg,
Cl N
0,98 mmol), 2-amino-5-dietilaminopentan (378 uL, 1,95

mmol, 2 ekv) 1 K3PO4 (518 mg, 2,44 mmol, 2,5 ekv). Reakcija je ostavljena da se mesa
tokom no¢i u inertnoj atmosferi Ar na 85 °C. Reakciona smesa se ohladi na sobnu
temperaturu i procedi kroz hiflu. Talog se dobro ispere DCM. Filtrat se apsorbuje na
silika-gelu. Proizvod 158 se dobija nakon preciS¢avanja visestrukom hromatografijom:
“dry-flash” (Si0O,, gradijent: DCM/(NH3 zas.) = 95/5—8/2) 1 flash* hromatografijom
(Biotage SP1 NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 8/2) kao bezbojna pena (329 mg,
54%) koja omeksava na 44-46 °C.

IR (ATR): 3304sr, 3069sl, 2970j, 2936sr, 287151, 2810sl, 1595j, 1574j, 1536sr, 1488sl,
1452sr, 1418sr, 1380sr, 1351sr, 1294sl, 1265sr, 1221sl, 1197sl, 1140sr, 1078sr, 929sl,
906sl, 877sl, 815sr, 764sl, 735sl, 656sl, 540sl cm™. Amax(€) = 336 (11554), 252 (16869)
nm. "H-NMR (500 MHz, CDCl;_8): 8,52 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(2)), 7,96 (d, 1H, J =
2,2 Hz, H-C(8)), 7,75 (d, 1H, J = 9,1 Hz, H-C(5)), 7,42-7,36 (m, 1H, H-C(6)), 4,73 (d,
1H, J = 7,7 Hz, -NH), 4,20-4,05 (m, 1H, ArtNHCH(CHj3)-), 2,54 (q, 4H, J = 7,2 Hz, -
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NH(CH,CH3),), 2,50-2,43 (m, 2H, -CH,NH(CH,CHs),),u 1,75-1,55 (m, 4H,
ArNHCH(CH3)CH,-, ArNHCH(CH3)CH,CH>-), 1,29 (dd, 3H, J = 0,9 Hz, J = 6,3 Hz,
ArNHCH(CHs)-), 1,01 (t, 6H, J = 7.0 Hz, -NH(CH,CHs),). *C-NMR (125 MHz,
CDCls, 6): 146,62 (C(8a)); 143,42 (d, J = 240,0 Hz, C(3)); 142,45 (d, J = 27,5 Hz,
C(2)); 135,78 (d, J = 6,2 Hz, C(4)); 133,97 (C(7)); 128,96 (C(8)); 125,95 (C(6)); 121,89
(d, J = 5,0 Hz, C(5)); 119,45 (d, J = 5,0 Hz, C(4a)); 52,54; 51,34 (d, J = 8,1 Hz,
ArNHCH(CHs»)-); 46,78; 36,12; 23,70; 22,30; 11,26. (+)ESI-HRMS (m/z (%)):
338,18020 ([M+H]", 100), izradunato 338,17938 (greska: +2,43 ppm). Mikroanaliza za
(C18H25CIFN3 x 1/2H,0): izracunato C 62,33; H 7,56; N 12,11; nadeno C 62,00; H 7,32;
N 11,85.

HPLC cisto¢a (A = 330 nm) metoda A: RT 7,677 min., povrsSina 98,24%; metoda B: RT
9,229 min., povrsina 98,45%.

N'-(7-Hlor-3-fluorhinolin-4-il)-V,N-dietilpropan-1,3-diamin (159)

i~~~ ) Prema opstem postupku za dobijanje amina 158 paladijum

S . katalizovanim aminovanjem hinolina, jedinjenje 159 se dobija

2 N iz 3-fluor-4-jod-7-hlorhinolina 156 (100 mg, 0,32 mmol) i 3-
dietilamino-1-propilamina (105 pL, 0,65 mmol) pomo¢u Pd(OAc), (2,9 mg, 0,013

mmol), SPhos (10,7 mg, 0,026 mmol) i K;PO4 (178 mg, 0,81 mmol). Reakcija je

prekinuta posle 19 sati meSanja na 85 °C. Proizvod se dobija nakon pre¢i§¢avanja
viSestrukom hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, gradijent: DCM/(NHj3 =zas.) =
95/5—8/2) 1 ”flash* hromatografijom (Biotage SP1 NH kolona, eluent: heksan/EtOAc =
85/15) kao bezbojna pena (64 mg, 63%) koja omeksSava na 47-46 °C.

IR (ATR): 3234sr, 3065sl, 2970j, 2934sr, 2872sl, 2822sr, 1640sl, 1597, 1574j, 1540sr,
1489sl, 1470sl, 1454sl, 1429sr, 1380sr, 1360sr, 1294sl, 1268sl, 1246sl, 1195sr, 11665,
1138sr, 1077sr, 934sr, 892sr, 812sr, 762sr, 737sl, 654sl, 622sl, 540sl cm’. Amax(€) = 337
(9690), 252 (15073) nm. "H-NMR (500 MHz, CDCls, §8): 8,45 (d, 1H, J = 6,0 Hz, H-
C(2)), 7,91 (d, 1H, J = 2,2 Hz, H-C(8)), 7,75 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,32 (dd, 1H,
J=9,0 Hz, J = 1,6 Hz, H-C(6)), 3,90-3,80 (m, 2H, ArNHCH,-), 2,72-2,68 (m, 2H, -
CH,NH(CH,CH3)»), 2,65 (q, 4H, J = 7,1 Hz, -NH(CH,CHs),), 2,04 (8s, 1H, -NH), 1,90-
1,80 (m, 2H, ArtNHCH,CH>-), 1,10 (t, 6H, J = 7.1 Hz, -NH(CH,CH5),). “C-NMR (125
MHz, CDCls, 6): 146,60 (C(8a)); 143,50 (d, J = 237,5 Hz, C(3)); 142,44 (d, J = 26,2
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Hz, C(2)); 137,28 (d, J = 5,9 Hz, C(4)); 133,72 (d, J = 1,9 Hz, C(7)); 128,65 (C(8));
125,23 (C(6)); 122,74 (d, J = 4,9 Hz, C(5)); 119,28 (d, J = 5,9 Hz, C(4a)); 53,50; 47,44
(d, J=9,9 Hz, AtNHCH,-); 47,03; 25,31; 11,28. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 310,14830
([IM+H]", 100), izradunato 310,14808 (greska: +0,71 ppm). Mikroanaliza za
(C16H21CIFN3 x 1/2H,0): izracunato C 60,28; H 6,96; N 13,18; nadeno C 60,65; H 7,07;
N 12,79.

HPLC c¢isto¢a (A = 330 nm) metoda A: RT 7,585 min., povrsina 99,71%; metoda B: RT
8,693 min., povrsSina 95,30%.

N*-(7-Hlor-3-fluorhinolin-2-il)-N',N'-dietilpentan-1,4-diamin (160)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 158

F
E paladijum  katalizovanim  aminovanjem  hinolina,
> N__-
Cl N~ "NH

jedinjenje 160 se dobija iz 2-jod-3-fluor-7-hlorhinolina

157 (100 mg, 0,33 mmol) i 2-amino-5-dietilaminopentana (126 pL, 0,65 mmol) pomocu
Pd(OAc): (2,9 mg, 0,013 mmol), DPEphos (14 mg, 0,026 mmol) i KsPO,4 (173 mg, 0,81
mmol). Reakcija je prekinuta posle 19 sati meS$anja na 85 °C. Proizvod se dobija nakon
preciS¢avanja viSestrukom hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, gradijent: DCM/(NHj3;
zas.) = 95/5—8/2) 1 “flash® hromatografijom (Biotage SP1: NH kolona, eluent:
heksan/EtOAc = 8/2;RP kolona, eluent: MeOH/H,O = 8/2) kao bezbojno ulje (76 mg,
70%).

IR (ATR): 3440sr, 3288sr, 2968j, 2932sr, 28715sl, 2806sl, 1637j, 1609sr, 1568sr, 1532,
1492sl, 1463sr, 1416sr, 1377sl, 1345sl, 1286sl, 1261sr, 1190sr, 1145sr, 1120sr, 1098sr,
1070sr, 969sl, 948sl, 883sr, 800sl, 761sl, 721sl, 602sl, 513sl, 475sl cm’! Amax(€) = 346
(8397), 333 (8354), 243 (37616) nm. "H-NMR (500 MHz, CDCl; 8): 7,68 (d, 1H, J =
2,0 Hz, H-C(8)), 7,43 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-C(5)), 7,37 (d, 1H, J = 11,3 Hz, H-C(4)),
7,16 (dd, 1H, J = 1,6 Hz, J = 8,5 Hz, H-C(6)), 5,21 (d, 1H, J = 6,5 Hz, -NH), 4,45-4,35
(m, 1H, ArNHCH(CHs»)-), 2,58 (q, 4H, J = 7,2 Hz, -NH(CH,CH3)»), 2,55-2,50 (m, 2H, -
CH,NH(CH,CH3)»), 1,75-1,55 (m, 4H, ArtNHCH(CH3)CH»-, ArtNHCH(CH3)CH,CH>-),
1,29 (d, 3H, J = 1,3 Hz, AtNHCH(CHs)-), 1,04 (t, 6H, J = 7,2 Hz, -NH(CH,CHs),).
BC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 148,41 (d, J = 13,6 Hz, C(8a)); 147,15 (d, J = 258,1
Hz, C(3)); 145,36 (d, J = 2,5 Hz, C(2)); 133,87 (C(7)); 127,78 (d, J = 5,0 Hz, C(5));
125,25 (C(8)); 123,08 (C(6)); 121,32 (d, J = 4,1 Hz, C(4a)); 115,90 (d, J = 15,4 Hz,
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C4)); 52,63; 46,73 (d, J = 5,4 Hz, ArNHCH(CHs)-); 45,84; 34,81; 23,15; 20,84; 11,07.
(HESI-HRMS (m/z (%)): 338,17891 ([M+H]", 100), izradunato 338,17938 (greska: -
1,40 ppm). Mikroanaliza za (C;sH,sCIFN;3 x 1/2H,0): izracunato C 62,33; H 7,56; N
12,11; nadeno C 62,28; H 7,69; N 11,94,

HPLC cistoca (A = 330 nm) metoda A: RT 8,042 min., povrSina 96,24%; metoda B: RT
10,764 min., povrsina 95,45%.

N'-(7-Hlor-3-fluorhinolin-2-il)-V,V-dietilpropan-1,3-diamin (161)

Prema opsStem postupku za dobijanje amina 158 paladijum
katalizovanim aminovanjem hinolina, jedinjenje 161 se

dobija iz 2-jod-3-fluor-7-hlorhinolina 157 (70 mg, 0,22

mmol) 1 3-dietilamino-1-propilamina (74 pL, 0,46 mmol) pomoc¢u Pd(OAc); (2,03 mg,
0,009 mmol), SPhos (7,5 mg, 0,018 mmol) i KsPO4 (124 mg, 0,57 mmol). Reakcija je
prekinuta posle 19 sati meSanja na 85 °C u inertnoj atmosferi Ar. Proizvod se dobija
nakon preciS€avanja viSestrukom hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, gradijent:
DCM/(NH;3 zas.) = 95/5—8/2) 1 ”flash® hromatografijom (Biotage SP1: NH kolona,
eluent: heksan/EtOAc = 85/15; RP kolona, eluent: MeOH/H,0O = 8/2) kao bezbojno ulje
(51 mg, 72%).

IR (ATR): 3450sl, 3241sr, 2970sr, 2931sr, 2873sl, 2815sr, 1639sr, 1610sl, 1563sl,
1537), 1497sl, 1459sr, 1416sr, 1378sl, 1338sr, 1292sr, 1256sr, 1193sr, 1146sr, 1124sr,
1098sl, 1070sr, 1032sl, 979sl, 921sl, 885sr, 800sl, 761sl, 739sl, 604sl, 514sl, 476sl cm’.
Amax(€) = 343 (8682), 332 (8760), 242 (35685) nm. 'H-NMR (500 MHz, CDCl;, 8):
7,69 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,50-7,40 (8s, 1H, -NH), 7,41 (d, 1H, J = 8,5 Hz, H-
C(5)), 7,33 (d, 1H, J = 11,2 Hz, H-C(4)), 7,14 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 8,4 Hz, H-C(6)),
3,75-3,60 (m, 2H, ArNHCH,-), 2,64 (t, 2H, J = 6,0 Hz, -CH,NH(CH,CH3),), 2,57 (q,
4H, J = 7,1 Hz, -NH(CH,CHs),), 1,90-1,75 (m, 2H, ArNHCH,CH5>-), 1,07 (t, 6H, J =
7,2 Hz, -NH(CH,CHs),). *C-NMR (125 MHz, CDCls, §): 149,16 (d, J = 14,0 Hz,
C(8a)); 147,58 (d, J = 259,0 Hz, C(3)); 145,54 (d, J = 2,6 Hz, C(2)); 133,76 (d, J = 2,2
Hz, C(7)); 127,77 (d, J = 5,0 Hz, C(5)); 125,03 (C(8)); 122,80 (C(6)); 121,26 (d, J=4,5
Hz, C(4a)); 115,56 (d, J = 15,4 Hz, C(4)); 53,00; 46,83; 41,57; 25,11; 11,53. (+)ESI-
HRMS (m/z (%)): 310,14742 ([M+H]", 100), izra¢unato 310,14808 (greska: -2,14
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ppm). Mikroanaliza za (C;¢H,CIFN;3 x 1/4H,0): izra¢unato C 61,14; H 6,89; N 13,37;
nadeno C 61,33; H 6,96; N 13,40.

HPLC c¢istoc¢a (A = 330 nm) metoda A: RT 7,559 min., povrSina 99,45%; metoda B: RT
8,646 min., povrsina 96,97%.

Opsti postupak za zaStitu amino-grupe benzil-hlorformijatom

Benzil-terc-butilpropan-1,2-diilbiskarbamat (162e)

U rastvor mono-Boc-zasticenog 1,2-propandiamina (3,3 g, 18,94
CszNJVNHBO mmol) u DCM (100 mL) ukapa se benzil-hlorformijat (3,2 mL, 22,72

mmol) i EtsN (5,1 mL, 36,93 mmol). Reakciona smeSa se meSa na
sobnoj temperaturi 3 sata. Reakcija se prekida dodatkom vodenog rastvora amonijum-
hidroksida. Vodeni sloj se ekstahuje EtOAc (3 x 75 mL). Organski slojevi se suse iznad
anh. Na,SO,4. Nakon cedenja rastvara¢ se ukloni uparavanjem pod sniZenim pritiskom 1i
sirovi proizvod se prec€isti “dry-flash” hromatografijom: (SiO,, gradijent: heksan/EtOAc
= 9/1—5/5). Proizvod 162e dobija se u obliku belog amorfnog praha (4,67 g, 80%); TT
= 85-86 °C.
IR (ATR): 3356j, 2981sr, 2932sl, 2880sl, 1688j, 1537j, 1453sl, 1389sl, 1368sl, 1318sr,
1271sr, 1230sr, 1172sr, 1065s, 998sl, 915sl, 865sl, 779sl, 730sl, 695sl, 666sl cm™. 'H-
NMR (500 MHz, CDCls, 9): 7,40-7,28 (m, 5H, -Ph), 5,20-5,00 (m, 3H, -CH,Ph, -NH),
4,86 (8s, 1H, NH), 3,85-3,70 (m, 1H, CBzNHCH(CHs)-), 3,25-3,10 (m, 2H, -
CH>NHBoc), 1,42 (s, 9 H, -NHCOO-C(CHs)3), 1,15 (d, 3H, J = 6,7 Hz, -CHs). *C-
NMR (125 MHz, CDCl;, 3): 156,64; 156,20; 136,51; 128,48; 128,01; 79,54; 66,58;
48,14; 45,78; 28,31; 18,54. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 309,18088 ([M+H]", 100),
izracunato 309,18023 (greska: -2,11 ppm).

Benzil-terc-butilbutan-1,3-diilbiskarbamat (162f)

Prema opStem postupku za zastitu amino-grupe (162e), jedinjenje

[CszNJ\/\NHBOCJ 162f se dobija iz mono-Boc-zasti¢enog 1,3-butandiamina (488 mg,

2,6 mmol) pomocu benzil-hlorformijata (513 pL, 5,70 mmol) i
Et;N (1,08 mL, 7,8 mmol). Proizvod se dobija nakon precis¢avanja “dry-flash”
hromatografijom (SiO,, gradijent: heksan/EtOAc = 9/1—5/5) kao beli amorfni prah
(728 mg, 87%); TT = 88-89 °C.
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IR (ATR): 3354sr, 3040sl, 2976sr, 2938sl, 1745sr, 1688j, 1597sr, 1533j, 1475sr,
1388sl, 1368sl, 1331sl, 1257j, 1173sr, 1113sl, 1080sl, 1006sl, 947sl, 875sl, 814sl, 783sl,
756sr, 697sl, 647sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 7,40-7,30 (m, 5H, -Ph), 5,09
(s, 3H, -CH,Ph, -NH), 4,65 (8s, 1H, -NH), 3,90-3,75 (m, 1H, CBZNHCH(CHj3)-), 3,40-
3,25 (m, 1H, -CH,NHBoc), 3,05-2,90 (m, 1H, -CH,NHBoc), 1,75-1,60 (m, 1H, -
CH,CH,NHBoc) 1,55-1,35 (m, 10 H, -CH,CH,NHBoc, -NHCOO-C(CH3)3), 1,18 (d,
3H, J = 6,7 Hz, -CH;). "C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 156,17; 156,01; 136,45;
128,52; 128,01; 79,04; 66,64; 44.61; 37,63; 37,15; 28,40; 21,40. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 323,19590 ([M+H]", 100), izradunato 323,19653 (greska: -1,95 ppm).

Benzil-terc-butilpentan-1,4-diilbiskarbamat (162g)

[ J\/V J Prema opStem postupku za zastitu amino-grupe (162e), jedinjenje
NHBoc
CbzHN

162g se dobija iz mono-Boc-zasticenog 1,4-pentandiamina (2,02

g, 10 mmol) pomocu benzil-hlorformijata (3,12 ml, 22 mmol) i Et;N (4,16 mL, 30
mmol). Proizvod se dobija nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, gradijent:
heksan/EtOAc = 9/1—5/5) kao bezbojno viskozno ulje (2,3 g, 68%).

IR (ATR): 3320j, 2975sr, 2942sr, 2868sl, 1684j, 1541j, 1454sr, 1368sl, 1341sl, 1277,
1257j, 1170sr, 1108sl, 1085sl, 993sl, 859sl, 754sl, 730sl, 695s1 cm™. "H-NMR (500
MHz, CDCl, d): 7,35-7,20 (m, 5H, -Ph), 5,01 (s, 1H, -CH,Ph), 4,51 (8s, 1H, -NH),
3,70-3,55 (m, 1H, CBzZNHCH(CH3)-), 3,10-2,90 (m, 2H, -CH,NHBoc), 1,50-1,30 (m,
13H, CBzNHCH(CH3)CH,-, CBzZNHCH(CH3)CH,CH>-, -NHCOO-C(CHs)3), 1,07 (d,
3H, J = 6,4 Hz, -CH;). "C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 155,98; 155,72; 136,59;
128,50; 128,07; 126,96; 66,52; 46,92; 40,37; 34,32; 28,39, 26,68; 21,24. (+)ESI-HRMS
(m/z (%)): 337,21241 ([M+H]", 100), izra¢unato 337,21218 (greska: +0,68 ppm).

Benzil-(2-amino-1-metiletil) karbamat (163e)

Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zaStitne grupe (98a),
CbZH“’)VNH jedinjenje 163e se dobija iz 162e (1,8 g, 5,82 mmol). Proizvod se
izoluje “dry-flash” hromatografijom: (SiO,, gradijent: DCM/(NHj zas.) = 95/5—8/2)
kao bezbojno ulje (1,1 g, 91%).
IR (ATR): 3312sr, 3033sl, 2968sr, 1703, 1534j, 1454sr, 1377sl, 1337sl, 1253j, 1095sr,
1049sr, 914sl, 747sr, 699sr cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 7,45-7,25 (m, 5H, -
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Ph), 520-5,05 (m, 2H, -CH,Ph), 497 (Ss, 1H, -NH), 3,80-3,65 (m, IH,
CBzNHCH(CHs)-), 2,80-2,70 (m, 1H, -CH,NH>»), 2,70-2,60 (m, 1H, -CH,NH>), 1,28 (s,
2 H, -NH,), 1,13 (d, 3H, J = 6,9 Hz, -CH;). “C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 156,12;
136,56; 128,48; 128,04; 66,54; 49,13; 47,26; 18,40. (+)ESI-HRMS (m/z (%)):
209,12811 ([M+H]", 100), izra¢unato 209,12845 (greska: -1,63 ppm).

Benzil-(3-amino-1-metilpropil)karbamat (163f)

J\A Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zaStitne grupe (98a),

jedinjenje 163f se dobija iz 162f (6,6 g, 20,6 mmol). Proizvod se
izoluje nakon “dry-flash” hromatografije (SiO,, gradijent: DCM/(NH3; zas.) =
95/5—8/2) kao bezbojna pena (4,4 g, 96%) koja omekSava na 88-90 °C.
IR (ATR): 3329sr, 3034sl, 2967sr, 2936sr, 1537j, 1454sr, 1338sl, 1260j, 1098sr,
1056sr, 910sl, 744sl, 698sl cm™. 'H-NMR (500 MHz, CDCls, 9): 7,40-7,25 (m, 5H, -
Ph), 5,15-5,05 (m, 3H, -CH,Ph, -NH), 3,95-3,80 (m, 1H, CBZNHCH(CH3)-), 2,85-2,70
(m, 2H, -CH,NH»), 1,65-1,55 (m, 1H, -CH,CH,NH>), 1,55-1,45 (m, 1H, -CH,CH,;NH>),
1,26 (s, 2H, -NH>), 1,17 (d, 3H, J = 6,6 Hz, -CH;). *C-NMR (125 MHz, CDCls, §):
155,95; 136,65; 128,46; 128,01; 66,44; 45,14; 40,39; 38,70; 21,33. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 223,14348 ([M+H]", 100), izratunato 223,14410 (greska: -2,82 ppm).

Benzil-(4-amino-1-metilbutil)karbamat (163g)

[CbZHNJ\NNHz]

Prema opsStem postupku za deprotekciju Boc zaStitne grupe (98a),

jedinjenje 163g se dobija iz 162g (2,2 g, 6,5 mmol). Proizvod se

izoluje nakon “dry-flash” hromatografije (SiO,, gradijent: DCM/(NH;3 zas.) =
95/5—8/2) kao bezbojno viskozno ulje (1,2 g, 78%).

IR (ATR): 3335j, 3058sl, 3035sl, 2986sl, 2934sr, 2164sl, 1690j, 1566sr, 1537j, 1463sr,
1426sl, 1386sl, 1326sr, 1261j, 1120sl, 1076sr, 1024sl, 970sl, 912sl, 876sl, 844sl, 822sl,
781sl, 751sl, 732sl, 698sl, 643sl cm’!., 'TH-NMR (500 MHz, CDCls, 6): 7,45-7,20 (m,
SH, -Ph), 5,08 (s, 1H, -CH,Ph), 4,72 (8s, 1H, -NH), 3,80-3,65 (m, 1H,
CBzNHCH(CH3)-), 2,80-2,60 (m, 2H, -CH,NH;), 1,60-1,35 (m, 6H, -NH,
CBzNHCH(CH3)CH,-, CBzZNHCH(CH3)CH,CH>-), 1,15 (d, 3H, J = 6,7 Hz, -CHj3).
BC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 155,78; 136,65; 128,49; 128,05; 66,47; 46,97; 41,92;
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34,42; 29,88; 21,18. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 237,15860 ([M+H]", 100), izradunato
237,15975 (greska: -4,87 ppm).

Benzil-{2-[(1-adamantilmetil)amino]-1-metiletil} karbamat (164e)

— ﬁ Prema opstem postupku za dobijanje amina 110a reduktivnim
NH
Tﬁ J aminovanjem, jedinjenje 164e se dobija iz mono-Cbz-zasti¢enog

diamina 163e (2,8 g, 13,4 mmol) i adamantan-1-karbaldehida (2 g, 12,18 mmol),
pomocu Ti(O'Pr)s (5,4 mL, 18,12 mmol) i NaBH, (685 mg, 18,12 mmol). Proizvod se
izoluje nakon “dry-flash” hromatografije: (SiO,, gradijent: DCM/(NH3 zas.) = 9/1—7/3)
kao bezbojno viskozno ulje (4,1 g, 95%).

IR (ATR): 3332sr, 3089sl, 3063sl, 3033sl, 2965sl, 2901j, 2845j, 2676sl, 1703j, 1532sr,
1501sr, 1452sr, 1403sl, 1372sl, 1341sl, 1311sl, 1241sr, 1156sl, 1069sr, 1026sl, 774sl,
737sl, 698sl, 646sl, 604sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 7,40-7,25 (m, 5H, -Ph),
5,15-5,05 (m, 3H, -CH,Ph, -NH), 3,85-3,70 (m, 1H, CBzZNHCH(CH3)-), 2,65-2,55 (m,
2H, -CH,NHCH,Ad), 2,30-2,15 (m, 2H, -CH,Ad), 1,95 (s, 3H, Ad), 1,75-1,55 (m, 6H,
Ad), 1,54-1,40 (m, 6H, Ad), 1,15 (d, 3H, J = 6,6 Hz, -CHs). *C-NMR (125 MHz,
CDCl3, 6): 156,15; 136,76; 128,48; 128,00; 66,43; 62,68; 55,63; 46,52; 40,80; 37,22,
35,56; 28,45; 19,13. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 357,25278 ([M+H]", 100), izradunato
357,25365 (greska: -2,44 ppm).

Benzil-{3-[(1-adamantilmetil)amino]-1-metilpropil} karbamat (164f)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 110a reduktivnim
/@ aminovanjem, jedinjenje 164f se dobija iz mono-Cbz-

{BZCHN\(\/NH
zaSticenog diamina 163f (1,54 g, 6,9 mmol) i adamantan-1-
karbaldehida (948 mg, 5,8 mmol) pomocu Ti(OiPr)4 (2,6 mL, 8,66 mmol) i NaBH, (685

mg, 18,12 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije (SiO,,
gradijent: DCM/(NH3 zas.) = 9/1—7/3) kao bezbojno viskozno ulje (1,5 g, 73%).

IR (ATR): 3319sl, 3063sl, 3032sl, 2901j, 2845j, 2677sl, 1707j, 1528sr, 1451sr, 1375sl,
1343sl, 1254sr, 1154sl, 1088sr, 1030sl, 979sl, 775sl, 736sl, 697sl cm™. "TH-NMR (500
MHz, CDCls, 9): 7,40-7,25 (m, 5H, -Ph), 6,44 (Ss, 1H, -NH), 5,15-5,00 (m, 2H, -
CH,Ph), 3,90-3,75 (m, 1H, CBzNHCH(CHj3)-), 2,80-2,70 (m, 1H, -CH,NHCH,Ad),
2,70-2,60 (m, 1H, -CH,NHCH,Ad), 2,23 (ABq, H4, J = 11,3 Hz, -CH»Ad), 2,20 (ABq,
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Hg, J = 11,3 Hz, -CH>Ad), 1,92 (s, 3H, Ad), 1,80-1,55 (m, 7H, -CH,CH,NHCH,Ad,
Ad), 1,55-1,40 (m, 7H, -CH,CH,NHCH,Ad, Ad), 1,19 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CHs). “C-
NMR (125 MHz, CDCls, 8): 156,06; 136,90; 128,37; 127,81; 66,20; 62,90; 47,23;
46,56; 40,88; 37,16; 35,36; 33,25; 28,41; 20,82. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 371,26950
([IM+H]", 100), izradunato 371,26930 (greska: +0,52 ppm).

Benzil-{4-[(1-adamantilmetil)amino]-1-metilbutil} karbamat (164g)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 110a

EZCHN\(\ANHﬁ) reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 164g se dobija iz
mono-Cbz-zasticenog diamina 163g (1,28 g, 5,42 mmol) i

adamantan-1-karbaldehida (780 mg, 4,75 mmol) pomocu Ti(OiPr)4 (2,1 mL, 7,12 mmol)

1 NaBH4 (269 mg, 7,12 mmol). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije
(S10,, gradijent: DCM/(NH3 zas.) = 9/1—7/3) kao bezbojno ulje (1,26 g, 69%).

IR (ATR): 3320sl, 3033sl, 2902, 2846, 1703j, 1533sr, 1452sr, 1342sl, 1252sr, 1090sr,
911sl, 733sr, 697sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 7,40-7,20 (m, 5H, -Ph), 5,15-
5,00 (m, 3H, -CH,Ph, -NH), 3,80-3,60 (m, 1H, CBZNHCH(CHj3)-), 2,65-2,50 (m, 2H, -
CH,NHCHAd), 2,21 (s, 2H, -CH»Ad), 1,94 (s, 3H, Ad), 1,78-1,58 (m, 6H, Ad), 1,58-
1,40 (m, 10H, CBzZNHCH(CH3)CH»-, CBZNHCH(CH3)CH,CH>-, Ad), 1,14 (d, 3H, J =
6,4 Hz, -CH;). "C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 155,84; 136,72; 128,44; 128,06;
127,96; 66,38; 62,87; 50,58; 47,02; 40,89; 37,18; 34,54; 33,28; 28,43; 26,09; 21,12.
(H)ESI-HRMS (m/z (%)): 385,28474 ([M+H]", 100), izradunato 385,28495 (greska: -
0,56 ppm).

Benzil-(2-{|2-(1-adamantil)etillJamino}-1-metiletil)karbamat (165e¢)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 110a, jedinjenje

165e se dobija iz mono-Cbz-zasti¢enog diamina 165e (1,20 g,

5,76 mmol) i adamantil-1-acetaldehida (890 mg, 5,00 mmol)
pomoéu Ti(OPr); (2,6 mL, 8,64 mmol) i NaBH, (327 mg, 8,64 mmol). Proizvod se
izoluje nakon “dry-flash” hromatografije (SiO,, gradijent: DCM/(NHj3 zas.) = 9/1—7/3)
kao bezbojno viskozno ulje (1,38 g, 55%).

IR (ATR): 3325sr, 2903j, 2846j, 1716, 1535sr, 1453sr, 1348sl, 1254sr, 1084sl, 736sl,
692sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 7,40-7,25 (m, 5H, -Ph), 5,22-5,05 (m, 3H, -
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NH, -CH,Ph), 3,90-3,75 (m, 1H, CBzNHCH(CHs)-), 2,70-2,64 (m, 2H, -
CH,NHCH,CH,Ad), 2,64-2,50 (m, 2H, -CH,CH,Ad), 1,93 (s, 3H, Ad), 1,75-1,55 (m,
6H, Ad), 1,53-1,42 (m, 6 H, Ad), 1,30-1,20 (m, 2H, -CH,Ad), 1,16 (d, 3H, J= 6,4 Hz, -
CH3). C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 156,08; 136,62; 128,46; 128,00; 66,49; 54,80;
46,55; 44,39; 44,20; 42,58; 37,09; 31,81; 28,62; 19,09. (+)ESI-HRMS (m/z (%)):
371,26930 ([M+H]", 100), izra¢unato 371,26897 (greska: -0,91 ppm).

Benzil-(3-{|2-(1-adamantil)etil]amino}-1-metilpropil)karbamat (165f)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 110a,
BZCHNJ\/\NH/\/@‘I

jedinjenje 165f se dobija iz mono-Cbz-zasti¢enog diamina

163f (1,47 g, 6,63 mmol) i adamantil-1-acetaldehida (1,07

mg, 6,05 mmol) pomocu Ti(OPr)4 (2,7 mL, 9,03 mmol) i NaBH, (343 mg, 9,03 mmol).
Prizvod je izolovan nakon “dry-flash” hromatografije (SiO,, gradijent: DCM/(NHj zas.)
=9/1—-7/3) kao bezbojno viskozno ulje (1,7 g, 74%).
IR (ATR): 3181sl, 2964sl, 2902j, 2846j, 1712j, 1559sr, 1449sr, 1370sl, 1260sr, 1095sr,
105551, 1024sl, 839sl, 768sl, 737sl, 695sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 7,45-
7,25 (m, 5H, -Ph), 5,46 (8s, 1H, -NH) 5,15-5,05 (m, 2H, -CH,Ph), 3,90-3,75 (m, 1H,
CBzNHCH(CHj3)-), 2,76-2,67 (m, 1H, -CH,NHCH,CH,Ad), 2,67-2,60 (m, 1H, -
CH,NHCH,CH,Ad), 2,60-2,50 (m, 2H, NHCH,CH,Ad), 1,93 (s, 3H, Ad), 1,75-1,57
(m, 6H, Ad), 1,58-1,30 (m, 8H, CBzZNHCH(CH3)CH,, Ad), 1,30-1,20 (m, 2H, -CH,Ad),
1,18 (d, 3H, J = 6,6 Hz, -CH3). “C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 155,94; 136,77;
128,43; 127,93; 66,32; 46,62; 45,96; 44,65; 44,28; 42,59; 37,11, 36,67; 31,80; 28,64;
21,20. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 385,28474 ([M+H]', 100), izraunato 385,28495
(greska: -0,56 ppm).

Benzil-(4-{|2-(1-adamantil)etil]amino}-1-metilbutil)karbamat (165g)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 110a,
EZCHNY\/\NH\/@J jedinjene 165g se dobija iz mono-Cbz-zasticenog diamina
—  163g (1,58 g, 6,68 mmol) i adamantil-1-acetaldehida (993
mg, 5,57 mmol) pomocu Ti(OPr)4 (2,5 mL, 8,35 mmol) i NaBH, (316 mg, 8,35 mmol).

Proizvod se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije (SiO,, gradijent: DCM/(NHj3 zas.)
=9/1—-7/3) kao bezbojno viskozno ulje (1,7 g, 77%).
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IR (ATR): 3312sl, 3031sl, 2898], 2844j, 1696j, 1530j, 1449j, 1376sl, 1344sl, 1249j,
1182j, 1087sr, 1063sr, 1028sl, 813sl, 774sl, 735sr, 696j, 679sl, 621sl, 596sl, 541sl,
532sl, 525s1 cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 7,45-7,20 (m, 5H, -Ph), 5,20-5,05 (s,
2H, -CH,Ph), 5,00 (s, 1H, -NH), 3,80-3,65 (m, 1H, CBZNHCH(CHj3)-), 2,65-2,50 (m,
4H, -CH,NHCH,CH,Ad, -CH,CH,Ad), 1,92 (s, 3H, Ad), 1,75-1,65 (m, 7H, Ad, -NH),
1,55-1,40 (m, 10H, CBZNHCH(CH;)CH,-, CBZNHCH(CH3)CH,CH,-, Ad), 1,35-1,20
(m, 2H, -CH,CH>Ad), 1,14 (d, 3H, J = 6,7 Hz, -CH3). *C-NMR (125 MHz, CDCl;, §):
136,69; 128,46; 127,99; 66,40; 49,78; 46,92; 44,44; 44.22; 42,58; 37,12; 34,77; 31,81;
28,64; 26,19; 21,09. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 399,29961 ([M+H]", 100), izra¢unato
399,30060 (greska: -2,49 ppm).

Opsti postupak za deprotekciju CBz zastitne grupe

Nl-(l-Adamantilmetil)propan-l,2-diamin (166e¢)

[ )y ] U rastvor Cbz-zastiéenog amina 164e (1,5 g, 4,2 mmol) u MeOH
NH

(80 mL) doda se 10% Pd(C) (150 mg, 10% mw). Reakciona

smesa se mesa u Parr-ovoj boci u atmosferi H, na pritisku od 25 psi, tokom 4 sata na
sobnoj temperaturi. Po zavrSetku hidrogenizacije reakciona smesa se procedi i filtrat
koncentruje destilacijom pod snizenim pritiskom. Amin 166e se izoluje nakon “dry-
flash” hromatografije (SiO,, gradijent: EtOAc/[MeOH/(NH; zas.) = 9/1] = 9/1—-8/2)
kao bezbojno ulje (823 mg, 88%).

IR (ATR): 3346sl, 2901j, 2845j, 2676sl, 1583sl, 1451sr, 1368sl, 1345sl, 1312sl, 1153sl,
1100s1, 1052sl, 883sl, 829sl, 768sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 3,05-2,90 (m,
1H, NH,CH(CHj)-), 2,65-2,50 (m, 1H, -CH,NHCH,Ad) 2,40-2,15 (m, 3H, -
CH,NHCH,Ad, -CH,Ad), 1,96 (s, 3H, Ad), 1,75-1,60 (m, 8H, -NH>, Ad), 1,55-1,45 (m,
6H, Ad), 1,05 (d, 3H, J = 6,2 Hz, -CH3). *C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 62,79; 59,06;
46,25, 40,86; 37,22; 33,49; 28.44; 21,71. (+H)ESI-HRMS (m/z (%)): 223,21688
([IM+H]", 100), izradunato 223,21596 (greska: -4,11 ppm).
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Nl-(1-Adamantilmetil)butan-1,3-diamin (166f1)

Prema opStem prostupku za deprotekciju CBz zaStitne grupe
{HZNYVNH/@l (166€), jedinjenje 166f se dobija hidrogenizacijom zasti¢enog

amina 164f (1,4 g, 3,9 mmol) u prisustvu 10% Pd(C) (140 mg).

Proizvod se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije (SiO,, gradijent:
EtOAc/[MeOH/(NH; zas.) = 9/1]= 9/1—8/2) kao bela amorfna supstanca (724 mg,
78%); TT: 108-110 °C.

IR (ATR): 3284sl, 2902j, 2845j, 2659sl, 2574sl, 1663sl, 1633sl, 1520sr, 1470sr, 1452sl,
1425sl, 1405sr, 1366sl, 1344sl, 1311sr, 1268sl, 1152sl, 1101sl, 1033sl, 948sl, 878sl,
810sl, 764sl, 641sl, 593sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 3,05-2,95 (m, 1H,
NH,CH(CHj3)-), 2,75-2,60 (m, 2H, -CH,NHCH,Ad), 2,25 (ABq, Hy, J = 11,4 Hz, -
CH>Ad), 2,23 (ABq, Hp, J = 11,4 Hz, -CH,Ad), 1,96 (s, 3H, Ad), 1,75-1,60 (m, 6H,
Ad), 1,60-1,40 (m, 10H, NH,CH(CH3)CH,-, -NH>, Ad), 1,08 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CHj3).
BC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 63,18; 48,77; 46,07; 40,95; 39,70; 37,23; 33,32;
28,47; 2448. (HESI-HRMS (m/z (%)): 237,23236 ([M+H]’, 100), izradunato
237,23253 (greska: -0,71 ppm).

Nl-(l-Adamantilmetil)pentan-1,4-diamin (166g)

Prema opStem prostupku za deprotekciju CBz zaStitne grupe

HzNw/\/\NHﬁ (166e), jedinjenje 166g se dobija hidrogenizacijom zastiCenog
amina 164g (650 mg, 1,69 mmol) u prisustvu 10% Pd(C) (65

mg). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije (SiO,, gradijent: DCM/(NHj3
zas.) = 95/5—8/2) kao bezbojno viskozno ulje (389 mg, 92%). IR (ATR): 2902;, 2846,
1582sl, 1452sr, 1367sl, 1315sl, 1154sl, 1118sl, 810sl, 753sr cm™. "H-NMR (500 MHz,
CDCls, 9): 2,95-2,80 (m, 1H, NH,CH(CHj3)-), 2,65-2,50 (m, 2H, -CH,NHCH,Ad), 2,24
(s, 2H, -CH>Ad), 1,96 (s, 3H, Ad), 1,75-1,60 (m, 6H, Ad), 1,60-1,40 (m, 8H,
NH,CH(CH3)CH,CH,;-, Ad), 1,40-1,25 (m, 2H, NH,CH(CH3)CH,-), 1,07 (d, 3H, J =
6,4 Hz, -CH;). *C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 62,95; 51,11; 46,92; 40,95; 37,86;
37,21; 33,31; 28,46; 26,82; 24,00. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 251,24854 ((M+H]", 100),
izracunato 251,24818 (greska: +1,45 ppm).
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Nl-[2-(1-Adamantil)etil]propan-l,Z-diamin (167¢)

Prema opStem prostupku za deprotekciju CBz zaStitne grupe

HZNY\NH\/@ (166e), jedinjenje 167e se dobija hidrogenizacijom zaStiCenog
amina 165e (1,15 g, 3,1 mmol) u prisustvu 10% Pd(C) (115

mg). Proizvod je izolovan nakon “dry-flash” hromatografije (SiO,, gradijent:
DCM/(NH3; zas.) = 95/5—8/2) kao bezbojno viskozno ulje (594 mg, 81%). IR (ATR):
3286sl, 2902j, 2845j, 1575sl, 1450sr, 1374sl, 1318sl, 1105sl, 814sl cm™. "H-NMR (500
MHz, CDCls;, §): 3,00-2,90 (m, 1H, NH,CH(CHs)-), 2,70-2,50 (m, 3H, -
CH,NHCH,CH,Ad, -CH,CH,Ad), 2,45-2,30 (m, 1H, -CH,NHCH,CH,Ad), 1,93 (s, 3H,
Ad), 1,80-1,60 (m, 6H, Ad), 1,60-1,40 (m, 8H, -NH,, Ad), 1,35-1,20 (m, 2H, -CH,Ad),
1,06 (d, 3H, J = 6,3 Hz, -CHs). “C-NMR (125 MHz, CDCl;, 8): 58,56; 46,56; 44,68;
4438, 42,64; 37,14; 31,84; 28,66; 22,12. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 237,23155
([IM+H]", 100), izradunato 237,23253 (greska: -4,09 ppm).

Nl-[2-(1-Adamantil)etil]butan-1,3-diamin (1671

Prema opStem prostupku za deprotekciju CBz zastitne grupe
(166e), jedinjenje 167f se dobija hidrogenizacijom zasti¢enog
amina 165f (1,3 g, 3,4 mmol) u prisustvu 10% Pd(C) (130 mg).

Proizvod se izoluje nakon “dry-flash™ hromatografije (SiO,, gradijent: DCM/(NHj3 zas.)
= 95/5—8/2) kao bezbojna pena (728 mg, 86%); TT = 55-57 °C.

IR (ATR): 3334sr, 3307sr, 3275sr, 3190sr, 2966sl, 2902j, 2845j, 2657sl, 1609sl,
1449sr, 1385sl, 1343sl, 1316sl, 1155sl, 1119sr, 1021sl, 985sl, 945sl, 878sl, 812sl, 775sl,
687sl, 477sl, 440sl cm”. 'H-NMR (500 MHz, CDCls;, &): 3,05-2,90 (m, IH,
NH,CH(CHj3)-), 2,70-2,64 (m, 2H, NH,CH(CH;3)CH,CH>-), 2,63-2,55 (m, 2H, -
CH,CH,Ad), 1,93 (m, 3H, Ad), 1,75-1,60 (m, 6H, Ad), 1,60-1,40 (m, 8H,
NH,CH(CH3)CH»-, Ad), 1,40-1,30 (m, 2H -NH>), 1,30-1,20 (m, 2H, -CH»Ad), 1,08 (d,
3H, J = 6,2 Hz, -CH3). "C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 47,73; 45,71; 44,76; 44,47,
42,63; 40,21; 37,14; 31,83; 28,65; 24,50. (H)ESI-HRMS (m/z (%)): 251,24756
([IM+H]", 100), izradunato 251,24818 (greska: -2,46 ppm).
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Nl-[2-(1-Adamantil)etil]pentan-1,4-diamin (167g)

Prema opStem prostupku za deprotekciju CBz zastitne grupe
HZNT/\/\NH (166e), jedinjenje 167g se dobija hidrogenizacijom zasti¢enog
amina 165¢g (1,2 g, 3,0 mmol) u prisustvu 10% Pd(C) (120

mg). Proizvod se izoluje nakon “dry-flash” hromatografije (SiO,, gradijent: DCM/(NHj3
zas.) = 95/5—8/2) kao bezbojna pena (669 mg, 84%); TT: 80-81 °C.

IR (ATR): 3280sl, 2902j, 2845j, 2675sl, 1639sl, 1572sl, 1450sr, 1374sl, 1316sl, 1295sl,
1118sl, 815sl, 744sl cm”. 'H-NMR (500 MHz, CDCl;, §): 2,95-2,85 (m, 1H,
NH,CH(CHj3)-), 2,70-2,60 (m, 4H, -CH,NHCH,CH,Ad, -CH,CH,Ad), 1,93 (m, 3H,
Ad), 1,75-1,60 (m, ©6H, Ad), 1,60-1,30 (m, 10H, NH,CH(CH3)CH>-,
NH,CH(CH3)CH,CH>-, Ad), 1,30-1,20 (m, 2H, -CH,CH,Ad), 1,15 (d, 3H, J = 6,7 Hz, -
CH3). BC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 50,31; 46,88; 44,73; 44,30; 42,64; 37,94; 37,15;
31,84; 28,67; 27,10; 24,01. (t)ESI-HRMS (m/z (%)): 265,26374 ([M+H]", 100),
izracunato 265,26383 (greska: -0,33 ppm).

Nl-(1-Adamantilmetil)-Nz-(7—hlor-3-ﬂuorhinolin-4-il)pr0pan-1,2-diamin (168e)
U mikrotalasnoj kiveti pomeSaju se 3-fluoro-4-jod-7-
HNJV NH/@ hlorhinolin 153 (148 mg, 0,48 mmol) i amin 166e (120 mg,
F
X

O\)j 0,51 mmol) u PrOH. Rastvor se deaeriSe, kiveta se ispuni
Cl N

argonom 1 izlozi dejstvu mikrotalasa u Biotage Initiator 2.5

uredaju tokom 4 sata na 180 °C. Jedinjenje 168e se izoluje nakon viSestruke
hromatografije: “dry-flash” (SiO; eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) i “flash*
hromatografije (Biotage SP1 NH kolonan, eluent: heksan/EtOAc = 7/3 i RP kolona,
eluent: MeOH/H,O = 85/15 ) kao bezbojna pena (13 mg, 6,7%).

IR (ATR): 3331sr, 3070sl, 2903j, 2846j, 2675sl, 1736sl, 1598j, 1572, 1521sr, 1477sl,
1449sr, 1417sr, 1380sr, 1344sr, 1315sl, 1260sr, 1192sl, 1146sl, 1078sr, 1001sl, 927sr,
901sl, 879sl, 811sr, 761sr, 738sl, 539sl cm™. Amax(€) = 334 (7180) nm. "H-NMR (500
MHz, CDCls, 6): 8,51 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(2)), 7,95 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)),
7,79 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,38 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 5,83 (d,
1H, J = 6,5 Hz, -NH), 4,25-4,05 (m, 1H, ArNHCH(CHs)-), 2,90-2,75 (m, 2H, -
CH,NHCHAd), 2,39 (ABq, H4, J = 11,5 Hz, -CH,Ad), 2,26 (ABq, Hp, J = 11,5 Hz, -
CH,Ad), 1,99 (s, 3H, Ad), 1,80-1,60 (m, 6H, Ad), 1,60-1,50 (m, 7H, Ad, -NH), 1,28 (d,

252



4. EKSPERIMENTALNI DEO

3H, J = 6,5 Hz, -CH3). “C-NMR (125 MHz, CDCl;, 8): 146,62 (C(8a)); 143,46 (d, J =
239,0 Hz, C(3)); 142,40 (d, J = 27,1 Hz, C(2)); 135,93 (d, J = 5,9 Hz, C(4)); 133,92 (d,
J=2,3Hz, C(7)); 128,88 (C(8)); 125,88 (C(6)); 121,95 (d, J = 5,4 Hz, C(5)); 119,71 (d,
J=15,4 Hz, C(4a)); 62,98; 55,68; 49,81 (d, J = 7,7 Hz, AINHCH(CHj3)-); 40,94; 37,21;
33,72; 28,43; 20,15 (d, J = 3,6 Hz, ArNHCH(CHs)-). (+)ESI-HRMS (m/z (%)):
402,21082 ([M+H]", 100), izradunato 402,21068 (greska: +0,35 ppm). Mikroanaliza za
(C23H29CIFN3): izracunato C 68,73; H 7,27; N 10,45; nadeno C 68,39; H 7,23; N 10,44.

HPLC cistoca (A = 330 nm) metoda A: RT 8,000 min., povrSina 97,70%; metoda B: RT
10,703 min., povrsina 95,13%.

N'-(1-Adamantilmetil)-N*~(7-hlor-3-fluorhinolin-4-il)butan-1,3-diamin (168f)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 158 paladijum

HN)\ANHE katalizovanim aminovanjem hinolina, jedinjenje 168f se
@\)\j : dobija iz 3-fluor-4-jod-3-hlorhinolina 156 (159,64 mg, 0,52
< § mmol) i amina 166f (135 mg, 0,57 mmol) pomocu

Pd(OAc): (5,2 mg, 0,023 mmol), SPhos (18,88 mg, 0,046 mmol) i K;PO4 (303 mg, 1,43

mmol). Reakcija je prekinuta posle 24 sati meSanja na 85 °C. Proizvod 168f se dobija
nakon preciS€avanja viSestrukom hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, gradijent:
DCM/(NH;3 zas.) = 95/5—8/2) 1 “flash” hromatografijom (Biotage SP1: NH kolona,
eluent: heksan/EtOAc = 7/3; RP kolona, eluent: MeOH/H,O = 8/2) kao bezbojna pena
(101,7 mg, 47%).

IR (ATR): 3280sr, 3070sl, 2902j, 28467, 2674sl, 1596j, 1572j, 1540sr, 1486sl, 1450sr,
1422sr, 1380sr, 1346sr, 1295s], 1262sr, 1191sr, 1148sr, 1115sr, 1078sr, 983sl, 927sr,
902sl, 879sr, 813sr, 761sl, 737sr, 656sl, 539sl, 426sl em’! Amax(€) = 250 (15462), 337
(9685) nm. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8,48 (d, 1H, J = 5,8 Hz, H-C(2)), 7,92 (d,
1H, J = 1,6 Hz, H-C(8)), 7,86 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,35-7,20 (m, 1H, H-C(6)),
6,63 (d, 1H, J= 4,6 Hz, -NH), 4,40-4,25 (m, 1H, AcNHCH(CHs)-), 3,00-2,85 (m, 1H, -
CH,NHCH,Ad), 2,85-2,70 (m, 1H, -CH,NHCH,Ad), 2,30 (s, 2H, -CH,Ad), 2,05-1,90
(m, 4H, Ad, AINHCH(CH3)CH,-), 1,90-1,60 (m, 8H, AINHCH(CH3)CH,-, Ad, -NH),
1,60-1,50 (m, 6H, Ad), 1,30 (d, 3H, J = 6,2 Hz, -CHs). *C-NMR (125 MHz, CDCl;, §):
146,60 (C(8a)); 143,19 (d, J = 240,0 Hz, C(3)); 142,46 (d, J = 27,5 Hz, C(2)); 136,12
(d, J=5,4 Hz, C(4)); 133,76 (d, J= 7,2 Hz, C(7)); 128,63 (C(8)); 125,37 (C(6)); 122,94
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(d, J = 5,0 Hz, C(5)); 119,64 (d, J = 6,2 Hz, C(4a)); 50,58 (d, J = 8,6 Hz,
ArNHCH(CHa»)-); 47,52; 41,05; 37,08; 35,75; 33,30; 28,36; 21,60. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 416,22602 ([M+H]", 100), izradunato 416,22633 (greska: -0,75 ppm).
Mikroanaliza za (C,4H3,CIFN3 x 2/3H,0): izraCunato C 67,35; H 7,61; N 9,82; nadeno
C67,17,H 7,47, N 9,74.

HPLC cistoc¢a (A = 330 nm) metoda A: RT 8,589 min., povrsina 97,89%; metoda B: RT
11,009 min., povrsina 97,73%.

N'-(1-Adamantilmetil)-V* -(7-hlor-3-fluorhinolin-4-il)pentan-1,4-diamin (168g)
Prema opStem postupku za dobijanje amina 158
HNJ\/\/NH\/@ paladijum katalizovanim aminovanjem hinolina,
N F

m jedinjenje  168g dobija se iz 3-fluor-4-jod-3-
Cl N

hlorhinolina 156 (105 mg, 0,34 mmol) i amina 166g (94
mg, 0,38 mmol) pomoc¢u Pd(OAc), (3,0 mg, 0,014 mmol), DPEphos (14,65 mg, 0,027

mmol) i K3PO4 (180 mg, 0,85 mmol). Reakcija je prekinuta posle 17 sati meSanja na 85
°C u inertnoj atmosferi Ar. Proizvod se dobija nakon pre¢iS¢avanja viSestrukom
hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, gradijent: DCM/(NHj; zas.) = 95/5—7/3) i “flash”
hromatografijom (Biotage SP1: NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 7/3; RP kolona,
gradijent: MeOH/H,0 = 8/2—9/1) kao bezbojna pena (74 mg, 49%).

IR (ATR): 3301sr, 2902j, 2846j, 1596sr, 1573j, 1536sl, 1450sr, 1418sr, 1381sr, 1351sr,
1296sl, 1264sr, 1202sl, 1147sr, 928sl, 878sl, 814sr, 761sl, 738sr, 657sl, 541sl em™.
Amax(€) = 252 (18402), 335 (11598) nm. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8,50 (d, 1H, J
= 5,5 Hz, H-C(2)), 7,95 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,74 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)),
7,36 (dd, 1H, J = 1,5 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 4,59 (d, 1H, J = 8,0 Hz, -NH), 4,20-4,05
(m, 1H, ArNHCH(CHj3)-), 2,70-2,55 (m, 2H, -CH,NHCH,Ad), 2,21 (s, 2H, -CH,Ad),
1,96 (s, 3H, Ad), 1,80-1,55 (m, 11H, Ad, ArNHCH(CH;3)CH,-,
ArNHCH(CH3)CH,CH>-, -NH), 1,55-1,45 (m, 6H, Ad), 1,30 (d, 3H, J = 6,5 Hz, -CHj3).
BC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 146,51 (C(8a)); 143,23 (d, J = 242,8 Hz, C(3)); 142,37
(d, J = 27,5 Hz, C(2)); 135,65 (d, J = 5,4 Hz, C(4)); 133,90 (d, J = 2,3 Hz, (C(7));
128,88 (C(8)); 125,87 (C(6)); 121,75 (d, J = 4,9 Hz, C(5)); 119,26 (d, J = 5,0 Hz,
C(4a)); 62,72; 51,27 (d, J = 9,0 Hz, ArNHCH(CHj3)-); 50,35; 40,90; 37,13; 35,53;
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33,27; 28,37; 26,19; 22,19. (+1)ESI-HRMS (m/z (%)): 430,24165 ([M+H]", 100),
izracunato 430,24198 (greska: -0,76 ppm).

HPLC c¢istoc¢a (A = 330 nm) metoda A: RT 8,579 min., povrSina 98,70%; metoda B: RT
9,680 min., povrSina 98,15%.

N'-[2-(1-Adamantil)etil]-V’~(7-hlor-3-fluorhinolin-4-il)butan-1,3-diamin (169f)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 158
HNJ\/\NH\/@ paladijum katalizovanim aminovanjem hinolina,
m g jedinjenje 169f dobija se iz 3-fluor-4-jod-3-hlorhinolina
4 N 156 (137 mg, 0,45 mmol) i amina 167f (123 mg, 0,49

mmol) pomoc¢u Pd(OAc), (4,0 mg, 0,018 mmol), DPEphos (19,39 mg, 0,036 mmol) i

K5POy4 (239 mg, 1,13 mmol). Reakcija je prekinuta posle 19 sati meSanja na 85 °C u
inertnoj atmosferi Ar. Proizvod se dobija nakon precis¢avanja viSestrukom
hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, gradijent: DCM/(NHj zas.)= 95/5—8/2) i “flash”
(Biotage SP1 NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 7/3; RP kolona, eluent: MeOH/H,0O
= 8/2) kao bezbojno viskozno ulje (46 mg, 24%).

IR (ATR): 3283sr, 2974sl, 2906j, 2848j, 2779sl, 2696sl, 2448sl, 1570j, 1493sl, 1451sl,
1416sl, 1380sr, 1346sr, 1265sl, 1194sl, 1131sr, 1075sl, 1014sl, 937sr, 817sr, 767sr,
727sr, 638s]l cm™. Amax(€) = 250 (13796), 331 (8004) nm. "H-NMR (500 MHz, CDCl,
d): 8,46 (d, 1H, J = 6,0 Hz, H-C(2)), 7,91 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,84 (d, 1H, J =
9,5 Hz, H-C(5)), 7,48 (3s, 1H, -NH), 7,31 (dd, 1H, J= 1,5 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 4,35
(8s, 1H, ArNHCH(CHs3)-), 3,05-2,95 (m, 1H, -CH,NHCH,CH,Ad), 2,95-2,85 (m, 1H, -
CH,NHCH,CH,Ad), 2,75-2,60 (m, 2H, -CH,CH,Ad), 2,05-1,90 (m, 4H, Ad,
ArNHCH(CH3)CH>-), 1,75-1,60 (m, 8H, Ad, ArINHCH(CH3)CH,-, -NH), 1,55-1,45 (m,
6H, Ad), 1,45-1,30 (m, 2H, -CH>Ad), 1,32 (dd,3H, J = 0,9 Hz, J = 6,2 Hz, -CH3). *C-
NMR (125 MHz, CDClj, 9): 146,10 (C(8a)); 143,22 (d, J = 204,5 Hz, C(3)); 142,04 (d,
J = 28,5 Hz, C(2)); 136,18 (d, J = 4,5 Hz, C(4)); 134,52 (d, J = 1,8 Hz, C(7)); 128,21
(C(8)); 126,50 (C(6)); 122,92 (d, J = 5,0 Hz, C(5)); 119,70 (d, J = 5,0 Hz, C(4a)); 50,06
(d, J = 10,5 Hz, ArtNHCH(CHs3)-); 45,40, 43,08; 41,99; 39,72; 36,66; 33,32; 31,61;
28,25; 22,77. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 430,24104 ([M+H]", 100), izradunato
430,24198 (greska: -2,19 ppm).
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HPLC cistoc¢a (A = 330 nm) metoda A: RT 5,879 min., povrSina 96,49%; metoda B: RT
11,796 min., povrsina 97,32%.

N'-[2-(1-Adamantil)etil]-N*-(7-hlor-3-fluorhinolin-4-il)pentan-1,4-diamin (169g)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 158
HNJ\/VNH paladijum katalizovanim aminovanjem hinolina,
m g jedinjenje 169g dobija se iz 3-fluor-4-jod-3-
4 N hlorhinolina 153 (66 mg, 0,22 mmol) i amina 167g (73
mg, 0,24 mmol) pomoc¢u Pd(OAc), (2,1 mg, 0,009 mmol), DPEphos (4,7 mg, 0,019

mmol) i K3PO4 (117 mg, 0,6 mmol). Reakcija je prekinuta posle 19 sati meSanja na 85
°C u inertnoj atmosferi Ar. Proizvod se dobija nakon pre¢iS¢avanja visestrukom
hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, gradijent: DCM/(NHj zas.) = 95/5—7/3) i “flash”
hromatografijom (Biotage SP1: NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 7/3; RP kolona,
gradijent: MeOH/H,0 = 8/2—9/1) kao bledo zuta pena (39 mg, 41%),).

IR (ATR): 3294sr, 3069sl, 2903j, 2846j, 2676sl, 1734sl, 1595sr, 1574j, 1539sr, 1487sl,
1450sr, 1419sr, 1381sr, 1350sr, 1294sl, 1265sr, 1199s], 1142sr, 1105sr, 1078sl, 928sl,
877sl, 815sr, 763sl, 738sl, 656sl, 540sl cm™. Amax(e) = 237 (10560), 251 (10259), 331
(6457), 338 (6502) nm. "H-NMR (500 MHz, CDCl;, §): 8,48 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-
C(2)), 7,93 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,76 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,36 (dd, 1H,
J =12,0 Hz, J = 9,0 Hz, H-C(6)), 4,86 (d, 1H, J = 7,8 Hz, -NH), 4,20-4,05 (m, 1H,
ArNHCH(CHs»)-), 2,70-2,60 (m, 2H, -CH,NHCH,CH,Ad), 2,60-2,50 (m, 2H, -
CH,CH,Ad), 191 (s, 3H, Ad), 1,75-1,55 (m, 11H, Ad, ArNHCH(CH;3)CH,-,
ArNHCH(CH3)CH,CH>-, -NH), 1,50-1,40 (m, 6H, Ad), 1,27 (d, 3H, J = 6,3 Hz, -CHj3),
1,30-1,20 (m, 2H, -CH,Ad). ®C-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 146,56 (C(8a)); 143,24
(d, J = 240,0 Hz, C(3)); 142,43 (d, J = 27,5 Hz, C(2)); 135,76 (d, J = 5,9 Hz, C(4));
133,96 (d, J = 2,2 Hz, C(7)); 128,87 (C(8)); 125,93 (C(6)); 121,19 (d, J = 4,9 Hz, C(5));
119,37 (d, J = 5,0 Hz, C(4a)); 51,25 (d, J = 8,5 Hz, AtNHCH(CHj3)-); 49,57; 44,30;
44,20; 42,56; 37,06; 35,64; 31,78; 28,59; 26,26; 22,27. (+)ESI-HRMS (m/z(%)):
44425601 ([IM+H]", 100), izradunato 444,25763 (greska: -3,64 ppm).

HPLC cisto¢a (A = 254 nm) metoda A: RT 4,409 min., povrsSina 95,01%; metoda B: RT
9,856 min., povrsina 95,13%.
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Nl-(1-Adamantilmetil)-Nz-(7-hlor-3-ﬂuorhinolin-Z-il)propan-1,2-diamin (170e)

U mikrotalasnoj kiveti se rastvori 2-jod-3-fluor-7-
hlorhinolin 157 (153 mg, 0,50 mmol) i amin 166e (166

mg, 0,75 mmol) u PrOH. Rastvor se deaerise, kiveta se

ispuni argonom 1 izlozi dejstvu mikrotalasa u Biotage
Initiator 2.5 uredaju tokom 4 sata na 180 °C. Jedinjenje 170e se izoluje nakon visestruke
hromatografije: “dry-flash” (SiO; eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) 1 “flash”
hromatografije (Biotage SP1 NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 7/3 i RP kolona,
eluent: MeOH/H,0 = 85/15) kao bela amorfna supstanca (18,3 mg, 9,1%).

IR (ATR): 3362sr, 2902j, 2846j, 2675sl, 1717sl, 1637sr, 1608sr, 1566sl, 1528j, 1492sl,
1453sr, 1451sr, 1368sl, 1344sr, 1316sl, 1260sr, 1188sr, 1148sr, 1118sr, 1073sl, 976sl,
929sl, 880sr, 801sr, 760sr, 602sl, 513sl cm™. Amax(€) = 241 (32222), 331 (7158), 343
(6902) nm. '"H-NMR (500 MHz, CDCl;, 8): 7,70 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-C(8)), 7,43 (d,
1H, J = 8,5 Hz, H-C(5)), 7,38 (d, 1H, J = 11,2 Hz, H-C(4)), 7,17 (dd, 1H, J= 1,8 Hz, J
= 8,4 Hz, H-C(06)), 5,68 (d, 1H, J = 5,4 Hz, -NH), 4,45-4,35 (m, 1H, ArNHCH(CHs)-),
2,85-2,75 (m, 1H, -CH,NHCH,Ad), 2,75-2,65 (m, 1H, -CH,NHCH,Ad), 2,34 (ABq,
Hy, J = 11,7 Hz, -CH,Ad), 2,32 (ABq, Hs, J = 11,7 Hz, -CH>Ad), 1,93 (s, 3H, Ad),
1,80-1,55 (m, 7H, Ad, -NH), 1,55-1,40 (m, 6H, Ad), 1,33 (d, 3H, J = 6,6 Hz, -CHz).
BC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 148,87 (d, J = 13,5 Hz, C(8a)); 147,30 (d, J = 258,6
Hz, C(3)); 145,20 (d, J = 2,7 Hz, C(2)); 133,90 (d, J = 2,3 Hz, C(7)); 127,81 (J = 5,0
Hz, C(5)); 125,26 (C(8)); 123,23 (C(6)); 121,48 (d, J = 4,1 Hz, C(4a)); 116,01 (d, J =
15,4 Hz, C(4)); 62,27; 55,65; 45,61; 40,66; 37,08; 33,48; 28,34; 18,93. (+)ESI-HRMS
(m/z (%)): 402,21021 ([M+H]", 100), izra¢unato 402,21068 (greska: -1,16 ppm).
Mikroanaliza za (Cy3H9CIFN; x 1/3 H,0O): izracunato C 67,72; H 7,33; N 10,30;
nadeno C 67,72; H 6,99; N 10,28.

HPLC cistoca (A = 254 nm) metoda A: RT 8,772 min., povrsina 95,58%; metoda B: RT
10,676 min., povrsina 95,05%.
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N'-(1-Adamantilmetil)-N*~(7-hlor-3-fluorhinolin-2-il)butan-1,3-diamin (170f)

= Prema opStem postupku za dobijanje amina 158
X
O\/:[ J\/\ % paladijum katalizovanim aminovanjem hinolina,
cl N7 ONH NH
jedinjenje 170f dobija se iz 2-jod-3-fluor-7-hlorhinolina
157 (93 mg, 0,30 mmol) i amina 167f (78 mg, 0,33 mmol) pomocu Pd(OAc), (2,7 mg,
0,012 mmol), SPhos (9,85 mg, 0,024 mmol) i K3PO4 (159 mg, 0,75 mmol). Reakcija je

prekinuta posle 24 sati meSanja na 85 °C u inertnoj atmosferi Ar. Proizvod se dobija
nakon preciS€avanja viSestrukom hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, gradijent:
DCM/(NH; zas.) = 95/5—8/2) 1 “flash® hromatogarfijom (Biotage SP1 NH kolona,
eluent: heksan/EtOAc = 7/3; RP kolona, eluent: MeOH/H,0 = 8/2) kao bledo zuta pena
(66 mg, 53%).

IR (ATR): 3439sl, 3262sr, 3085sl, 3040sl, 2901j, 2845j, 2675sl, 1637sr, 1606sl, 1568sr,
15315, 1492sl, 1457sr, 1416sr, 1376sl, 1345sr, 1316sl, 1289sl, 1258sr, 1189sr, 1147sr,
1119sr, 1074sl, 1005sl, 970sl, 930sl, 882sr, 799sr, 760sr, 739sl, 601sl, 512sl em™.
Amax(€) = 242 (32836), 330 (8319), 341 (7836) nm. 'H-NMR (500 MHz, CDCl;, 8):
7,68 (d, 1H, J= 1,7 Hz, H-C(8)), 7,41 (d, 1H, J = 8,5 Hz, H-C(5)), 7,35 (d, 1H, J=11,3
Hz, H-C(4)), 7,14 (dd, 1H, J = 1,7 Hz, J = 8,4 Hz, H-C(6)), 6,30 (d, 1H, J = 6,4 Hz, -
NH), 4,55-4,45 (m, 1H, ArNHCH(CH3)-), 2,85-2,75 (m, 1H, -CH,NHCH,Ad), 2,75-
2,65 (m, 1H, -CH,NHCH,Ad), 2,27 (ABq, H4, J = 11,4 Hz, -CH,Ad), 2,19 (ABq, Hg, J
= 11,4 Hz, -CH,Ad), 2,00-1,90 (m, 3H, Ad), 1,90-1,80 (m, 1H, AcNHCH(CH3)CH,-),
1,75-1,60 (m, 7H, Ad, -NH), 1,57-1,47 (m, 6H, Ad), 1,32 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CH3).
BC-NMR (125 MHz, CDCls, 8): 148,59 (d, J = 13,8 Hz, C(8a)); 147,32 (d, J = 258,8
Hz, C(3)); 145,44 (d, J = 2,5 Hz, C(2)); 133,78 (d, J = 2,5 Hz, C(7)); 127,73 (d, J= 5,0
Hz, C(5)); 125,23 (C(8)); 122,88 (C(6)); 121,26 (d, J = 3,8 Hz, C(4a)); 115,70 (d, J =
16,2 Hz, C(4)); 63,19; 47,52; 45,26, 40,89; 37,20; 35,87; 33,26; 28,47; 20,55. (+)ESI-
HRMS (m/z (%)): 416,22589 ([M+H]", 100), izra¢unato 416,22633 (greska: -1,07
ppm).

HPLC cistoca (A = 254 nm) metoda A: RT 8,726 min., povrSina 95,12%; metoda B: RT
11,064 min., povrsina 95,72%.
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Nl-(1-Adamantilmetil)-N4-(7-hlor-3-ﬂuorhinolin-Z-il)pentan-1,4-diamin (170g)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 158

F
/@\/:E J\/\/NH/@ paladijum katalizovanim aminovanjem hinolina,
cl N7 ONH

jedinjenje 170g dobija se iz 2-jod-3-fluor-7-

hlorhinolina 157 (75 mg, 0,24 mmol) i amina 166g (67 mg, 0,27 mmol) pomocu
Pd(OAc); (2,2 mg, 0,009 mmol), DPEphos (10,34 mg, 0,019 mmol) i KsPO4 (127 mg,
0,6 mmol). Reakcija je prekinuta posle 24 sati meSanja na 85 °C u inertnoj atmosferi Ar.
Proizvod se dobija nakon precis¢avanja viSestrukom hromatografijom: “dry-flash”
(S10;, gradijent: DCM/(NHj3 zas.) = 95/5—7/3) 1 ’flash* hromatografijom (Biotage SP1:
NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 7/3; RP kolona, gradijent: MeOH/H,O = 8/2—9/1)
kao bledo zuta pena (55 mg, 51%).

IR (ATR): 3442sr, 3323sl, 2902j, 2846sr, 1637sr, 1609sl, 1568sl, 15305, 1492sl, 1458sr,
1415sr, 1345sl, 1262sl, 1188sl, 1146sl, 1119sl, 1069sl, 883sl, 799sl, 760sl, 733sl, 602sl,
514sl cm™. hmax() = 242 (35870), 332 (7652), 345 (7674) nm. '"H-NMR (500 MHz,
CDCls, 9): 7,69 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-C(8)), 7,42 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-C(5)), 7,36 (d,
1H, J = 11,5 Hz, H-C(4)), 7,16 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 8,5 Hz, H-C(6)), 5,11 (d, 1H, J
= 6,5 Hz, -NH), 4,50-430 (m, 1H, ArNHCH(CHj)-), 2,70-2,55 (m, 2H,
CH,NHCH,CH,Ad), 2,22 (s, 2H, -CH,CH,Ad), 1,94 (s, 3H, Ad), 1,75-1,55 (m, 10H,
Ad, ArNHCH(CH3)CH,-, ArNHCH(CH3)CH,CH>-), 1,55-1,45 (m, 6H, Ad), 1,29 (d,
3H, J = 6,5 Hz, -CH3). "C-NMR (125 MHz, CDCls, 5): 148,36 (d, J = 13,8 Hz, C(8a));
147,14 (d, J = 258,8 Hz, C(3)); 145,37 (d, J = 2,5 Hz, C(2)); 133,86 (d, J = 1,2 Hz,
C(7)); 127,74 (d, J = 5,0 Hz, (C(5)); 125,32 (C(8)); 123,06 (C(6)); 121,30 (d, J = 3.8
Hz, C(5)); 115,84 (d, J = 15,0 Hz, C(4a)); 62,81; 50,62; 45,94; 40,90; 37,18; 34,36;
33.28; 28,44; 26,15; 20,79. (+t)ESI-HRMS (m/z (%)): 430,24169 ([M+H]", 100),
izracunato 430,24198 (greska: -0,67 ppm).

HPLC cisto¢a (A = 330 nm) metoda A: RT 9,631 min., povrSina 95,45%; metoda B: RT
10,444 min., povrSina 98,16%.
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N'-[2-(1-Adamantil)etil]-N*~(7-hlor-3-fluorhinolin-2-il)butan-1,3-diamin (171f)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 158

F
@f:[ J\/\ paladijum katalizovanim aminovanjem hinolina,
cl N7 ONH NH

jedinjenje 171f dobija se iz 2-jod-3-fluor-7-

hlorhinolina 157 (99 mg, 0,32 mmol) i amina 167f (89 mg, 0,36 mmol) pomocu
Pd(OAc): (2,9 mg, 0,013 mmol), DPEphos (13,79 mg, 0,026 mmol) i K3PO4 (169 mg,
0,8 mmol). Reakcija je prekinuta posle 24 sati meSanja na 85 °C u inertnoj atmosferi Ar.
Proizvod se dobija nakon precis¢avanja viSestrukom hromatografijom: “dry-flash”
(S10;, gradijent: DCM/(NHj3 zas.) = 95/5—7/3) 1 ’flash* hromatografijom (Biotage SP1:
NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 7/3; RP kolona, gradijent: MeOH/H,O = 8/2—9/1)
kao bledo zuta pena (73 mg, 53%).

IR (ATR): 3340sr, 3233sr, 2903j, 2845j, 2676sl, 1637sr, 1609sl, 1567sl, 1533j, 1492sl,
1456sr, 1415sr, 1372sl, 1344sl, 1258sl, 1189sr, 1146sr, 1119sr, 1073sl, 968sl, 908sl,
882sr, 800sl, 760sl, 733sr, 602sl, 513sl, 476s] cm™. Amax(€) = 252 (28029), 347 (8156)
nm. "H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 7,67 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,43 (d, 1H, J =
8,5 Hz, H-C(5)), 7,37 (d, 1H, J = 11,0 Hz, H-C(4)), 7,16 (dd, 1H, J = 1,5 Hz, J = 8,5
Hz, H-C(6)), 5,94 (d, 1H, J = 6,4 Hz, -NH), 4,55-4,45 (m, 1H, ArNHCH(CHs)-), 2,83-
2,73 (m, 1H, -CH,NHCH,CH,Ad), 2,73-2,65 (m, 1H, -CH,NHCH,CH,Ad), 2,60-2,53
(m, 1H, -CH,CH,Ad), 2,53-2,45 (m, 1H, -CH,CH,Ad), 1,95-1,80 (m, 4H,
ArNHCH(CH3)CH>-, Ad), 1,75-1,55 (m, 8H, ArtNHCH(CH3)CH>-, Ad, -NH), 1,47-1,43
(m, 6H, Ad), 1,33 (d, 3H, J = 6,5 Hz, -CH3), 1,20-1,30 (-CH,Ad). ®C-NMR (125 MHz,
CDCls, 6): 148,64 (d, J= 13,5 Hz, C(8a)); 147,22 (d, J =258,6 Hz, C(3)); 145,32 (d, J =
2,8 Hz, C(2)); 133,91 (d, J= 2,2 Hz, C(7)); 127,81 (d, J=4,9 Hz, (C(5)); 125,19 (C(8));
123,06 (C(6)); 121,30 (d, J = 4,6 Hz, C(5)); 115,89 (d, J = 15,4 Hz, C(4a)); 46,69;
44,88; 44,76; 44,36, 42,57; 37,14; 36,81; 31,78; 28,67; 21,07. (+)ESI-HRMS (m/z(%)):
430,24162 (IM+H]", 100); izradunato 430,24198 (greska: -0,84 ppm).

HPLC c¢istoc¢a (A = 254 nm) metoda A: RT 9,012 min., povrSina 95,42%; metoda B: RT
11,228 min., povrsina 96,01%.
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Nl-[2-(1-Adamantil)etil]-N4-(7-h10r-3-ﬂuorhinolin-z-il)pentan-1,4-diamin 171g)

Prema opsStem postupku za dobijanje amina 158

\ F . . . . . . .
= J\/\/NH/ﬁ paladijum katalizovanim aminovanjem hinolina,
Cl N NH g

jedinjenje 171g dobija se iz 2-jod-3-fluor-7-

hlorhinolina 157 (94 mg, 0,30 mmol) i amina 167g (89 mg, 0,34 mmol) pomocu
Pd(OAc), (2,7 mg, 0,012 mmol), DPEphos (12,9 mg, 0,024 mmol) i KsPO4 (159 mg,
0,75 mmol). Reakcija je prekinuta posle 24 sati meSanja na 85 °C u inertnoj atmosferi
Ar. Proizvod se dobija nakon preciS¢avanja visestrukom hromatografijom: “dry-flash”
(S10;, gradijent: DCM/(NHj3 zas.) = 95/5—7/3) 1 ’flash* hromatografijom (Biotage SP1:
NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 7/3; RP kolona, gradijent: MeOH/H,O = 8/2—9/1)
kao bezbojna pena (74 mg, 56%).

IR (ATR): 2903j, 2846j, 2676sl, 1628sr, 1592sl, 1514j, 1463sr, 1425sr, 1379sr, 1331sl,
1252sr, 1216sl, 1196sl, 1146sr, 1119sr, 1070sr, 976s1, 930sr, 887sr, 800sr, 738sr, 648sl,
600sl, 519sl, 474sl, 409sl cm™. Amax(e) = 253 (26082), 349 (7096) nm. 'H-NMR (500
MHz, CDCls, 9): 7,69 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,34 (d, 1H, J = 8,5 Hz, H-C(5)),
7,38 (d, 1H, J = 11,0 Hz, H-C(4)), 7,12 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 8,5 Hz, H-C(6)), 5,14
(d, 1H, J = 6,5 Hz, -NH), 4,50-4,30 (m, 1H, ArNHCH(CH3)-), 2,70-2,60 (m, 2H, -
CH,NHCHAd), 2,60-2,50 (m, 2H, -CH,Ad), 1,92 (s, 3H, Ad), 1,75-1,55 (m, 10H,
ArNHCH(CH3)CH,-, ArNHCH(CH3)CH,CH>-, Ad), 1,55-1,45 (m, 7H, Ad, -NH), 1,29
(d, 3H, J = 6,5 Hz, -CH3), 1,27-1,29 (m, 2H, CH,Ad). *C-NMR (125 MHz, CDCl;, 8):
148,42 (d, J = 13,0 Hz, C(8a)); 147,17 (d, J = 250,0 Hz, C(3)); 145,39 (d, J = 2,2 Hz,
C(2)); 133,65 (d, J= 2,2 Hz, C(7)); 127,80 (d, J = 4,5 Hz, (C(5)); 125,30 (C(8)); 123,14
(C(6)); 121,35 (d, J = 4,1 Hz, C(5)); 115,92 (d, J = 15,2 Hz, C(4a)); 49,84; 45,83;
44,62; 44,24; 42,61; 37,15; 34,58; 31,83; 28,67; 26,36; 20,82. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 444,25698 ([M+H]", 100), izratunato 444,25763 (greska: -1,46 ppm).

HPLC cisto¢a (A = 254 nm) metoda A: RT 9,784 min., povrsina 96,93%; metoda B: RT
12,131 min., povrSina 96,48%.
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Nz-[2-(1-Adamantil)metill]-Nl-(7-hlor-3-ﬂuorhinolin-4-il)pr0pan-1,2-diamin 172)

U mikrotalasnoj kiveti se rastvori 3-fluor-4-jod-3-

WXNH/@ hlorhinolin 156 (160 mg, 0,52 mmol) i amin 112e (122 mg,

F oy . . .

m 0,55 mmol) u PrOH. Rastvor se deaerise, kiveta se ispuni
Z

< il argonom 1 izlozi dejstvu mikrotalasa u Biotage Initiator 2.5

uredaju tokom 4 sata na 180 °C. Jedinjenje 172 se izoluje nakon viSestruke
hromatografije: “dry-flash” (SiO; eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) = 95/5) 1 “flash”
hromatografije (Biotage SP1 RP kolona, eluent: MeOH/H,O= 9/1) kao bezbojna pena
(127 mg, 61%).

IR (ATR): 3322j, 2964sl, 2910j, 2845j, 2659sl, 1614sr, 1598sr, 1570sr, 1519sr, 1476sr,
1454sr, 1419sl, 1377sl, 1354sl, 1310sr, 1256sr, 121151, 1192s1, 1159sr, 1135sl, 1097sr,
1072sl, 1054sl, 953sl, 922sl, 897sl, 875sl, 809sr, 759sr, 656sl, 577sl, 538sr, 495sl cm™.
Amax(€) = 237 (14605), 250 (15056), 336 (9232) nm. '"H-NMR (500 MHz, CDCls, 8):
8,51 (d, 1H, J= 5,5 Hz, H-C(2)), 7,93 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,76 (d, 1H, J=9,0
Hz, H-C(5)), 7,34 (dd, /= 2,0 Hz, J= 9,0 Hz, 1H, H-C(6)), 6,06 (s, -NH), 3,80-3,70 (m,
1H, ArNHCH,-), 3,35-3,25 (m, 1H, ArNHCH-), 2,95-2,85 (m, I1H, -
CH(CH3;)NHCH,Ad), 2,43 (ABq, Hy4, J = 11,4 Hz, -CH>Ad), 2,13 (ABq, Hz, J = 11,4
Hz, -CH,Ad), 1,99 (s, 3H, Ad), 1,80-1,64 (m, 6H, Ad), 1,64-1,45 (m, 6H, Ad), 1,18 (d,
3H, J = 6,4 Hz, -CH3). “C-NMR (125 MHz, CDCl;, 8): 146,49 (C(8a)); 143,51 (d, J =
239,0 Hz, C(3)); 142,22 (d, J = 26,6 Hz, C(2)); 136,88 (d, J = 5,9 Hz, C(4)); 133,81 (d,
J=1,8 Hz, C(7)); 128,78 (C(8)); 125,62 (C(6)); 121,91 (d, J = 5,4 Hz, C(5)); 119,19 (d,
J=15,0 Hz, C(4a)); 59,14; 53,12; 49,15 (d, J = 8,1 Hz, ArINHCH(CHj3)-); 40,92; 37,16;
33,38; 29,64; 19,06. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 402,21027 ([M+H]", 100), izra¢unato
402,21068 (greska: -1,03 ppm). Mikroanaliza za (C,3H29CIFN3): izracunato C 68,73; H
7,27; N 10,45; nadeno C 67,06; H 6,98; N 10,18.

HPLC cisto¢a (A = 330 nm) metoda A: RT 7,967 min., povrsina 99,83%; metoda B: RT
9,932 min., povrsina 99,11%.
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tert-Butil-{3-[(7-hlor-3-fluorhinolin-4-il)amino|butil} karbamat (173)

HNJ\/\NHBOC

F
\/ iz 3-fluor-4-jod-3-hlorhinolina 156 (1,2 g 3,90 mmol) i mono-

Cl N

Prema opStem postupku za dobijanje amina 158 paladijum

katalizovanim aminovanjem hinolina, jedinjenje 173 dobija se

N-Boc-zasti¢enog butan-1,3-diamina 103f (880 mg, 4,68 mmol)
pomoc¢u Pd(OAc), (35 mg, 0,16 mmol), DPEphos (168 mg, 0,32 mmol) i KsPO4 (2 g,
9,75 mmol). Proizvod se dobija nakon preciS¢avanja viSestrukom hromatografijom:
“dry-flash” (SiO,, gradijent: DCM/MeOH (NHj3 zas.) = 95/5—7/3) i ”flash*
hromatografijom (Biotage SP1: NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 6/4; RP kolona,
MeOH/H,0 = 9/1) kao bela amorfna supstanca (804 mg, 56%).

IR (ATR): 3313j, 2976sr, 2934sr, 1677}, 1575j, 1545j, 1452sl, 1423sr, 1383sr, 1298sr,
1265sr, 1167sr, 1083sl, 1030sr, 930sl, 869sl, 818sr, 763sl, 728sl, 662sl, 544sl cm™. 'H-
NMR (500 MHz, CDCls, 9): 8,51 (d, 1H, J = 5,2 Hz, H-C(2)), 7,96 (d, 1H, J = 2,0 Hz,
H-C(8)), 7,89 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-C(5)), 7,42-7,38 (m, 1H, H-C(6)), 4,79 (8s, 1H, -
NH), 4,25-4,10 (m, 1H, ArNHCH(CH3)-), 3,40-3,30 (m, 1H, -CH,NHBoc), 3,30-3,20
(m, 1H, -CH,NHBoc), 1,87 (s, 1H, -NH), 1,85-1,75 (m, 2H, ArtNHCH(CH3)CH,-), 1,45
(s, 9H, -NHCOO-C(CH3)3), 1,32 (dd, 3H, J = 1,0 Hz, J = 6,3 Hz, -CH3). *C-NMR (125
MHz, CDCls, 3): 156,13; 146,57 (C(8a)); 143,44 (d, J = 216,2 Hz, C(3)); 142,48 (d, J =
26,2 Hz, C(2)); 135,53 (C(4)); 134,08 (C(7)); 128,92 (C(8)); 126,16 (C(6)); 121,92 (d, J
= 3,8 Hz, C(5)); 119,40 (d, J = 4,5 Hz, C(4a)); 79,60; 49,44 (d, J = 8,8 Hz,
ArNHCH(CHs»)-); 38,23; 37,57; 28,38; 22,30. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 368,15419
([IM+H]", 100), izradunato 368,15356 (greska: +1,72 ppm).

N*-(7-Hlor-3-fluorhinolin-4-il)butan-1,3-diamin (174)

J\A Prema opStem postupku za deprotekciju Boc zastitne grupe 98a,
HN NH

mF *| jedinjenje 174 se dobija iz mono-Boc zastiéenog aminohinolina
Cl N/

173 (880 mg, 4,68 mmol). Amin se izoluje nakon visSestruke

”flash* hromatografije (Biotage SP1: NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 7/3; RP
kolona, eluent: MeOH/H,0 = 9/1) kao viskozno ulje (468 mg, 80%).

IR (ATR): 3649sl, 3295j, 2970sr, 2932sr, 2871sl, 1683sl, 1576j, 1543sr, 1489sl, 1451sl,
1421sr, 1381sr, 1351sr, 1298sl, 1266sr, 1197sl, 1143sr, 1080sl, 930sr, 876sl, 816sr,
763sl, 720sl, 655s1 cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls, ): 8,45 (d, 1H, J = 6,0 Hz, H-
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C(2)), 7,90 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-C(8)), 7,79 (d, 1H, J = 9,2 Hz, H-C(5)), 7,29 (dd, 1H,
J = 2,0 Hz, J = 8,9 Hz, H-C(6)), 6,59 (d, 1H, J = 5,2 Hz, -NH), 4,40-4,25 (m, 1H,
ArNHCH(CH3)-), 3,10-2,95 (m, 2H, -CH,NH),), 1,95-1,75 (m, 2H, -CH,CH,NH,, -NH),
1,70-1,60 (m, 1H, -CH,CH,NH,), 1,31 (dd, 3H, J = 0,9 Hz, J = 6,4 Hz, -CH;). *C-
NMR (125 MHz, CDCls, 8): 146,41 (C(8a)); 142,80 (d, J = 239,2 Hz, C(3)); 142,23 (d,
J =28,0 Hz, C(2)); 136,08 (d, J = 5,4 Hz, C(4)); 133,65 (C(7)); 128,35 (C(8)); 125,47
(C(6)); 122,54 (d, J = 4,5 Hz, C(5)); 119,44 (d, J = 5,4 Hz, C(4a)); 51,60 (d, J= 8,1 Hz,
ArNHCH(CH3)-); 50,26 (d, J = 8,8 Hz, -CH,NH),); 38,22 (d, J = 3,8 Hz, -CH,CH,NH),);
21,37 (d, J = 2,7 Hz, -CH;). (1)ESI-HRMS (m/z (%)): 268,10088 ([M+H]", 100),
izracunato 268,10113 (greska: -0,95 ppm).

N-(1-Adamantilmetil)-NV'-hinolin-4-il-propan-1,3-diamin (175b)

Prema opstem postupku za dobijanje amina 106f reduktivnim
HN/V\NH@ aminovanjem, jedinjenje 175b se dobija iz DCAQ3 (1,4 g,
X
= 6,96 mmol) 1 adamantan-1-karbaldehida (952 mg, 5,80

N
mmol) pomoc¢u AcOH (370 pL, 6,96 mmol) i NaBH4 (1,36 g,

34,80 mmol). Proizvod se izoluje nakon “flash” hromatografije (Biotage SP1 SiO,
kolona, gradijent: heksan/EtOAc = 4/6—1/9) kao bezbojna pena koja omeksava na 102-
104 °C (1,21 g, 60%).

IR (ATR): 3290sr, 2901j, 2846j, 1657sl, 1619sl, 1584j, 1544sr, 1451sr, 1372sl, 1340sl,
1285sl, 122551, 1151sl1, 1131sl, 1100sl, 1041sr, 807sl, 762sr cm’!. "TH-NMR (500 MHz,
CDCl): 8,51 (d, 1H, J=5,3 Hz, H-C(2)), 7,94 (d, 1H, J = 8,5 Hz, H-C(8)), 7,89 (d, 1H,
J=38,2 Hz, H-C(5)), 7,58 (t, 1H, J = 7,7 Hz, H-C(7)), 7,32 (t, 1H, J = 7,6 Hz, H-C(6)),
7,14 (8s, 1H, -NH), 6,33 (d, 1H, J = 5,3 Hz, H-C(3)), 3,36 (s, 2H, ArNHCH,-), 2,90-
2,80 (m, 2H, -CH,NHCH,Ad), 2,29 (s, 2H, -CH,Ad), 2,05-1,95 (m, 3H, -Ad), 1,95-1,85
(m, 2H, AINHCH,CH,-), 1,80-1,65 (m, 7H, -Ad, -NH), 1,65-1,55 (m, 6H, -Ad). ®C-
NMR (125 MHz, CDCls): 150,86; 150,48; 148,11; 129,33; 128,81; 123,94; 120,66;
118,94; 98,13; 63,56; 50,62; 43,86; 41,05; 37,10; 33,24; 28,38; 27,60. (+)ESI-HRMS
(m/z (%)): 350,25906 ([M+H]", 100); izra¢unato 350,25907 (greska: -0,05 ppm).
HPLC Ccisto¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,531 min., povrSina 95,70%; metoda B:
RT 8,193 min., povrSina 95,60%.
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N-[2-(1-Adamantil)etil]-NV'-hinolin-4-il-propan-1,3-diamin (176b)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 106f
reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 176b se dobija iz
DCAQ3 (185 mg, 0,92 mmol) i adamantil-1-acetaldehida
(136 mg, 0,77 mmol) pomo¢u AcOH (63 pL, 1,10 mmol) i NaBH4 (209 mg, 5,52

mmol). Proizvod se izoluje nakon “flash” hromatografije (Biotage SP1 SiO, kolona,
gradijent: heksan/EtOAc = 4/6—1/9) kao bezbojna pena koja omeksava na 128-128 °C
(195 mg, 70%).

IR (ATR): 3250sr, 3072sl, 2902j, 2844sr, 1612sl, 1583j, 1544sr, 1446sr, 1399sl, 1371sl,
1339sl, 1284sl, 1242sl, 1131sl, 808sl, 762sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCl3): 8,52 (d,
1H, J= 5,3 Hz, H-C(2)), 7,95 (dd, 1H, J = 0,8 Hz, J = 8,5 Hz, H-C(8)), 7,82 (dd, 1H, J
=0,9 Hz, J = 8,4 Hz, H-C(5)), 7,74 (s, 1H, -NH), 7,65-7,58 (m, 1H, H-C(7)), 7,42-7,25
(m, 1H, H-C(6)), 6,32 (d, 1H, J = 5,2 Hz, H-C(3)), 3,45-3,35 (m, 2H, AtNHCH>-), 2,95-
2,85 (m, 2H, -CH,NHCH,Ad), 2,75-2,60 (m, 2H, -CH,CH»Ad), 2,00-1,85 (m, 5H,
ArNHCH,CH;-, -Ad), 1,75-1,60 (m, 7H, -Ad, -NH), 1,55-1,45 (m, 6H, -Ad), 1,45-1,35
(-CH,Ad). “C-NMR (125 MHz, CDCl3): 150,99; 150,61; 148,26; 129,40; 128,80;
124,02; 120,61; 119,13; 97,88; 49,61; 44,94; 44,42; 43,84; 42,65; 37,06; 31,83; 28,59;
27,47. (HESI-HRMS (m/z (%)): 364,27385 ([M+H]", 100); izratunato 364,27472
(greska: -2,41 ppm).

HPLC Ccisto¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,661 min., povrSina 96,48%; metoda B:
RT 7,311 min., povrSina 95,26%

Nl-(l-Adamantilmetil)-Nz-hinolin-4-il-propan-1,2-diamin (177e)

)V /@ U mikrotalasnoj kiveti se rastvori 4-hlorhinolin (405 mg, 1,82
HIY = mmol) i amin 166e (298 mg, 1,82 mmol) u NMP (1,5 mL).

= o . . . C ey g
@ Rastvor se deaerise, kiveta se ispuni argonom i izlozi dejstvu
N

mikrotalasa u Biotage Initiator 2.5 uredaju tokom 1 sata na

180 °C. Jedinjenje 177e se izoluje nakon visestruke hromatografije: “dry-flash” (SiO,
eluent: EtOAc/MeOH/(NHj3; zas.) 90/9/1 = 95/5) 1 “flash” hromatografije (Biotage SP1-
NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 6/4; RP kolona, eluent: MeOH/H,O = 8/2) kao
bezbojna amorfna supstanca (458 mg, 72%). IR (ATR): 3318sr, 3069sr, 2965sr, 2901],
2845j, 2676j, 1676sr, 1617sr, 15795, 1532j, 1451j, 1394, 1371j, 1340sr, 1248sl, 1223sl,
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1185sl, 1152sl, 1126sl, 1048sl, 885sr, 810sr, 762sr, 737sl, 702sl, 651sl cm™. "H-NMR
(500 MHz, CDCl»): 8,53 (d, 1H, J= 5,3 Hz, H-C(2)), 7,97 (d, 1H, J = 8,3 Hz, H-C(8)),
7,79 (d, 1H, H-C(5)), 7,70-7,55 (m, 1H, H-C(7)), 7,47-7,37 (m, 1H, H-C(6)), 6,45 (d,
1H, J = 5,5 Hz, H-C(3)), 6,01 (8s, 1H, -NH), 3,80-3,67 (m, 1H, ArNHCH(CHs)-), 2,85
(d, 2H, J=5,5 Hz, -CH,NHCH,Ad), 2,33 (ABq, H4, J = 11,6 Hz, -CH,Ad), 2,26 (ABq,
Hg, J=11,6 Hz, -CH,Ad), 1,95 (8s, 3H, -Ad), 1,85-1,65 (m, 7H, -Ad, -NH), 1,65-1,45
(m, 6H, -Ad), 1,30 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CH;). *C-NMR (125 MHz, CDCl;): 150,80;
149,47; 148,36, 129,67; 128,96; 124,45; 119,65; 119,21 99,16; 62,70; 55,34; 47,30;
40,85; 37,17; 33,65; 28,39; 18,17. (t)ESI-HRMS (m/z (%)): 350,25887 (IM+H]", 100);
izracunato 350,25907 (greska: -0,59 ppm). Mikroanaliza za (C,;H3; N3 x H0)
izraCunato C 75,16; H 9,05; N 11,43; nadeno C 75,64; H 8,98; N 11,23. HPLC ¢istoca
(A= 330 nm) metoda A: RT 0,977 min., povrSina 95,50%; metoda B: RT 9,286 min.,
povrsina 95,16%.

N'-(1-Adamantilmetil)-V-hinolin-4-il-butan-1,3-diamin (177f)

HNJ\/\NH/ﬂ

=

<
N

Prema opsStem postupku za dobijanje amina 158 paladijum
katalizovanim aminovanjem hinolina, jedinjenje 177f se
dobija iz amina 166f (120 mg, 0,64 mmol) i 4-CQ (70 mg,
0,43 mmol) pomoc¢u Pd(OAc), (3,79 mg 0,017 mmol), SPhos
(13,88 mg, 0,036 mmol) i K3PO4 (224 mg, 1,08 mmol). Reakcija je prekinuta posle 19

sati meSanja na 85 °C. Proizvod se dobija nakon preciS¢avanja “dry-flash”
hromatografijom: (SiO,, gradijent: EtOAc/[MeOH/(NH; zas.) = 9/1] = 9/1—-7/3) kao
bezbojna pena koja omeksava na 160-161 °C. Prinos 114 mg (73%).

IR (ATR): 3270sr, 3070sr, 2965sr, 2902j, 2846j, 1618j, 1580sl, 1539j, 1451j, 1396sr,
1395sr, 1373sl, 1340sr, 1264sr, 1151sr, 1126sr, 1103sl, 809sr, 763sr, 738sr, 703sl em’™.
"H-NMR (500 MHz, CDCls): 8,51 (d, 1H, J = 5,3 Hz, H-C(2)), 7,95 (dd, 1H, J = 0,8
Hz, J= 8,4 Hz, H-C(8)), 7,88 (d, 1H, J= 0,8 Hz, J = 8,4 Hz, H-C(5)), 7,65-7,55 (m, 1H,
H-C(7)), 7,40-7,30 (m, 1H, H-C(6)), 6,87 (8s, 1H, -NH), 6,42 (d, 1H, J = 5,6 Hz, H-
C@3)), 3,95-3,80 (m, 1H, ArNHCH(CHj3)-), 2,95-2,85 (m, 1H, -CH,NHCH,Ad), 2,80-
2,70 (m, 1H, -CH,NHCH,Ad), 2,29 (s, 2H, -NHCH,Ad), 2,05-1,95 (m, 3H, -Ad), 1,95-
1,85 (m, 1H, ArNHCH(CH3)CH>-), 1,84-1,60 (m, 8H, ArNHCH(CH3)CH,-, -Ad, -NH),
1,58 (m, 6H, -Ad), 1,32 (d, 3H, J = 6,3 Hz, -CH;). ®C-NMR (125 MHz, CDCl):
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150,88; 149,60; 148,43; 129,56; 128,87; 124,00; 120,55; 119,14; 98,58; 63,65; 48,13;
47,83; 41,11; 37,17; 35,46; 33,34; 28,44; 19,15. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 364,27556
([M+H]", 100); izra¢unato 364,27472 (greska: + 2,30 ppm). Mikroanaliza za
(C24H33N3 x 1/2H,0) izraunato C 77,37; H 9,20; N 11,28; nadeno C 77,37; H 9,03; N
11,18.

HPLC cisto¢a (A= 330 nm) metoda A: RT 0,953 min., povrSina 99,05%; metoda B: RT
9,386 min., povrsina 97,27% .

N'-[2-(1-Adamantil)etil]-V*-hinolin-4-il-propan-1,2-diamin (178¢)

J\/NH U mikrotalasnoj kiveti se rastvori 4-hlorhinolin (180 mg, 1,10
T /ﬁ mmol) i amin 167e (260 mg, 1,10 mmol) u NMP (1,5 mL).

==

- N

mikrotalasa u Biotage Initiator 2.5 uredaju tokom 1 sata na 180 °C. Jedinjenje 178e se

Rastvor se deaeriSe, kiveta se ispuni argonom 1 izlozi dejstvu

izoluje nakon viSestruke hromatografije: “dry-flash” (SiO,, eluent: EtOAc/MeOH/(NH;3
zas.) 90/9/1 = 95/5) 1 “flash” hromatografije (Biotage SP1-NH kolona, eluent:
heksan/EtOAc = 6/4; RP kolona, eluent: MeOH/H,O = 8/2) kao bezbojna amorfna
supstanca koja omekSava na 112-113 °C. Prinos 253 mg (63%).

IR (ATR): 3251sr, 3059sr, 2962sr, 2902j, 2844j, 1708sl, 1618sl, 1578j, 1543j, 1451j,
13967, 1374sr, 1343sr, 1280sl, 1258sl, 1159sl, 1130sl, 1108sl, 909sl, 807sl, 763sr, 733sl
cm”. "H-NMR (500 MHz, CDCls): 8,53 (d, 1H, J = 5,3 Hz, H-C(2)), 7,97 (d, 1H, J =
8,0 Hz, H-C(8)), 7,81-7,76 (m, 1H, H-C(5)), 7,65-7,59 (m, 1H, H-C(7)), 7,46-7,37 (m,
1H, H-C(6)), 6,45 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(3)), 5,69 (8s, 1H, -NH), 3,87-3,73 (m, 1H,
ArNHCH(CHs»)-), 2,91-2,81 (m, 2H, ArNHCH(CH;)CH,-), 2,70-2,61 (m, 2H, -
CH,CH»Ad), 1,92 (s, 3H, -Ad), 1,73-1,57 (m, 7H, -NH, -Ad), 1,55-1,44 (m, 6H, -Ad),
1,31 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CH,), 1,30-1,22 (m, 2H, -CH>Ad). *C-NMR (125 MHz.
CDCls): 150,94; 149,21; 148,53; 129,82; 128,94; 124,45; 119,59; 119,12; 99,13; 54,69;
47,52; 44,79; 44,53; 42,69; 37,10; 31,91; 28,64; 18,30. (+)ESI-HRMS (m/z (%)):
364,27554 (IM+H]", 100); izra¢unato 364,27472 (greska: -1,37 ppm). Mikroanaliza za
(C24H33N3 x H,0): izraCunato C 75,55; H 9,25; N 11,01; nadeno C 75,91; H 8,82; N
11,08.
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HPLC cisto¢a (A= 330 nm) metoda A: RT 0,998 min., povrSina 99,11%; metoda B: RT
9,586 min., povrSina 95,01%.

N'-[2-(1-Adamantil)etil]-V’-hinolin-4-il-butan-1,3-diamin (178f)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 158 paladijum
HNJ\/\NH/\& katalizovanim aminovanjem hinolina, jedinjenje 178f se
©fj dobija iz amina 167f (150 mg, 0,60 mmol) i 4-CQ (82 mg,
al 0,50 mmol) pomoéu Pd(OAc), (4,48 mg, 0,02 mmol),
SPhos (16,38 mg, 0,04 mmol) i KsPO4 (265 mg, 1,25 mmol). Reakcija je prekinuta

posle 19 sati meSanja na 85 °C. Proizvod se dobija nakon precis¢avanja “dry-flash”
hromatografijom: (SiO,, gradijent: EtOAc/[MeOH/(NH3 zas.) = 9/1] = 9/1—-7/3) kao
bezbojna pena koja omeksava na 64-65 °C. Prinos 146 mg (77%).

IR (ATR): 3250sr, 3069sr, 2962sr, 2902j, 2844j, 1654sl, 1618sl, 1543j, 1448sr, 1397sr,
1373sr, 1340sr, 1281sl, 1263sr, 1182sl, 1148sr, 1051sl, 1025sl, 960sl, 810sr, 764sr,
737sr, 702sl, 651sl, 633sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls): 8,49 (d, 1H, J = 5,4 Hz,
H-C(2)), 7,94 (d, 1H, J = 8,3 Hz, H-C(8)), 7,84 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-C(5)), 7,70-7,50
(m, 2H, -NH, H-C(7)), 7,40-7,35 (m, 1H, H-C(6)), 6,37 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(3)),
3,95-3,80 (m, 1H, ArNHCH(CH3)-), 3,15-2,90 (m, 1H, -CH,NHCH,CH,Ad), 2,85-2,75
(m, 1H, -CH,NHCH,CH,Ad), 2,70-2,60 (m, 2H, -CH,CH,Ad), 2,00-1,85 (m, 4H, -Ad,
ArNHCH(CH3)CH,»-), 1,80-1,55 (m, 7H, ArtNHCH(CH3)CH-, -Ad), 1,55-1,45 (m, 6H,
-Ad), 1,40-1,35 (m, 2H, -CH,Ad), 1,32 (d, 3H, J = 6,3 Hz, -CHs). *C-NMR (125 MHz,
CDCls): 150,76; 149,82; 148,35; 129,39; 128,83; 123,99; 120,69; 119,27; 98,22; 48,19;
46,60; 44,79; 44,45; 42,65; 37,07, 35,05; 31,83; 28,60; 19,22. (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 378,29070 ([M+H]", 100); izra¢unato 378,29037 (greska: + 0,85 ppm).

HPLC cistoc¢a (A= 330 nm ) metoda A: RT 0,999 min., povrsina 97,38%; metoda B: RT
2,506 min., povrsina 99,48 %.
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N'-[2-(1-Adamantil)etil]-N*-hinolin-4-il-pentan-1,4-diamin (178g)

J\/V Prema opStem postupku za dobijanje amina 158 paladijum
H NH/% katalizovanim aminovanjem hinolina, jedinjenje 178¢g se
@ dobija iz amina 167g (242 mg, 0,73 mmol) i 4-CQ (100
mg, 0,61 mmol) pomoéu Pd(OAc), (5,47 mg, 0,024
mmol), SPhos (20 mg, 0,049 mmol) i K;PO4 (750 mg, 3,55 mmol). Reakcija je

prekinuta posle 19 sati meSanja na 85 °C. Proizvod se dobija nakon pre¢is¢avanja “dry-
flash” hromatografijom: (SiO,, gradijent: EtOAc/[MeOH/(NHj zas.) = 9/1] = 9/1—-7/3)
kao bezbojna pena koja omekSava na 64-65 °C. Prinos 203 mg (83%).

IR (ATR): 3287sr, 3067}, 2902j, 2845j, 1618sl, 1580j, 1541j, 1450sr, 1396sr, 1342sr,
1261sl, 1225s1, 1139sl, 808sl, 766sr, 736sl, 652sl cm’!, 'TH-NMR (500 MHz, CDCl5):
8,52 (d, 1H, J= 5,4 Hz, H-C(2)), 7,96 (d, 1H, J = 8,5 Hz, H-C(8)), 7,78 (d, 1H, J = 8,4
Hz, H-C(5)), 7,65-7,55 (m, 1H, H-C(7)), 7,45-7,35 (m, 1H, H-C(6)), 6,41 (d, 1H, J =
5,3 Hz, H-C(3)), 5,39 (d, 1H, J = 6,1 Hz, -NH), 3,80-3,65 (m, 1H, ArtNHCH(CH3)-),
2,70-2,63 (m, 2H, -CH,NHCH,CH,Ad), 2,63-2,55 (m, 2H, -CH,CH,Ad), 1,92 (Ss, 3H, -
Ad), 1,85-1,55 (m, 11H, ArNHCH(CH3)CH,-, ArNHCH(CH3)CH,CH>-, -Ad, -NH),
1,50-1,40 (m, 6H, -Ad), 1,31 (m, 3H, J = 6,4 Hz, -CH3), 1,27-1,20 (m, 2H, -CH,Ad).
BC-NMR (125 MHz, CDCl3): 150,88; 148,99; 148,51; 129,78; 128,86; 124,30; 119,55;
118,84; 98,79; 49,67; 48,16; 44,51; 44,29, 42,57; 37,06; 34,13; 31,78; 28,59; 26,40;
20,20. (+1)ESI-HRMS (m/z (%)): 392,30696 ([M+H]", 100); izra¢unato 392,30602
(greska: +2,38 ppm). Mikroanaliza za (C,sH37N3 x H,0O): izraunato C, 76,24; H, 9,60;
N, 10,26; nadeno C 76,28; H 9,30; N 10,19.

HPLC cisto¢a (A= 330 nm) metoda A: RT 1,0000 min., povrSina 98,19%; metoda B:
RT 9,653 min., povrsina 95,14 %.

N*-(1-Adamantilmetil)-V'-hinolin-4-il-propan-1,2-diamin (179)

/@ Prema opStem postupku za dobijanje aminohinolina (116g)

NH

HN/\( N1 jedinjenje 179e dobija se kuplovanjem 4-CQ (81 mg, 0,49
=

@ mmol) 1 amina 112e (110 mg, 0,49 mmol) u fenolu (692 mg,

7,35 mmol). Proizvod 179e se dobija nakon preciS¢avanja
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visestrukom hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, eluent: DCM/(NHj3; zas.) 9/1) 1 flash*
hromatografijom (Biotage SP1 RP kolona, eluent: MeOH/H,0 = 9/1) kao Zuta amorfna
supstanca (102 mg, 60%).

IR (ATR): 3364sr, 3303sl, 2897j, 2843j, 1589j, 1534j, 1483sl, 1453sr, 1395sl, 1366sl,
1300sl, 1246sl, 1161sl, 803sl, 757sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCl3): 8,55 (d, 1H, J =
5,0 Hz, H-C(2)), 7,99 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-C(8)), 7,81 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-C(9)),
7,66-7,61 (m, 1H, H-C(7)), 7,46-7,40 (m, 1H, H-C(6)), 6,38 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-
C(3)), 6,26 (8s, 1H, -NH), 3,38-3,31 (m, 1H, ArNHCH,CH(CHj3)-), 3,07-3,01 (m, 1H,
ArNHCH,CH(CH3)-), 3,00-2,93 (m, 1H, ArNHCH,CH(CHs)-),), 2,44 (ABq, H4, J =
11,4 Hz, -CH,Ad), 2,17 (ABq, Hp, J = 11,4 Hz, -CH,Ad), 2,00 (s, 3H, -Ad), 1,80-1,49
(m, 13H, -Ad, -NH), 1,24 (d, 3H, J = 6,2 Hz, -CH3). "C-NMR (125 MHz, CDCl5):
150,98; 150,12; 148,28; 129,70; 128,93; 124,42; 119,66; 119,04; 98,87; 59,17; 52,29;
46,91; 40,93; 37,22; 33,47, 28,44; 19,53. (H)ESI-HRMS (m/z (%)): 367,25596
([IM+H]", 100); izra¢unato 367,28562 (greska: +1,28 ppm). Mikroanaliza za (C;H3/N;
x 2/3H,0): izracunato C 76,41; H 9,01; N 11,62; nadeno C 76,33; H 8,56; N 11,34.
HPLC cisto¢a (A= 330 nm) metoda A: RT 7,904 min., povrSina 95,56%; metoda B: RT
9,308 min., povrsina 95,43%.

N3-(1-Adamantilmetil)-Nl-hinolin-4-il-butan-1,3-diamin (1799%)

HN/\)\NHﬁ
=
=

N

Prema opstem postupku za dobijanje amina 158 paladijum
katalizovanim aminovanjem hinolina, jedinjenje 179f se
dobija iz amina 112f (370 mg, 1,54 mmol) i 4-CQ (233 mg,
1,42 mmol) pomoc¢u Pd(OAc), (12,8 mg, 0,057 mmol), SPhos

(51,4 mg, 0,11 mmol) i K3PO4 (750 mg, 3,55 mmol). Reakcija je prekinuta posle 19 sati
meSanja na 85 °C. Proizvod se dobija nakon pre¢i§¢avanja “dry-flash” hromatografijom:
(Si0,, gradijent: EtOAc/[MeOH/(NH; zas.) = 9/1] = 9/1—7/3) kao bezbojna pena (473
mg, 91%).

IR (ATR): 3263j, 3067sl, 2900j, 2845m, 1711sl, 1582j, 1541m, 1450m, 1373sl, 1340sl,
1251sl, 1224sl, 1134sl, 808sl, 763m, 735sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls): 8,53 (d,
1H, J = 5,3 Hz, H-C(2)), 7,96 (d, 1H, J = 8,5 Hz, H-C(8)), 7,89 (d, 1H, J = 8,25 Hz, H-
C(9)), 7,60 (t, 1H, J= 17,6 Hz, H-C(7)), 7,34 (t, IH, J= 7,6 Hz, H-C(6)), 7,22 (8s, 1H, -
NH), 6,36 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(3)), 3,50-3,40 (m, 1H, ArNHCH>-), 3,40-3,30 (m,
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1H, AtNHCH5>-), 2,93-2,80 (m, 1H, ArtNHCH,CH,CH(CH3)-), 2,40 (ABq, H4, J= 11,4
Hz, -CH,Ad), 2,30 (ABq, Hp, J = 11,4 Hz, -CH>Ad), 2,10-1,85 (m, 4H, -Ad,
ArNHCH,CH;-), 1,80-1,50 (m, 14H, -Ad, ArNHCH,CH,-, -NH), 1,17 (d, 3H, J = 6,6
Hz, -CH;). ®C-NMR (125 MHz, CDCl3): 151,01; 150,45; 148.25; 129,48; 128,83;
123,97; 120,68; 119,06; 98,24; 60,89; 54,28; 41,52; 41,11; 37,15; 33,41; 33,26; 28,42,
19,82. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 364,27468 ([M+H]", 100); izra¢unato 364,27472
(greska u ppm: -0,12). Mikroanaliza za (C,4H33N3 x H,O):izracunato C 75,55; H 9,25;
N 11,01; nadeno C 75,20; H 8,74; N 10,86.

HPLC cistoca (A= 330 nm) metoda A: RT 7,898 min. Povrsina 97,80%; metoda B: RT
9,348 min., povrsina 97,14%.

N"-(1-Adamantilmetil)-Nl-hinolin-4-il-pentan-1,4-diamin (179¢g)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 158 paladijum

HN/\/YNH\/@ katalizovanim aminovanjem hinolina, jedinjenje 179g se
©\2] dobija iz amina 112g (389 mg, 1,54 mmol) i 4-CQ (231
N mg, 1,41 mmol) pomoc¢u Pd(OAc), (12,7 mg, 0,056

g p g
mmol), 0s ,3 mg, 0,11 mmol) i K3PO4 mg, 3,52 mmol). Reakcija je
1), SPhos (46,3 0,11 ) i KsPO4 (749 3,52 1). Reakcija j

prekinuta posle 19 sati meSanja na 85 °C. Proizvod se dobija nakon preéis¢avanja “dry-
flash” hromatografijom: (SiO,, gradijent: DCM/[MeOH/(NH; zas.) = 9/1] = 9/1—7/3))
kao bezbojna pena (235 mg, 44%).

IR (ATR): 3324sr, 3219sr, 3057sr, 2903j, 2847sr, 1582j, 1460sr, 1435j, 1396sr, 1339sl,
1261sl, 1220sr, 1175sr, 1123sr, 1072sl, 805sl, 764sr, 696sr, 646sl, 545sr cm’. TH-NMR
(500 MHz, CDCl»): 8,54 (d, 1H, J=5,5 Hz, H-C(2)), 7,98 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-C(8)),
7,79 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-C(5)), 7,60 (t, 1H, J = 7,0 Hz, H-C(7)), 7,45-7,35 (m, 1H, H-
C(6)), 6,41 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(3)), 5,55 (8s, 1H, -NH), 3,40-3,25 (m, 2H,
ArNHCH>-), 2,75-2,60 (m, 1H, -(CH3)CHNHCH,Ad), 2,29 (ABq, H4, J = 11,3 Hz, -
CH,Ad), 2,20 (ABq, Hp, J = 11,3 Hz, -CH,Ad), 1,96 (s, 3H, -Ad), 1,89-1,76 (m, 2H,
ArNHCH,CH>-), 1,74-1,59 (m, 7H, -Ad, -NH), 1,58-1,45 (m, 8H, ArNHCH,CH,CH>-,
-Ad), 1,08 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CH;). ®C-NMR (125 MHz, CDCls): 150,73; 149,98;
148,08; 129,58; 129,01; 124,44; 119,67; 118,74; 98,59; 59,34; 53,11; 43,40; 40,95;
37,17; 34,08; 33,28; 28,43; 24,95; 20,48. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 378,28996
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([IM+H]", 100); izradunato 378,29037 (greska: -1,08 ppm). Mikroanaliza za (CysH3sN3
x 3/2H,0): izracunato C 77,08; H 9,40; N 10,79; nadeno C 77,10; H 8,95; N 10,87.
HPLC Ccisto¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,560 min., povrSina 95,16%; metoda B:
RT 8,832 min., povrsina 95,67%.

Nz-[2-(1-Adamantil)etil]-Nl-hinolin-4-il-pr0pan-1,2-diamin (180¢)

= /ﬁ U mikrotalasnoj kiveti se rastvori 4-hlorhinolin (180 mg, 1,10
HN
//\( mmol) i amin 113e (260 mg, 1,10 mmol) u NMP (1,5 mL).

==
N

mikrotalasa u Biotage Initiator 2.5 uredaju tokom 1 sata na 180 °C. Jedinjenje 180e se

Rastvor se deaeriSe, kiveta se ispuni argonom 1 izlozi dejstvu

izoluje nakon viSestruke hromatografije: “dry-flash” (SiO,, eluent: EtOAc/MeOH/(NH;
zas.) 90/9/1 = 95/5) 1 “flash” hromatografije (Biotage SP1-NH kolona, eluent:
heksan/EtOAc = 6/4; RP kolona, eluent: MeOH/H,O = 8/2) kao bezbojna amorfna
supstanca koja omekSava na 102-103 °C. Prinos 229 mg (57%). IR (ATR): 3311sr,
3068sl, 2901j, 2845j, 2677sl, 1660sl, 1618sl, 1582j, 1537sr, 1449sr, 1395sl, 1374sl,
1341sr, 1244sl, 1131sl, 1101sl, 1051sl, 865sl, 809sl, 763sr, 736sr, 702sl cm™. "H-NMR
(500 MHz, CDCl»): 8,53 (d, 1H, J = 5,2 Hz, H-C(2)), 7,97 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-C(8)),
7,79 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-C(5)), 7,65-7,55 (m, 1H, H-C(7)), 7,45-7,35 (m, 1H, H-
C(6)), 6,38 (d, 1H, J = 5,2 Hz, H-C(3)), 5,97 (8s, 1H, -NH), 3,40-3,25 (m, 1H,
ArNHCH,CH(CH3)-), 3,15-3,00 (m, 2H, -ArNHCH,CH(CHs3)-, ArNHCH,CH(CHs)-),
2,80-2,65 (m, 1H, -CH,CH»Ad), 2,65-2,50 (m, 1H, -CH,CH,Ad), 1,93 (m, 3H, -Ad),
1,75-1,55 (m, 6H, -Ad), 1,55-1,45 (m, 7H, -Ad, -NH), 1,35-1,25 (m, 2H, -CH,Ad), 1,22
(d,3H, J = 6,2 Hz, -CH3). *C-NMR (125 MHz, CDCl;): 151,00; 150,03; 148,34;
129,74; 128,94; 124,47; 119,65; 119,01; 98,86; 51,82; 47,39; 45,17, 42,74; 41,31,
37,09; 31,97; 28,63; 19,24 (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 36427416 ([M+H]", 100);
izraCunato 364,27472 (greska: -1,54 ppm). Mikroanaliza za (CysH33N3 x HyO):
izracunato C 75,55; H9,25; N 11,01; nadeno C 75,91; H 8,82; N 11,08.

HPLC ¢istoca (A= 330 nm) metoda A: RT 7,840 min. povrSina 96,96%; metoda B: RT
9,480 min., povrSina 96,39%.
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N’-[2-(1-Adamantil)etil]-N'-hinolin-4-il-butan-1,3-diamin (180f)

Prema opstem postupku za dobijanje amina 158 paladijum
HN/\)\NH\/@ katalizovanim aminovanjem hinolina, jedinjenje 180f se
©f] dobija iz amina 113f (22,6 mg, 0,09 mmol) i 4-CQ (13,4
- = mg, 0,08 mmol) pomoc¢u Pd(OAc), (0,7 mg, 0,003 mmol),
SPhos (2,7 mg, 0,007 mmol) 1 K3PO4 (43,5 mg, 0,20 mmol). Reakcija je prekinuta posle

19 sati meSanja na 85 °C. Proizvod se dobija nakon pre¢i§¢avanja viSestrukom
hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, gradijent: EtOAc, DCM/[MeOH/(NHj3 zas.) = 9/1]
= 9/1-7/3)) 1 “flash® hromatografijom (Biotage SP1: NH kolona, -eluent:
heksan/EtOAc = 7/3; RP kolona, eluent: MeOH/H,O = 9/1) kao bezbojna pena (6,5 mg,
21%).

IR (ATR): 3250sr, 3065sl, 2902j, 2845j, 2675sl, 1664sl, 1618sl, 1584j, 1543sr, 1449sr,
1372sl, 1341sl, 1248sl, 1134sl, 808sl, 763sl, 734sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCl;):
8,52 (d, 1H, J = 5,3 Hz, H-C(2)), 8,08 ($s, 1H, -NH), 7,95 (d, 1H, J = 8,5 Hz, H-C(8)),
7,82 (dd, 1H, J= 0,9 Hz, J = 8,4 Hz, H-C(5)), 7,65-7,57 (m, 1H, H-C(7)), 7,40-7,35 (m,
1H, H-C(6)), 6,31 (d, 1H, J = 5,2 Hz, H-C(3)), 3,50-3,40 (m, 1H, ArNHCH,-), 3,40-
3,30 (m, 1H, ArNHCH>-), 3,05-2,90 (m, 1H, ArNHCH,CH,CH(CH3)-), 2,85-2,70 (m,
1H, -NHCH,CH,Ad), 2,70-2,55 (m, 1H, -NHCH,CH,Ad), 1,94 (s, 3H, -Ad), 1,80-1,55
(m, 8H, ArtNHCH,CH>-, -Ad, -NH), 1,55-1,40 (m, 7H, AtNHCH,CH,-, -Ad), 1,40-1,25
(m, 1H, -CH,Ad), 1,20 (d, 3H, J = 6,6 Hz, -CH3). “C-NMR (125 MHz, CDCl;):
151,18; 150,60; 148,43; 129,59; 128,76; 123,92; 120,80; 119,24; 97,86, 45,51; 42,73,
42,41; 41,90; 41,67 37,10; 33,30; 31,93; 28,63; 20,23. (*)ESI-HRMS (m/z (%)):
378,29011 ([M+H]", 100); izradunato 378,29037 (greska: -0,70 ppm). Mikroanaliza za
(C25H33N3 x 1/2H,0): izracunato C 77,67; H 9,39; N 10,87; nadeno C 77,62; H 9,38; N
10,82.

HPLC ¢istoca (A= 330 nm) metoda A: RT 7,919 min. povrSina 99,19%; metoda B: RT
8,491 min., povrsina 98,62%.
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N*-[2-(1-Adamantil)etil]-V'-hinolin-4-il-pentan-1,4-diamin (180g)
Prema opstem postupku za dobijanje amina 158 paladijum
ieas o
/W katalizovanim aminovanjem hinolina, jedinjenje 180g se
| o . :
S5 dobija iz amina 113g (410 mg, 1,55 mmol) i 4-CQ (231

mg, 1,41 mmol) pomo¢u Pd(OAc), (12,7 mg, 0,056
mmol), SPhos (46,3 mg, 0,11 mmol) i KsPO4 (749 mg, 3,52 mmol). Reakcija je

prekinuta posle 19 sati meSanja na 85 °C. Proizvod se dobija nakon precis¢avanja
viSestrukom hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, gradijent: DCM/[MeOH/(NHj; zas.) =
9/11 = 9/1-7/3)) 1 “flash® hromatografijom (Biotage SP1: NH kolona, eluent:
heksan/EtOAc = 9/1) kao bezbojna pena (293 mg, 53%).

IR (ATR): 3245sl, 3067sl, 2902j, 2845sr, 1616sl, 1582j, 1543sr, 1448sr, 1373sl, 1341sl,
1130sl, 765sl, 638sl, 596sl, 524sl, 49551, 410s] cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCl): 8,55
(d, 1H, J = 5,4 Hz, H-C(2)), 7,98 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-C(8)), 7,77 (d, 1H, J = 8,2 Hz,
H-C(5)), 7,65-7,60 (m, 1H, H-C(7)), 7,45-3,35 (m, 1H, H-C(6)), 6,42 (d, 1H, J = 5,5
Hz, H-C(3)), 5,65 (s, 1H, -NH), 3,40-3,25 (m, 2H, ArNHCH>-), 2,80-2,70 (m, 1H, -
CHNHCH,CH,Ad), 2,70-2,60 (m, 1H, -CH,CH,Ad), 2,60-2,50 (m, 1H, -CH,CH,Ad),
1,94 (s, 3H, -Ad), 1,89-1,75 (m, 2H, ArNHCH,CH,-), 1,73-1,60 (m, O9H,
ArNHCH,CH,CH,-, -Ad, -NH), 1,52-1,45 (m, 6H, -Ad), 1,32-1,24 (m, 2H, -CH,Ad),
1,11 (d, 3H, J = 6,2 Hz, -CHs). *C-NMR (125 MHz, CDCls): 150,93; 149,91; 148,32;
129,72; 128,91; 124,39; 119,73; 118,83; 98,58; 52,91; 44,64; 43,41; 42,59; 41,29,
37,07, 34,42; 31,86; 28,61; 24,96; 20,12. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 392,30476
([IM+H]", 100); izradunato 392,30602 (greska: -0,88 ppm). Mikroanaliza za (CysH37N3
x 2H,0): izracunato C 73,03; H 9,56; N 9,83; nadeno C 73,34; H 9,30; N 9,81.

HPLC cisto¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,675 min., povrSina 97,58%; metoda B:
RT 9,162 min., povrsina 96,45%.

N-(1-Adamantilmetil)-/V-metil-/V'-hinolin-4-il-propan-1,3-diamin (181b)

Prema opStem postupku za N-metilovanje (116a), jedinjenje
HN/\/\N%

| 181b se dobija iz aminohinolina 175b (1,2 g, 3,43 mmol) i
©\)Nj 37% HCHO (529 pL, 6,87 mmol) u prisustvu ZnCl, (936
mg, 6,87 mmol) i NaBH;CN (862 mg, 13,72 mmol). Proizvod se izoluje nakon

precis¢avanja  viSestrukom  hromatografijom:  “dry-flash”  (SiO,,  eluent:
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DCM/MeOH(NH3 zas.) = 95/5) 1 “flash” hromatografijom (Biotage SP1 NH kolona,
gradijent: heksan/EtOAc = 3/7—1/9) kao bela amorfna supstanca (900 mg, 72%).

IR (ATR): 3291sr, 3078sl, 2901j, 2846j, 1659sl, 1619sl, 1584j, 1544m, 1454m, 1374sl,
1342sl, 1229sl, 1176sl, 1132sl, 1104sl, 1042m, 984sl, 887sl, 809sl, 764m, 738sl, 598sl
cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCl5): 8,55 (d, 1H, J = 5,3 Hz, H-C(2)), 7,98 (d, 1H, J =
8,5 Hz, H-C(8)), 7,87 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-C(5)), 7,65-7,55 (m, 1H, H-C(7)), 7,45-7,33
(m, 1H, H-C(6)), 6,98 (Ss, 1H, -NH), 6,38 (d, 1H, J = 5,3 Hz, H-C(3)), 3,47-3,35 (m,
2H, ArNHCH>-), 2,68-2,55 (m, 2H, -CH,NHCH,Ad), 2,40 (s, 3H, -NCH53), 2,08 (s, 2H,
-CH>Ad), 1,95-1,83 (m, 5H, AINHCH,CH>-, -Ad), 1,70-1,40 (m, 12H, -Ad). *C-NMR
(125 MHz, CDCls): 150,86; 150,50; 148,15; 129,42; 128,90; 124,13; 120,36; 119,04;
98,29; 72,53; 60,76; 46,11; 43,86; 41,47; 36,95; 34,77; 28,35; 25,82. (+)ESI-HRMS
(m/z (%)): 364,27455 ([M+H]", 100); izradunato 364,27472 (greska: -0,48 ppm).
Mikroanaliza za (C,4H33N3 x 1/2H,0): izracunato C 77,37; H 9,20; N 11,28; nadeno C
77,49; H9,11; N, 11,36.

HPLC cisto¢a (A = 254 nm): metoda A: RT 7,800 min., povrSina 96,31%; metoda B:
RT 9,266 min., povrsSina 97,32%.

N-[2-(1-Adamantil)etil]-V-metil-N'-hinolin-4-il-propan-1,3-diamin (182b)
M@ Prema opStem postupku za N-metilovanje (116a),
HN "N T . T
: = I jedinjenje 182b se dobija iz aminohinolina 176b (220 mg,
N7 0,60 mmol) 1 37% HCHO (93 uL, 1,20 mmol) u prisustvu
ZnCl, (165 mg, 1,20 mmol) i NaBH3;CN (151 mg, 2,4 mmol). Proizvod se izoluje nakon
prec¢iS¢avanja “dry-flash” hromatografijom: (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH; zas.) =

95/5) kao bela amorfna supstanca (167 mg, 73%).

IR (ATR): 3236m, 3070sl, 2901j, 2844j, 1582], 1544m, 1445m, 1397sl, 1372sl, 1339sl,
12355, 1133sl, 1046sl, 857sl, 808sl, 764sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCls): 8,53 (d,
1H, J = 5,3 Hz, H-C(2)), 7,98 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-C(8)), 7,88 (3s, 1H, -NH), 7,75 (d,
1H, J = 8,2 Hz, H-C(5)), 7,67-7,55 (m, 1H, H-C(7)), 7,45-7,35 (m, 1H, H-C(6)), 6,33
(d, 1H, J = 5,3 Hz, H-C(3)), 3,45-3,35 (m, 2H, ArNHCH>-), 2,70-2,65 (m, 2H, -
CH,NHCH,CH>Ad), 2,55-2,40 (m, 2H, -CH,CH,Ad), 2,35 (s, 3H, -NCH3), 2,00-1,85
(m, 5H, AINHCH,CH>-, -Ad), 1,75-1,65 (m, 6H, -Ad), 1,47 (m, 6H, -Ad), 1,40-1,30
(m, 2H, -CH,Ad). C-NMR (125 MHz, CDCl3): 150,85; 150,69; 147.94; 129,21;
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128,92; 124,16; 120,54; 119,10; 97,91; 57,83; 52,29; 44,18; 42,46, 41,98; 41,36; 37,06,
31,74; 28,56; 24,35. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 378,29024 ([M+H]", 100); izradunato
378,29037 (greska: ppm: -0,36). Mikroanaliza za (C,sH3sN3 x 1/2H,0): izracunato C
77,67; H 9,39; N 10,87; nadeno C 77,22; H 9,44; N 11,03.

HPLC Ccistoc¢a (A = 330 nm): metoda A: RT 7,931 min., povrSina 98,67%; metoda B:
RT 9,534 min., povrSina 96,77%.

N'-(1-Adamantilmetil)-V'-metil-N-hinolin-4-il-butan-1,3-diamin (183f)
J\/\ Prema opStem postupku za N-metilovanje (116a), jedinjenje
e
|

: /l 183f se dobija iz aminohinolina 177f (169 mg, 0,46 mmol) i
SN 37% HCHO (72 uL, 0,93 mmol) u prisustvu ZnCl, (126 mg,

0,93 mmol) i NaBH3CN (117 mg, 1,85 mmol). Proizvod se izoluje nakon preciS¢avanja
viSestrukom hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NH3 zas.) =
95/5) 1 “flash” hromatografijom (Biotage SP1 NH kolona, gradijent: heksan/EtOAc =
3/7—1/9 i RP kolona, gradijent: MeOH/H,O = 8/2—9/1) kao bela amorfna supstanca
(123 mg, 70%).

IR (ATR): 3288sr, 3073sl, 2901j, 2845j, 1618sl, 1581j, 1541sr, 1451sr, 1396sl, 1375sl,
1342sl, 1262sl, 1184sl, 1150sl, 1045sr, 983sl, 945sl, 872sl, 809sl, 763sr, 737sl, 603sl
cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCly): 8,52 (d, 1H, J = 5,2 Hz, H-C(2)), 7,96 (d, 1H, J =
8,4 Hz, H-C(8)), 7,86 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-C(5)), 7,65-7,58 (m, 1H, H-C(7)), 7,43-7,35
(m, 1H, H-C(6)), 6,79 (s, 1H, -NH), 6,42 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-C(3)), 3,95-3,80 (m,
1H, ArtNHCH(CHj3)-), 2,72-2,62 (m, 1H, AcNHCH(CH3)CH,CH,-), 2,52-2,42 (m, 1H,
ArNHCH(CH3)CH,CH>-), 2,33 (s, 3H, -NCHj3), 2,08 (ABq, Ha, J = 14,0 Hz, -CH,Ad),
2,03 (Abq, Hb, J = 14,0 Hz, -CH>Ad), 1,95-1,67 (m, 4H, ArNHCH(CH3)CH>-, -Ad),
1,95-1,85 (m, 1H, ArNHCH(CH3)CH,-), 1,66-1,50 (m, 12H, -Ad), 1,33 (d, 3H, J = 6,4
Hz, -CH;). “C-NMR (125 MHz, CDCls): 150,06; 149,86; 129,23; 128,98; 124,27,
120,42; 119,03; 98,49; 72,33; 58,07; 48,45; 46,42; 41,56; 36,97, 34,76; 33,44; 28,41,
19,62. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 378,29037 ([M+H]', 100); izratunato 378,29037
(greska: -0,02 ppm). Mikroanaliza za (CsH3sN; x 1/2H,0): izracunato C 77,67; H
9,39; N 10,87; nadeno C 77,20; H9,51; N 10,92.
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HPLC cisto¢a (A= 330 nm) metoda A: RT 7,851 min., povrSina 97,80%; metoda B: RT
9,284 min., povrsina 95,71%.

N'-[2-(1-Adamantil)etil]-N'-metil-N*-hinolin-4-il-pentan-1,4-diamin (184g)

J\/v 'L \/ﬁ Prema opStem postupku za N-metilovanje (119a), jedinjenje
HN

184¢ se dobija iz aminohinolina 178g (110 mg, 0,28 mmol) i

X
©<lj ) 37% HCHO (433 puL, 0,56 mmol) u prisustvu ZnCl, (77 mg,

0,56 mmol) i NaBH3CN (71 mg, 1,12 mmol). Proizvod se izoluje nakon precis¢avanja
“dry-flash” hromatografijom (Biotage SP1 NH kolona, gradijent: heksan/EtOAc =
4/6—2/8) kao bela amorfna supstanca (58 mg, 51%). TT = 57-59 °C.

IR (ATR): 2902j, 2845j, 1580j, 1541sr, 1503sl, 1450sr, 1396sl, 1374sl, 1342sl, 1280sl,
1259sl, 12265, 1139sl, 806sl, 765s] cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCls): 8,53 (d, 1H, J =
5,5 Hz, H-C(2)), 7,98 (dd, 1H, J = 0,9 Hz, J = 8,5 Hz, H-C(8)), 7,79 (dd, 1H, J = 0,8
Hz, J= 8,4 Hz, H-C(5)), 7,65-7,60 (m, 1H, H-C(7)), 7,45-7,38 (m, 1H, H-C(6)), 6,43 (d,
1H, J = 5,8 Hz, H-C(3)), 5,55 (8s, 1H, -NH), 3,85-3,65 (m, 1H, ArNHCH(CHs)-), 2,55-
2,30 (m, 4H, -CH,CH,Ad, ArNHCH(CH3)CH,CH,CH>-), 2,21 (s, 3H, -N(CHs»)), 1,91
(s, 3H, -Ad), 1,85-1,50 (m, 10H, ArNHCH(CH3)CH,-, ArtNHCH(CH;3)CH,CH,-, -Ad),
2,50-2,40 (m, 6H, -Ad), 1,32 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CH3), 1,30-1,20 (m, 2H, -CH,Ad).
BC-NMR (125 MHz, CDCls): 150,57; 149,34; 148,17; 129,49; 129,05; 124,40; 119,71;
118,87; 98,84; 57,05; 51,50; 48,20; 42,47, 42,14; 40,56; 37,09; 34,40; 31,73; 28,60;
23,52; 20,24. (HESI-HRMS (m/z (%)): 406,32167 ([M+H]", 100); izradunato
406,32111 (greska: -1,40 ppm). Mikroanaliza za (Cy3H3; N3 x 2/5H,0): izracunato C
71,96; H 9,84; N 9,32; nadeno C 71,92; H 9,40; N 8,92.

HPLC Ccistoc¢a (A = 254 nm): metoda A: RT 7,738 min., povrSina 95,06%; metoda B:
RT 8,521 min., povrsSina 95,10%.

N’-(1-Adamantilmetil)-V-metil-V'-hinolin-4-il-butan-1,3-diamin (185f)

HN

: /
NS
N

Prema opStem postupku za N-metilovanje (116a),
Tﬁ jedinjenje 185f se dobija iz aminohinolina 179f (260 mg,
|

0,72 mmol) 1 37% HCHO (110 pL, 1,43 mmol) u prisustvu
ZnCl; (195 mg, 1,43 mmol) i NaBH3;CN (180 mg, 2,86
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mmol). Proizvod se izoluje nakon precisS¢avanja viSestrukom hromatografijom: “dry-
flash” (SiO,, eluent: DCM/MeOH(NHj zas.) = 95/5) 1 “flash” hromatografijom (Biotage
SP1 NH kolona, gradijent: heksan/EtOAc = 3/7—1/9) kao bela amorfna supstanca (240
mg, 89%).%*

IR (ATR): 3355sr, 3055sl, 2957sr, 2902j, 2845j, 2792sl, 1616sl, 1578, 1538sr, 1494s],
1455sr, 1400sl, 1373sr, 1346sr, 1289sl, 1258sl, 1233sl, 1179sl, 1152sl, 1125sl, 1104sl,
1074sl, 1046sl, 1014sl, 984sl, 950sl, 889sl, 871sl, 802sr, 764sr, 470sl, 448sl, 406sl cm™.
"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 8,55 (d, 1H, J = 5,2 Hz, H-C(2)), 7,96 (d, 1H, J= 7,8 Hz,
H-C(8)), 7,83 (d, 1H, J = 7,6 Hz, H-C(5)), 7,65-7,55 (m, 1H, H-C(7)), 7,45-7,35 (m,
1H, H-C(6)), 6,56 (8s, 1H, -NH), 6,40 (d, 1H, J = 5,2 Hz, H-C(3)), 3,55-3,45 (m, 1H,
ArNHCH;-), 3,45-330 (m, 1H, ArNHCH,-), 2,85-2,75 (m, 1H,
ArNHCH,CH,(CH3)CH-), 2,33 (s, 3H, -NCH5), 2,11 (ABq, Ha, J = 14,1 Hz, -CH,Ad),
2,08 (Abq, Hb, J = 14,1 Hz, -CH,Ad), 2,00-1,85 (m, 1H, ArNHCH,CH>-), 1,81 (s, 3H, -
Ad), 1,70-1,60 (m, 1H, ArNHCH,CH>-), 1,60-1,35 (m, 12H, -Ad), 1,00 (d, 3H, J = 6,7
Hz, -CH;). C-NMR (125 MHz, CDCls): 150,91; 150,37; 148,24; 129,53; 128,90;
124,16; 120,20; 119,13; 98,57; 69,04; 61,23; 42,94; 41,30; 38,77; 36,97; 35,07; 32,57,
28,35. (H)ESI-HRMS (m/z (%)): 378,28906 ([M+H]', 100), izra¢unato 378,29037
(greska: -0,12 ppm). Mikroanaliza za (C,sH3sN; x 2/3H,0): izracunato C 77,08; H
9,40; N 10,79; nadeno C 76,98; H 9,06; N 10,78.

HPLC Cdisto¢a (A= 330 nm) metoda A: RT 7,896 min., povrSina 98,74%; metoda B:
RT9,244 min., povrsina 97,79%.

3-Fluor-hinolin (186)
Rastvor 3-aminohinolina (3 g, 20,96 mmol) u 30 mL 48%

tetrafluorobore kiseline ohladi se na 0 °C, a zatim se u njega lagano

ukapa rastvor NaNO; (1,44 g, 20,96 mmol) u 6 mL vode. Reakciona
smesa se meSa | h na ledenom kupatilu 1 ostavi da se postepeno zagreje do sobne
temperature. U reakciji nastaje diazonijum tetrafluoroborat koji se kao svetlo zuti talog
odvaja vakuum filtracijom. Talog se ispira hladnim etanolom i dietietrom i1 susi pod
vakuumom. Suspenzija diazonijum tetrafluoroborata u toluenu se zagreva 1 hna 110 °C.
Proizvod 186 se izoluje nakon preciS¢avanja “dry-flash” hromatografijom: (SiO;:

eluent: heksan/EtOAc = 9/1) kao svetlo zuti amorfni prah (2,46 mg, 97%).
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IR (ATR): 3414sl, 3064sr, 2927sl, 1652sl, 1612j, 1560sl, 1498, 1463j, 1426sr, 1371sl,
1339;, 12135, 1155j, 984sr, 957sl, 894sr, 859sl, 782sr, 735sr, 710sl, 611sl, 472sl cm’
"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 8,82 (d, 1H, J= 2,8 Hz, H-C(2)), 8,13 (d, 1H, J= 8,5 Hz,
H-C(8)), 7,85-7,75 (m, 2H, H-C(4), H-C(5)), 7,75-7,65 (m, 1H, H-C(7)), 7,65-7,55 (m,
1H, H-C(6)). "C-NMR (125 MHz, CDCls): 156,25 (d, J = 255,0 Hz, C(3)); 145,40
(C(8a)); 141,54 (d, J = 27,6 Hz, C(2)); 129,49 (C(8)); 128,54 (C(7)); 128,42 (d, J= 5.7
Hz, C(4a)); 127,67 (C(6)); 127,27 (d, J = 4,6 Hz, C(5)); 118,32 (d, J = 17,2 Hz, C(4)).
(H)ESI-HRMS (m/z (%)): 148,05503 ([M+H]", 100); izraunato 148,05570 (greska: -
4,52 ppm).

3-Fluoro-4-jod-hinolin (187)

: U hladan (-78 °C) rastvor diizopropilamina (I mL, 7,14 mmol) u

m "1 suvom THF (25 mL) ukapa se 2,5 M rastvor n-butillitijuma u heksanu

N (2,7 mL, 6,80 mmol). Reakciona smesa se me$a 5 min na -78 °C i 30
min. na ledenom kupatilu. Sveze formirani rastvor LDA ohladi se na -85 °C. U ohladeni
rastvor se lagano ukapa rastvor 3-fluor-hinolina (1 g, 6,80 mmol) u suvom THF (5,5
mL). Reakciona smesa se me$a 4 sata na -78 °C i 15 min. na -85 °C. U ohladeni rastvor
ukapa se rastvor I, (1,90 g, 7,14 mmol) u suvom THF (7 mL). MeSanje se nastavi 2 sata
na -78 °C pre nego $to se reakcija prekine hidrolizom (doda se 10 mL rastvora
THF/H,O = 9/1). Proizvod 187 je izolovan preciS¢avanjem sirove reakcione smese
viSestrukom hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, gradijent: heksan/EtOAc = 95/5—9/1)
i “flash” hromatografijom (Biotage SP: NH kolona, gradijent: heksan/EtOAc =
95/5—9/1). Prinos 1,3 g (70%).
IR (ATR): 3069sr, 2924sr, 2854sl, 1586j, 1558, 1491j, 1455j, 1414sr, 1382sl, 1339;,
1306j, 1262sr, 12135, 1141j, 1011sl, 959sl, 920sr, 797sl, 754j, 723sr, 630sl, 506sl cm’!.
"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 8,61 (s, 1H, H-C(2)), 8,09 (dd, 1H, J = 0,6 Hz, J = 8,1
Hz, H-C(8)), 8,02 (dd, 1H, J = 1,5 Hz, J = 8,4 Hz, H-C(5)), 7,75-7,70 (m, 1H, H-C(7)),
7,70-7,62 (m, 1H, H-C(6)). *C-NMR (125 MHz, CDCls): 157,02 (d, J = 252,7 Hz,
C(3)); 145,33 (d, J = 1,8 Hz, C(8a)); 139,85 (d, J = 30,7 Hz, C(2)); 130,87 (d, J = 5,4
Hz, C(5)); 130,62 (C(4a)); 129,86 (C(8)); 129,15 (d, J = 2,7 Hz, C(7)); 129,07 (C(6));
95,19 (d, J = 21,7 Hz, C(4)). (HESI-HRMS (m/z (%)): 273,95195 ([M+H]", 100);
izracunato 273,95235 (greska: -1,46 ppm).

279



4. EKSPERIMENTALNI DEO

Terc-butil-{3-[(3-fluorhinolin-4-il)amino]butil} karbamat (188)

HNJ\/\NHBOC Prema opStem postupku za dobijanje amina 158 paladijum
K F ~| katalizovanim aminovanjem hinolina, jedinjenje 188 se dobija iz

N mono-N-Boc-zasti¢enog butan-1,3-diamina 103f (1,45 g, 7,69
mmol) 1 3-fluoro-4-jod-hinolina 187 (1,75 g, 6,41 mmol) pomoc¢u Pd(OAc), (57,47 mg,

0,26 mmol), DPEphos (276,28 mg, 0,52 mmol) i K3PO4 (3,4 g, 16,02 mmol). Reakcija

je prekinuta posle 19 sati meSanja na 85 °C. Proizvod se dobija nakon pre¢is¢avanja
viSestrukom hromatografijom: “dry-flash” (SiO,, gradijent: DCM/(NH; zas.) =
95/5—7/3) 1 “flash” hromatografijom (Biotage SP1 NH kolona, eluent: heksan/EtOAc
7/3 1 RP kolona, eluent: MeOH/H,0O = 9/1) kao bezbojna pena (1,13 g, 53%).

IR (ATR): 3400sr, 3202sr, 3021sr, 2978sr, 2930sr, 1687, 1601sr, 1576sr, 1536,
1435sr, 1399sr, 1366sr, 1281j, 1253sl, 1233sl, 1173j, 1094sl, 1041sl, 991sl, 947sl,
920sl, 876sl, 797sl, 756sr, 713sl, 664sl, 540sl cm™. H-NMR (500 MHz, CDCl,): 8,53
(d, 1H, J=5,5 Hz, H-C(2)), 7,98 (dd, 1H, J= 0,92 Hz, J = 8,5 Hz, H-C(8)), 7,85 (d, 1H,
J = 8,25 Hz, H-C(5)), 7,63-7,55 (m, 1H, H-C(7)), 7,48-7,40 (m, 1H, H-C(6)), 4,89 (Ss,
1H, -NH), 4,65 (8s, 1H, -NH), 4,25-4,10 (m, 1H, ArNHCH(CH3)), 3,43-3,30 (m, 1H, -
CH,NHBoc), 3,29-3,20 (m, 1H, -CH>,NHBoc), 1,87-1,75 (m, 2H, ArtNHCH(CH3)CH>-),
1,44 (s, 9H, -NHCOO-C(CHs)3), 1,31 (dd, 3H, J = 0,95 Hz, J = 6,4 Hz, -CH;). *C-
NMR (125 MHz, CDCls): 156,05; 145,06 (C(8a)); 143,29 (d, J = 240,1 Hz, C(3));
141,43 (d, J = 27,1 Hz, C(2)); 135,20 (d, J = 4,5 Hz, C(4)); 129,98 (C(8)); 128,07
(C(7)); 125,44 (C(6)); 120,89 (d, J = 4,5 Hz, C(4a)); 120,20 (C(5)); 79,36; 49,46 (d, J =
9,0 Hz, CH);, 38,21; 37,66; 28,34; 22,26. (+)ESI-HRMS (m/z (%)): 334,19276
([M+H]", 100); izra¢unato 334,19253 (greska: +0,67 ppm).

N3-(3-Fluorhinolin-4-il)butan-1,3-diamin (189)
Prema opsStem postupku za deprotekciju Boc zastitne grupe (98a),

jedinjenje 189 se dobija iz mono-Boc zaSti¢enog aminohinolina 188

(1,13 g, 3,39 mmol). Aminohinolin se izoluje nakon “flash”
hromatografije: (Biotage SP1 NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 6/4) kao bela
amorfna supstanca (593 mg, 75%). TT = 94-96 °C.

IR (ATR): 3649sl, 3312, 2971sr, 2873sr, 16005, 1577j, 15405, 1502sl, 1434sr, 1397,
1364sr, 1312sl, 1272sr, 1201sl, 1144sr, 1061sl, 922sl, 887sl, 848sl, 763j, 710sl, 662sl,
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540sl cm™. "TH-NMR (500 MHz, CDCl3): 8,51 (d, 1H, J = 6,0 Hz, H-C(2)), 7,91 (dd,
1H, J = 0,9 Hz, J = 8,4 Hz, H-C(8)), 7,86 (dd, 1H, J = 0,7 Hz, J = 8,5 Hz, H-C(5)),
7,60-7,50 (m, 1H, H-C(7)), 7,48-7,35 (m, 1H, H-C(6)), 6,36 (3s, 1H, -NH), 4,38-4,28
(m, 1H, ArNHCH(CH;)-), 3,05-2,90 (m, 2H, -CH.NH,), 1,88-1,78 (m, IH,
ArNHCH(CH3)CH>-), 1,75-1,63 (m, 1H, ArNHCH(CH3)CH>-), 1,52 (8s, 2H, -NH>),
1,30 (dd, 3H, J = 0,9 Hz, J = 6,4 Hz, -CH3). “C-NMR (125 MHz, CDCls): 145,92
(C(8a)); 142,92 (d, J = 238,3 Hz, C(3)); 141,44 (d, J = 27,1 Hz, C(2)); 135,65 (d, J =
5,4 Hz, C(4)); 129,77 (C(8)); 127,80 (C(7)); 124,94 (C(6)); 121,04 (d, J = 4,5 Hz,
C(4a)); 120,79 (d, J = 5,4 Hz, C(5)); 50,03 (d, J= 9,0 Hz, -CH); 38,92; 38,40; 21,53 (d,
J = 2,7 Hz, -CH3). (HESI-HRMS (m/z (%)): 234,13963 ([M+H]", 100); izradunato
234,14010 (greska: -2,04 ppm).

Nl-(l-Adamantilmetil)-N3-(3-ﬂu0rhinolin-4-il)butan-1,3-diamin (1901)

J\/\ Prema opstem postupku za dobijanje amina 106f reduktivnim
e = NH@ aminovanjem, jedinjenje 190f se dobija iz aminohinolina 189

N
m/ (245 mg, 1,05 mmol) i adamantan-1-karbaldehida (156 mg,
0,88 mmol) pomo¢u AcOH (121 pL, 1,32 mmol) i NaBH4 (200 mg, 5,28 mmol).

Proizvod se dobija nakon precis¢avanja viSestrukom hromatografijom: “dry-flash”
(S10;,, gradijent: DCM/(NHj3 zas.) 95/5—7/3) 1 ”flash® hromatografijom (Biotage SP1
NH kolona, eluent: heksan/EtOAc = 7/3 1 RP kolona, gradijent: MeOH/H,0 = 8/2—9/1)
kao bezbojna pena (196 mg, 49%).

IR (ATR): 3265sr, 2902j, 2845sr, 1601j, 1574j, 1540j, 1496sl, 1451sr, 1398sr, 1366sl,
134551, 1270sl, 1202sl, 1148sl, 759sr cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCLs): 8,51 (d, 1H, J
= 5,7 Hz, H-C(2)), 8,00-7,88 (m, 2H, H-C(8), H-C(5)), 7,60-7,54 (m, 1H, H-C(7)),
7,41-7,35 (m, 1H, H-C(6)), 6,31 (s, 1H, -NH), 4,37-4,27 (m, 1H, ArNHCH(CHs)-),
2,95-2,85 (m, 1H, -CH,NHCH,Ad), 2,85-2,75 (m, 1H, -CH,NHCH,Ad), 2,30 (s, 2H, -
CH,Ad), 2,01-1,96 (m, 3H, -Ad), 1,95-1,85 (m, 1H, ArNHCH(CH3)CH>-), 1,80-1,60
(m, 8H, ArNHCH(CH3)CH>-, -Ad, -NH), 1,60-1,50 (m, 6H, -Ad), 1,30 (dd, 3H, J=0,9
Hz, J = 6,42 Hz, -CH;). “C-NMR (125 MHz, CDCl3): 146,01 (C(8a)); 143,22 (d, J =
238,3 Hz, C(3)); 141,60 (d, J = 27,1 Hz, C(2)); 135,80 (d, J = 5,4 Hz, C(4)); 129,85
(C(8)); 127,90 (C(7)); 124,83 (C(6)); 124,68 (C(4a)); 121,27 (d, J = 5,4 Hz, C(5));
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63,70; 50,44 (d, J = 8,1 CH); 41,06; 37,15; 36,21; 33,33; 28,42; 21,71 (d, J = 2,7 Hz, -
CHa).

HPLC cistoc¢a (A = 330 nm) metoda A: RT 7,545 min., povrSina 99,28%; metoda B: RT
8,251 min., povrsina 99,45%.

N'-[2-(1-Adamantil)etil]-V’~(3-fluorhinolin-4-il)butan-1,3-diamin (191f)

Prema opStem postupku za dobijanje amina 106f

reduktivnim aminovanjem, jedinjenje 191f se dobija iz

aminohinolina 189 (245 mg, 1,05 mmol) 1 adamantil-1-
acetaldehida (156 mg, 0,88 mmol) pomoc¢u AcOH (121 pL,
1,32 mmol) i NaBHs (200 mg, 5,28 mmol). Proizvod se izoluje nakon “flash”
hromatografije (Biotage SP1 SiO, kolona, gradijent: heksan/EtOAc = 7/3—8/2) kao
bezbojno ulje (167 mg, 48%).

IR (ATR): 3302sr, 2904j, 2845j, 1680sl, 1600sr, 1577sr, 1540sr, 1449sl, 1398sr,
1364sl, 1270sl, 1200sl, 1143sl, 762sl, 736sl cm™. "H-NMR (500 MHz, CDCl5): 8,50 (d,
1H, J = 5,5 Hz, H-C(2)), 8,05 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-C(8)), 7,95 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-
C(9)), 7,63-7,56 (m, 1H, H-C(7)), 7,48-7,42 (m, 1H, H-C(6)), 6,21 (s, 1H, -NH), 4,25
(s, 1H, ArNHCH(CH3)), 3,10-3,03 (m, 2H, ArNHCH(CH3)CH,-), 2,85-2,73 (m, 2H, -
CH,CH,Ad), 2,11-2,02 (m, 1H, ArNHCH(CH;3)CH,CH,-), 2,02-1,94 (m, 1H,
ArNHCH(CH3)CH,CH>-), 1,90 (s, 3H, -Ad), 1,75-1,53 (m, 7H, -Ad, -NH), 1,53-1,38
(m, 8H, -CH,Ad, -Ad), 1,30 (d, 3H, J = 6,4 Hz, -CH;). *C-NMR (125 MHz, CDCl;):
145,93 (C(8a)); 142,76 (d, J = 238,3 Hz, C(3)); 141,47 (d, J = 27,1 Hz, C(2)); 135,88
(d, J = 5,4 Hz, C(4)); 129,67 (C(8)); 127,72 (C(7)); 124,55 (C(6)); 121,35 (d, J = 5,4
Hz, C(4a)); 121,15 (d, /= 5,4 Hz, C(5)); 50,24 (d, J = 9,0 Hz, CH); 46,16; 44,69; 44,46;
42,55; 36,98; 35,44; 31,72; 28,52; 21,31 (d, J = 3,6 Hz, -CH3). (+)ESI-HRMS (m/z
(%)): 396,28038 ([M+H]", 100); izra¢unato 396,28095 (greska: -1,45 ppm).

HPLC cistoc¢a (A = 330 nm) metoda A: RT 8,269 min., povrSina 98,91%; metoda B: RT

8,721 min., povrsina 99,15.

ODREDIVANJE ANTIMALARIJSKE AKTIVNOSTI

In vitro eritrocitna aktivnost: Ispitivanje in vitro antimalarijske aktivnosti vrSena

su u Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR) Washington DC, USA prema
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proceduri koju je opisao Desjardins sa saradnicima,” sa modifikacijama koje su razvili
Milhous i saradnici®".

Ispitivanje aktivnosti zasniva se na odredivanju potro$nje “H-hipoksantina od
strane parazita. Inhibicija ugradnje izotopa se pripisuje aktivnosti kontrolne ili ispitivane
supstance. Ugradnja hipoksantina je mera sinteze DNK parazita tako da inhibicija
njegove ugradnje predstavlja meru inhibicije rasta parazita. Kao kontrolne supstance
koriS¢eni su provereni antimalarici. Inkubacioni period je trajao 72 sati, a polazna
parazitemija iznosi 0,4% sa 1% hematokrita. Za razvijanje kulture koriS¢ena je RPMI-
1640 medijum koji ne sadrzi folate i PABA, sa humanom plazmom koja je 10%
dezaktivirana pri normalnoj temperaturi. Za kvantitativno in vitro odredivanje
efikasnosti ispitivanih supstanci koris¢eni su dobro okarakterisani P. falciparum sojevi:
Indochina I (klon W2 rezistentan prema hlorokinu (CQ) i pirimetaminu, a osetljiv
prema meflokinu (MFQ)) i Sierra I/UNC (klon D6 osetljiv prema hlorokinu (CQ) i
pirimetaminu 1 smanjene osetljivosti prema meflokinu (MFQ) 1 halofantrinu) kao 1
sojevi izolovani na Tajlandu (klonTM91-C235 visoko rezistentan prema meflokinu
(MFQ), hlorokinu (CQ) i kininu) i u Brazilu (klon RCS rezistentan prema hlorokinu
(CQ), a osetljiv prema meflokinu (MFQ)). Ispitivane supstance su direktno rastvarene u
DMSO 1 rastvor je razblazivan 400 puta hranljivom podlogom. Pocetne koncentacije
supstance obi¢no su 50.000 ng/mL. Rastvori su potom 11 puta dvostruko razblazivani
do koncentacije koja je 1048 puta manja od polazne. Razblazivanja su vrSena
automatski Biomek 1000 ili 2000 Liquid Handling System instrumentom u
mikrotitarskim plo¢ama sa 96 oglednih mesta. RazblaZeni rastvori (25 pL) ispitivanih
supstanci prebacivani su u ogledne posude, dodavani su rastvori zarazenih eritrocita (po
200 pL; 0,2% parazitemija; 1% hematokrita) i smeSe su inkubirane na 37 ‘C u
kontrolisanoj atmosferi (5% CO,, 5% O, 1 90% N;). Posle 42 sata dodavano je 25 pL
*H-hipoksantina i posude su inkubirane dodatnih 24 sata. Posle inkubacionog perioda
od 72 sata posude su zamrzavane na -70 ‘C da se izvrSi razgradnja eritrocita. Posle
odmrzavanja 1 sakupljanja preko filtera od sinterovanog stakla prebrojavanje uzoraka
vr$eno je scintilacionim brojaem, a rezultati su automatizovano prikupljani softverom
razvijenim u WRAIR-u. Za svaku supstancu odredivan je koncentracioni profil
odgovora i njihove antimalarijske aktivnosti su prikazane kao 50% odnosno 90%

inhibitorne koncentracije (ICsy odnosno ICyy). Dobijene vrednosti ICsyp 1 ICyg
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predstavljaju koncentraciju supstance koja izaziva 50% odnosno 90% inhibicije

ugradnje hipoksantina.

In vivo eritrocitna aktinost: Odredivanje in vivo antimalarijske aktivnosti vr§eno je na

Odeljenju za parazitologiju Instituta za medicinska istrazivanja u Beogradu i u Walter
Reed Army Institute of Research (WRAIR), Silver Spring, SAD, modifikovanom
verzijom Thompson-ovog testa.

Ispitivane supstance su sprasene u avanu, a zatim rastvorene u smesi 0,5%
hidroksietilceluloze 1 0,1% Tween 80 per p.o. U eksperimentima su koris¢eni C57BL6
miSevi (uzgajani u vivarijumu Vojnomedicinske akademije u Beogradu), zenskog pola,
stari 6-9 nedelja, odredene telesne mase 18-20 g na pocetku eksperimenta. MiSevi su
razmesteni u kaveze u grupama od po pet i ostavljeni nedelju dana pre inokulacije da se
aklimatizuju. MiSevi su drzani u kontrolisanim uslovima u rezimu dvanaesto¢asovnog
svetla 1 dvanaesto¢asovnog mraka na 25 °C. Redovno im je davana hrana i voda, a
kavezi su presvlaeni i posude sa vodom menjane dvaput nedeljno. MiSevima su
intraperitonealno ubrizgani eritrociti (1 x 10°) inficirani ANKA sojem Plasmodium
berghei, koji se in vivo odrzava kroz serijske intraperitonealne (i.p.) pasaze u C57BL/6
misevima (0. dan). Ispitivana jedinjenja su na inficiranim miSevima primenjena oralno,
u volumenu od 200 pL, jednom dnevno 3., 4. 1 5. dana posle inokulacije. Parazitemija je
odredivana 3. dana, a zatim dva puta nedeljno tokom ostalih trideset dana posmatranjem
krvnih razmaza pod svetlosnim mikroskopom koji se dobijaju uzimanjem krvi iz repa
eksperimentalnih miseva, fiksiranjem metanolom i bojenjem Giemsa-om.

Netretirani kontrolni misevi su uginuli 6-7 dana od infekcije. MiSevi koji su
doziveli dan 31, bez parazitemije, smatraju se izleCenim.

Sve eksperimentalne procedure na misevima odobrene su od strane Etickog

odbora Instituta za medicinska istrazivanja.

In vitro aktivnost u fazi jetre: Ispitivanje antimalarijske aktivnosti u fazi jetre

vrSena su na Institutu za molekularnu medicinu, Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Lisabonu, Portugal. Inhibicija infekcije u fazi jetre testiranih jedinjenja odredivana je
merenjem intenziteta luminescencije u Huh7 ¢elijama zarazenim luciferaza

eksprimujuéim P. berghei sojem, prema prethodno opisanoj proceduri.®’ Huh7 éelije,
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linija humanog hepatoma ¢elija su uzgajane na 1640 rpml medijumu oboga¢enom sa
10% v/v fetalnog govedeg seruma, 1% v/v neesencijalnim aminokiselinama, 1% v/v
penicilin/streptomicinom, 1% v/v glutaminom, i 10 mM 4-(2-hidroksietil)- 1-piperazin-
etansulfonskom kiselinom (HEPES), pH 7, na 37 ° C u kontrolisanoj atmosferi (5%
CO,). Za potrebe eksperimenta Huh7 celije su zasejane na ploci sa 96 oglednih mesta
(1,0 x 10" po bazengiéu) dan pre tretiranja lekovima i inokulacije. Medijum je zamenjen
medijumom koji sadrzi odgovarajuéu koncentraciju jedinjenja priblizno 1 h pre
infekcije sa sporozoitima koji su sveze izolovani iz pljuvacnih zlezda zarazenih Zenki
komarca roda Anopheles stephensi 1 dodatno centrifugirani na 1700g tokom 5 min. 48 h
nakon infekcije nivo parazitemije meren je bioluminiscentnim testom (Biotium). Efekat
jedinjenja na odrzivost Huh7 ¢elija procenjen je AlamarBlue testom (Invitrogen, UK)
prema protokolu proizvodaca.

In vivo aktivnost u fazi jetre: C57BL/6J miSevi su intravenski inficirani 5 x 10°

luciferaza eksprimuju¢éim P. berghei ANKA sporozoitima, koji su prethodno sveze
izolovani iz pljuvaénih zlezda inficiranith komaraca roda Anopheles stephensi.
Jedinjenje je aplicirano intraperitonealno 24 h pre (D - 1), na dan (DO0) i 24 h nakon (D
+ 1) inokulacije miSeva. Ekvivalentna koli¢ina jedinjenja je ubrizgana i grupi kontrolnih
miSeva. Nivo parazitemije u jetri (in vivo ) moze se odrediti kvantitativno: qRT-PCR
analizom®” ili merenjem luminiscencije™".

Za potrebu qRT-PCR analize jetre su prikupljene 48 h nakon inokulacije
miSeva sporozoitima i homogenizovane u rastvoru za denaturizaciju (4 M guanidin
tiocianat, 25 mM natrijum citrata [pH 7], 0.5% sarkozil 1 0,7% p-merkaptoetanola u
dietil pirokarbonatu). Ukupna RNK je ekstrahovana pomoc¢u Qiagen RNeasy mini kita
prema uputstvima proizvodaca. Za merenje infekcije RNK je prevedena u cDNK
pomocu Nzitech kita prema protokolu proizvodaca. Za kvantitativnu “real-time* PCR
analizu (qQRT-PCR) koris¢em je Applied Biosystems Power SYBR green PCR master
mix prema uputstvu proizvodaca na ABI Prism 7500 Fast sistemu (Applied
Biosystems). Amplifikacione reakcije su izvodene u ukupnoj reakcionoj zapremini od
20 puM, koris¢enjem 1 pg cDNA i 18S rRNA gena P. berghei ANKA ili gem specificnih
prajmera. Relativna koli¢ina mRNA P. berghei izraCunata je preko koliCine gena za
hipoksantin guanin fosforibozil transferazu (HPRT). Primer sekvence specificne za

svaki gen su sledece: za 18S rRNA gen P. berghei ANKA, 5'-AAG CAT TAA ATA
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AAG CGA ATA CAT CCT TAC-3"1 5'-GGA GAT TGG TTT TGA CGT TTA TGT
G-3'; za HPRT gen misa, 5-TGK TCG AGA TGT GAT GAA GG-3'1 5-TCC CCT
GTT GAC TGG TCA TT-3'; za humani HPRT gen, 5'-TGK GTK AGA TGT GAT
GAA GG-3'15-TCC CCT GTT GAC TGG TCA TT 3'. Za bioluminiscentna merenja,
mi$§ je inficiran luciferaza eksprimuju¢im P. berghei sporozoitima, a merenje

opterecenosti jetre parazitima vrSeno je 46 h nakon subkutalnog injektiranja luciferina.

ODREDIVANJE CITOTOKSICNOSTI

In vitro na ¢elijsku liniju RAW 264.7: Za ispitivanje citotoksicnosti koristi se

Biomek 2000 robot. U 96 oglednih mesta 12 sati pre analiziranja, poseju se celijske
linije, 2,5 x 10* celija/ogledno mesto u zapremini od 170 pL. Smesa ispitivane
supstance (0,29-48 ng/mL) inkubira se 48 sati na 37 °C u prisustvu 5% CO,. Odrzivost
éelija se odeduje MTT metodom (thiazolyl blue reduction).”® Svako ogledno mesto
sadrzi pozadinu, metu i DMSO kontrolu. Svi eksperimenti vr$e se u dve probe.

Inhibitorna koncentracija (ICsp) ispitivanih jedinjenja je odredivana pomocu
GraphPad Prism (sigmoidal doseresponse, variable slope).

In vitro na Celijsku liniju HepG2: Jedinjenja su testirana na HepG2 ¢elijsku liniju
254

prema standardnom protokolu.

In vitro (akutna toksi¢nost): U eksperimentima je koriS¢ena grupa od pet

C57BL/6 miSeva Zenskog pola, tezine oko 20 g (prosecne starosti 10-12 nedelja).
Rastvor ispitivanih jedinjenja u DMSO je apliciran oralno 160 mg/kg/dnevno, zdravim
miSevima tri dana uzastopno. Izgled i individualno ponasanje miseva praceno je dva
puta dnevno, tokim 31 dana, u cilju otkrivanja otvorene klinicke manifestacije

toksi¢nost.

ODREDIVANJE METABOLICKE STABILNOSTI

Metabolicka stabilnost jedinjenja u mikrozomalnoj suspenziji jetre: Za

ispitivanje metabolic¢ke stabilnosti koris¢en je TECAN Genesis robotic procesor sa 96
oglednih mesta prema WRAIR SOP SP 01-02 protokolu.*® Inkubiranje je vrieno u 0,1
M natrijum fosfatnom puferu (pH 7,4) u prisustvu NADPH-regeneriSuceg sistema
(NADP + natrijumova so, MgCl, x 6H,O 1 glukoza-6-fosfat). SmeSa ispitivane
supstance (10 uM), mikrozoma (1 mg/ml), pufera i NADPH inkubirana je na 37 °C.
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Reakecija je inicirana dodavanjem glukoze-6-fosfata dihidrogenaze (G6PD). Posle 0, 10,
20, 30 1 60 minuta reakcija je zaustavljana dodavanjem odredene zapremine hladnog
metanola. Protein je talozen centrifugiranjem, a rastvor analiziran LC/MS-MS sistemom
primenom brzog LC gradienta ili izokratskom metodom. Analiziranje hromatograma
vrSeno je pomocu softvera Xcalibur QuanBrowser koji je razvijen za maseni
spektrometar ili MassLynx za Waters instrumente. Koncentracija polazne supstance
izraCunavana je iz povrSine pika na osnovu odgovarajuce kalibracione krive. Pri
izraCunavanju vremena poluzivota, pretpostavljeno je da je raspad prvog reda. Uraden je
grafikon zavisnosti prirodnog logaritma koncentracije (InC) od vremena. Nagib krive
predstavlja -k, a vreme poluzivota se racuna iz obrasca 0,693/k.

Za indentifikaciju metabolita, uzorci su pripremani prema WRAIR/ET SOP SP
01-01 protokolu. Uzorci su analizirani LC-MS/MS sistemom LC gradientnom
metodom. Kao potvrda da su detektovani joni rezultat isklju¢ivo metabolickih procesa,
izvrSena je MS/MS spektrometrijska analiza ispitivanog jedinjenja i pretpostavljenih
metabolickih  proizvoda. Hromatogrami su analizirani programom Xcalibur
QuanBrowser. Koli¢ina nastalih metabolita odredivana je semi-kvantitativnom
metodom zato §to standardni uzorci metabolita nisu dostupni i metodom internog
standarda.

Metabolic¢ka stabilnost jedinjenja u hepatocitima: (odredivana u Cyprotex US,

LLc, Watertown, MA) Jedinjenje se inkubirana u duplikatu sa zaledenim hepatocita
doveka odnosno misa na 37 °C. Celije se odmrznu i nakon 30 min termostatiranja na 37
°C dodaje se, uz lagano mesanje, testirano jedinjenje do krajnje koncentracija od 1 uM.
Celijska suspenzija se inkubira na 37 °C, a zatim u odredenim vremenskim intervalima
(0, 10, 20, 30 i 60 minuta) reakcija prekida dodavanjem jednake zapremine ledenog
rastvora metanola koji sadrzi interni analiticki standard. Zaustavljene reakcije se
inkubiraju 10 min na ledu, a zatim se u njih dodaje dodatna zapremina vode.
Centrifugiranjem uzoraka uklonja se istaloZeni protein, a supernatant se analizira
pomoc¢u LC-MS/MS sistema, MRM metodom. Nastajanje o¢ekivanih proizvoda I i 11
faze metabolizma (proizvodi oksidacije, demetilovanja, dehidrogenizacije, konjugati sa
glukuronskom kiselinom kao 1 kombinacija oksidacije i1 gradenja konugata sa
glukuronskom kiselinom) prati se SRM metodom. Koncentracija polazne supstance

izraCunava se iz povrSine pika na osnovu odgovarajuce kalibracione krive. Pri
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izraCunavanju vremena poluzivota, pretpostavlja se da je raspad prvog reda. Radi se
grafikon zavisnosti prirodnog logaritma koncentracije (InC) od vremena. Nagib krive
predstavlja -k, a vreme poluzivota (ti2) se racuna iz obrasca 0,693/k. Unutrasnji klirens
(Clint - Intrinsic Clearance), odnosno brzina kojom se jedinjenje metaboliSe iz
hepatocita misa (Cliy: (m)) odnosno ¢oveka (Cliy (m)) izracunava se po formuli:

Clinn=kx V=(V x0,693)/t12;

V = (mikrozomalni sadrzaj proteina po gramu jetre) / (koncentracija
mikrozomalnog proteina u inkubacionom puferu)

Kao kontrolne probe koriste se Verapamil (Cliy (h) = 11,9 uL/min/10° éelija i
Clint (m) = 29,5 pL/min/ 10° ¢elija) 1 Varfarin (Cliy (h) < 1,4 pL/min/ 10° ¢elija 1 Clip (m)
< 1,4 pL/min/10° éelija).

ODREDIVANJE INHIBICIJE GRADENJA f-HEMATINA

Inhibicija gradenja B-hematina odredivana je prema proceduru koju je opisala
Taramelli sa saradnicima.”*' U 50 uL 16 mM rastvor hemina u DMSO dodat je 80 mM
rastvor supstance u DMSO (u dozama od 0,125 do 5 mol ekv u odnosu na hemin) i 100
pL ultraciste vode, a zatim je formiranje B-hematina inicirano dodavanjem 200 pL. 8 M
acetatnog pufera (pH 5,2) (ukupna koncentracija jedinjenja u DMSO je 25%). Uzorak je
inkubiranl8 h na 37,0 + 0,1 °C, formirani beli talog B-hematina izdvojen
centrifugiranjem rastvoren je u 1 mL 0,1 M NaOH. Alikvot od 10 pL je prebacen na
mikroplo¢u sa 96 oglednih mesta i razblazen sa 190 uL 0,1 M NaOH (200 pL 0,1 M
NaOH je koris¢eno kao slepa proba). Apsorpcija je merena na 405 nm sa korekcijom na
670 nm. Za izradu kalibracione krive koriS¢eni su rastvori hemina u 0,1 M NaOH u

opsegu Crg= (0,4-4,0) x 10° M.

ODREDIVANJE KISELINSKE KONSTANTE (pKa)

Kiselinska konstanta (pKa) jedinjenja odredivana je potenciometrijskom metodom u
smesi rastvaraca MeOH : HO (1 : 1, v:v)na T =25+ 1 °C pri konstantnoj jonskoj sili
(I=0,1 (NaCl)). 0,1 M NaOH i 0,1 M HCI rastvori su pripremljeni u MeOH : H,O (1 :
1, v : v) 1 potenciometrijski standardizovani. Supstanca je rastvorena u MeOH, dobijen
rastvor je razblaZzen ekvivalentnom zapreminom 0,2 M vodenog rastvora NaCl (¢ =

(0,5-1,1) x 10 M). Neposredno pred titraciju u 4,00 mL odmerene probe dodato je

288



4. EKSPERIMENTALNI DEO

100,0 pL. 0,1M standardnog rastvora HCI. Sve probe su titrovane 0,1 M standardnim
rastvorom NaOH inkrementima od 2,0 pL u pH opsegu od 1,8-12,2. Kiselinske
konstante (pKal i pKa2) su odredene iz Cetiri ponovljene titracije koriste¢i HyperQuad

2008 softver.?°

INHIBICIJA hERG KANALA

Testom se ispituje kardiotoksi¢nost jedinjenja, potencijal jedinjenja da
blokiranjem hERG K kanala (kanali za brzu faznu repolarizaciju K struje) produzi Q-
T interval u elektrokardiogramu (EKG) i dovede do aritmije. Inhibitorna aktivnost
jedinjenja procenjivana je u Cyprotex US, LLc, Watertown, MA, prema standardnom
protokolu.

Eksperimenti se izvode na IonVorks™ HT instrumentu (Molecular Devices
Corporation), koji automatski obavlja elekrofizioloSka merenja u 48 pojedinacnih Celija
istovremeno na specijalizovanoj plo¢i sa 384 oglednih mesta (PatchPlateTM). Tokom
ogleda celijska suspenzija, pufer i rastvori testiranih jedinjenja su termostatirani na
sobnoj temperaturi. U eksperimentu su koriS¢ene celije jajnika kineskog hrcka (CHO)
stabilizovane transfekcijom sa hERG (Celijska linija dobijena iz Cytomyx, UK).
Jednocelijska suspenzija je pripremljena u ekstracelularnom rastvoru (Dulbecc
fosfatnim puferom sa kalcijum i magnezijum pH 7-7.2) i alikvot je automatski
rasporedivan na ogledna mesta PatchPlateTM. Postavljanjem ¢elije iznad malih otvora
na dnu svakog oglednog mesta primenom vakuuma ispod ploce formira se elektri¢ni
kontakt. Vakuum se uspostavlja preko zajednicke komore u svim oglednim Supljinama
ispunjenim intracelularnim rastvorom (pH 7.2 sa HEPES). Otpor svakog elektri¢cnog
kontakta se meri preko zajednicki uzemljene elektrode (0 V) u intracelularnom prostoru
1 individualnih elektroda postavljenih u svaku od oglednih Supljina.

Elektri¢na provodnost u ¢eliji se postize postavljanjem proto¢nog perforacionog
agensa, amfotericina, ispod PatchPlateTM ploce i meri se hERG struje pre dododavanja
ispitivanog jedinjenja. Elektrodom se, na 15 sekundi, preko ekstracelularnog odeljka,
dovodi napon od -80 mV. hERG kanal je zatim aktiviran primenom depolarizujuc¢eg
koraka od +40 mV u trajanju od 5 sec, a odmah zatim — 50 mV tokom 4 sekundi da bi

se izazvale hERG struja pre povratka na -80 mV za 0,3 sekundi.
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Testirano jedinjenje (rastvora jedinjenja u DMSO se rastvori u ekstracelularnom
rastvoru da krajnja koncentracija DMSO bude 0,25%) je zatim automatski prebacuje na
gornji otvor PatchPlateTM ploc¢e sa 96 oglednih Supljina. Testirano jedinjenje se ostavi
u kontaktu sa ¢elijama za 300 sekundi pre merenja struje tokom promene napona u
koracima po ranijem protokolu koji je koriS¢en za merenje struje pre dodavanja
ispitivanog jedinjenja. Kinidin, kao provereni hERG inhibitor, je kori§¢en kao pozitivna
kontrola, dok je pufer koji sadrzi 0,25% DMSO koris¢en kao negativna kontrola.

Dobijeni rezultati se ponavljaju u slucaju da ICsy vrednosti kinidina ili rezultati
negativne kontrole odstupaju. Eksperiment je ponavljan cetiri puta pri svakoj
koncentraciji. Samo ¢elije kod kojih je elektri¢na otpornost kontakta veca od 50 miliona
oma (MOhm) i pocetna struja ne manja od 0,1 nA su koriS¢ene za procenu hERG
blokade. Uraden je grafikon zavisnosti izmerene jacine struje posle dodavanja jedinjenja
izrazene kao procenat izmerene jacina struje pre dodavanja jedinjenja od koncentracije

ispitivanog jedinjenje. ICsy vrednosti se izraunava prema datoj formuli:

Y = [(Ymax-Ymin)/1-++(X/X50)°] + Ymin

Y = (ja¢ina struja posle dodavanja jedinjenje/jaCina struja pre dodavanja
jedinjenja) x 100; X = koncentracija; Xso = koncentracija potrebna da inhibira jacinu

struje za 50% (ICsg) 1 s = nagib krive.

AMES TEST

Mutageni potencijal ispitivanog jedinjenja procenjivan je u Cyprotex US, LLc,
Watertown, MA, prema standardnom protokolu. Test se vr§i na mutantima S.
typhimurium TA98 1 S. typhimurium TA100 koji poseduju tackaste mutacije na kodu
(triplet nukleotida na DNK) i1 kao tako nefunkcionalni ne mogu da sintetiSu histidin
(His). Svi sojevi Salmonelle typhimurium 1 normalni (wild types) i mutanti mogu se
razvijati samo u medijumu u kome je prisutan His. U prisustvu genotoksi¢ne supstance
(mutagene) odvija se reverzna tackasta mutacija (izmena baza ili frame-shift), na ovom
ve¢ mutiranom kodu i stvara se funkcionalni kod (moguca sinteza His) te je mogué

razvoj novoizmenjenog soja S. Typhimurium.
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Priblizno desetak miliona bakterija mutanta S. typhimurium se inkubira u
triplikatu u prisustvu Sest serija razblaZenja ispitivane supstance, negativne kontrolne i
pozitivne kontrolne probe (2-aminoantracen, 2-nitrofluoren, 4-nitrohinolon-N-oksid) na
37 °C tokom 90 minuta u medijumu koji sadrzi nisku koncentraciju histidina. Kulture se
zatim razblaZe indikatorskim medijumom kome nedostaje histidin 1 rasporede na 48
oglednih mesta na MPF mikro-ploce sa 384 oglednih mesta. Ploca se inkubira 48 ¢asova
na 37 °C, a zatim se vr$i prebrojavanje oglednih mesta na kojima je doslo do rasta ¢elija
(rast ¢elija rezultira promenom boje uzorka na oglednom mestu), pri ¢emu se broje
jedino ogledna mesta kod kojih je doslo do porasta kolonija najmanje dva puta u odnosu
na ogledno mesta sa kontrolom (mutant kome nije dodata ispitivana supstanca).

Da li su metaboliti ispitivane supstance genotoksic¢ni utvrduje se dodatkom S9
frakcije jetre (subcelijska frakcija hepatocita pacova tretiranih Arocol 1254) bogate
enzimima za metabolizam ksenobiotika u medijumu za uzgajanje bakterijskih kultura u

konacnoj koncentraciji od 4,5%.

ODREDIVANJE PROCENTA INHIBICIJE METALOPROTEAZE BOTULINUM
NEUROTOKSINA TIPA A (BoNT/A LC)

In vitro: odredivanje in vitro inhibitorne aktivnosti sintetisanih jedinjenja prema
BOoNT/A LC izvrieno je postupkom opisanim u literaturi.’*® U testu je korid¢en
sinteti¢ki heptadeka polipeptid, koji ima istu sekvencu aminokiselina kao i SNAP-25 na
segmentu 187-203.

Smesa za analizu sadrzi: pufer 50 mM HEPES-0,005% Tween, 0,2 mg/mL
albumina iz seruma goveceta (pH=7,4), rekombinantnu BoNT/A LC metaloproteazu,
peptidni supstrat 1 razli¢ite koncentracije inhibitora. Jedinjenje MV150, potvrdeni
inhibitor BoONT/A LC, kori$¢eno je kao pozitivna kontrola. Posle inkubiranja na 37°C
tokom 10 minuta, proteoliticka reakcija je prekinuta dodatkom TFA. Koli¢ina
hidrolizovanog  supstrata posle inkubacije odredena je reversno-faznom
hromatografijom. Odredivanje procenta inhibicije vrSeno je poredenjem sa DMSO
kontrolnim uzorcima, a vrednosti su dobijene trostrukim ponavljanjem eksperimenta. (U

odnosu na standard NSC240898).
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Vrednost K se odreduje pomocu Dixon-ove metode K; =K,,(nagib x Vmax x S),
S = koncentracija supstrata, 1 predstavlja srednju vrednost konstanti inhibicije iz tri
eksperimenta sa devet razli¢itih koncentracija.

Ex vivo (inhibitorno dejstvo jedinjenja pre intoksikacije neurotoksinom): Celije

izolovane iz kicmene mozdine, Sest dana starog, embriona pileta kultivisane su Kuhn-
ovom metodom,”’ prema ranije opisanoj proceduri.”® Izolovane ki¢mene mozdine se
tretiraju tripsinom 25 min, oslobodene celije se usitne i1 zaseju na Dulbecco
modifikovanu Eagle hranljivu podlogu, 1 h, ¢ime se u posudi za kulturu povecéanje
koli¢ine neuronskih u odnosu na koli¢inu ne-neuronskih ¢éelija. Celije koje su iz
suspenzije odvojene centrifugiranjem (6 min na 1250 rpm) prenete su u Liebovitz L15
medijumu sa 10% fetalnim govedim serumom i N3 suplementima i stavljene na ploc¢u
Sest oglednih mesta, koja su prethodno oblozena poli-L-lizinom (1 mg/mL preko no¢i),
zatim sa lamininom (7-10 ug/mL za 3-4 h). Neuroni su inkubirani preko no¢i na 37 © C
u kontrolisanoj atmosferi (5% CO;). Neuronske celije su inkubirane sa inhibitorom 45
min i 3,5 h sa 10 nM BoNT/A i inhibitorom. Celije su zatim isprane svezim medijumom
kulture i prebacene u epruvete. Rastvor je centrifugiran i supernatant je uklonjen i
zamenjen sa 30 pL pufera za liziranje ¢elija. Rastvor je ostavljen preko no¢i na -80 ° C,
sutradan odmrznut, epruveta sa rastvorom kratko stavljena na Vortex-u, a zatim rastvor
inkubiran na ledu tokom 10 min. Lizati su zatim centrifugirani pri velikoj brzini na 4 °
C tokom 30 minuta da bi se iz rastvora uklonili ostaci proteina. Ukupna koli¢ina
proteina odredena je Bradford-ovim esejom. Za SDS-PAGE koris¢eni su 12% gelovi i
proteini su blotovani u PDF-membrane. Za Western-blot tehniku koris¢en je 1:2500
rastvor anti-SNAP-25 antitela (Covance Research Products Inc, Berkli, CA) u SMI-81 i
1: 20000 peroksidaza iz rena (HRP) konjugovana sa anti-misjim antitelima koze (Pierce,
Rockford, IL). Western-blot je izazvan hemiluminiscentnim supstratom i snimljen
pomocu BioRad Versadoc sistema. Proteinske trake su kvantifikovani denzitometrijski
pomoc¢u Quantity softvera (BioRad, Hercules, CA).

In vivo (inhibitorno dejstvo jedinjenja nakon intoksikacije neurotoksinom):

Motorni neuroni dobijeni iz embrionalnih mati¢nih celija miSa tretiraju se 20 uM
rastvorom jedinjenja 30 min pre dodavanja 250 uM nM BoNT/A. Nakon intoksikacije
ploca je imunostabilizovana antitelima osetljivim 1 neosetljivim na hidrolizu SNAP-25.

Stepen hidrolize SNAP-25 proteina odredivan je Li-Cor imagining esejom.
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U okviru ove doktorske teze izvrSena je sinteza serije aminohinolinskih derivata
kod koje su adamantanski fragmenti preko amido-aminskih i diaminskih premostnih
nizova povezani za razli¢ito supstituisana hinolinska jezgra. Odredena je antimalarijska
1 in vitro inhibitorna aktivnost sintetisanih jedinjenja na BoNT/A LC metaloproteazu.

Vecina sintetisanih aminohinolinskih derivata poseduje zadovoljavajucu in vitro
antimalarijsku aktivnost, pri ¢emu su najviSu, jako dobru, in vivo inhibitornu aktivnost
(prema P. berghei, u aseksualnoj eritrocitnoj fazi u uslovima modifikovanog
Thompson-ovog testa) ispoljile 106f i 168f izostere. U vec¢im dozama derivati ne
pokazuju razliku u aktivnosti. Prilikom oralne primene u dozi od 160 i 80 mg/kg/danu
ova jedinjenja dovode do izleCenja 5 od 5 inficiranih miSeva (MCD za oba jedinjenja
iznosi 80 mg/kg/dan). Razlika u aktivnosti izostera postaje primetna tek pri nizim
dozama. Jedinjenje 106f u dozama od 40 i 20 mg/kg/dan omogucuje privremeno
suzbijanje infekcije ispod nivoa detekcije pri ¢emu pokazuje aktivnost i pri nizim
dozama (MAD jedinjenja 106f je 10 mg/kg/dan), dok je jedinjenje 168f neaktivno u
dozama od 20 i 10 mg/kg/danu. Rezultati BHIA testova daju indikacije o mehanizmu
dejstva i upucuju na to da jedinjenja u eritrocitnoj razvojnoj fazi parazita uti¢u na proces
detoksifikacije u FV (pri ¢emu je zapazeno da se fluorovani derivat dvostruko bolje
vezuje za hematin u odnosu na H-izosteru).

Jedinjenje 168f antimalarijsku aktivnost dodatno iskazuje u fazi jetre i to je prvi
aminohinolinski derivat koji znacajnu inhibitornu aktivnost pored eritrocitne ispoljava i
u egzoeritrocitnoj razvojnoj fazi parazita (ICso(168f) = 0,3 uM). U in vivo
eksperimentima vrsenim na miSevima inficiranim sporozoitima P. berghei u dozi od 80
mg/kg 168f snizava nivo parazitemije za 92%.

Dodatna farmakoloska ispitivanja su pokazala da derivat 168f nije toksican,
nije mutagen, poseduje dobar hERG profil i metabolicki je stabilan u hepatocitima.
Nakon dvocasovne inkubacije u hepatocitima coveka 1 miSa MS/MS spektroskopijom
pored polaznog jedinjenja 168f, detektovani su samo monohidroksilovani i
dihidroksilovani metaboliti. Mehanizam kojim jedinjenje 168f iskazuje dejstvo u fazi

jetre je nepoznat. Imajuci u vidu da jedinjenje nije pokazalo toksi¢ni efekat u in vivo
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eksperimentima vrSenim na miSevima u periodu duzem od 31 dana (MTD > 480 mg/kg)
moze se zakljuciti da je i njegov glavni monohidroksilovani metabolit netoksi¢an, pa bi
predstoje¢e analize trebalo da obuhvate njegovo izolovanje, karakterizaciju i
odredivanje njegove antimalarijske aktivnosti.

Na osnovu dobijenih vrednosti inhibicije metaloproteaze botulinum
neurotoksina tipa A (BoNT/A LC) sintetisanih aminohinolina, vidi se da pojedini
derivati pri koncentraciji od 20 pM vrSe umerenu inhibiciju metaloproteaze: 116b
(71%), 116f (67%), 114f (65%), 107f (64%), 111¢ (63%) i 111b (61%). Derivati 116f i
116b poseduju najvisu ex vivo inhibitornu aktivnost i pri koncentraciji od 10 uM ili 20
puM, primenom 30 min pre intoksikacije motornog neurona holotoksinom BoNT/A Stite
SNAP-25 protein od hidrolize 63% (116f); 56% (116b) odnosno 72% (116f); 51%
(116b). Dodatno, kada se primeni 30/60 min nakon intoksikacije jedinjenje 116b
inhibira hidrolizu SNAP-25 od 46% odnosno 40%. Jedinjenje 116f, pri istim
eksperimentalnim us/ovima ne pokazuje inhibitornu aktivnost.

Nepostojanje direktne zavisnosti izmedu strukture i rezultata bioloskih testova
pokazatelj je razliCitih mehanizama kojima adamantanski aminohinolini deluju na istu
ili razliCite patogene mete. Od sintetisanih derivata najviSu in vitro antimalarijsku
aktivnost iskazuju 4-aminohinolini ra¢vastog (N-C(a)-C(a')-N-C(a")-Ad) niza kod kojih
je mesto grananja u susedstvu hinolinskog jezgra (Me-C(a)); 106f je in vivo najaktivniji
derivat u eritrocitnoj fazi, dok u fazi jetre najbolju aktivnost pokazuje njegov F-C(3)
analog. Sa druge strane najveci procenat inhibicije BoNT/A poseduju N-metilovani
aminohinolinski derivati 116b 1 116f (Me-/N; N-metilovani analog jedinjenja 106f 1
njegov analog normalnog diaminopropilidenskog-niza).

Neadekvatna i prekomerna upotreba hlorokina u leenju i kontroli malarije,
svojevremeno je dovela do pojave rezistentnih sojeva P. falciparum. Tek je nedavno
primecena pojava ponovne osetljivosti CQR sojeva parazita prema CQ (1), kao rezultat
njegove smanjene i kontrolisane upotrebe poslednjih godina. Usled moguceg razvoja
rezistencije, upotreba aminohinolinskih derivata u monoterapiji u buducnosti je malo
verovatna, ali je izvesna njihova primena u kombinacionoj terapiji (primena
aminohinolina u kombinaciji sa lekovima drugac¢ijeg mehanizma dejstva).

Jedinjenja koja poput aminohinolina 168f pokazuju aktivnost na viSe razvojnih

faza parazita, a pri tome su (kao i njegovi hepatocitni metaboliti) netoksi¢na i
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nemutagena i sa dobrim hERG profilom imaju dobar potencijal da se razviju u

inhibitore koji bi mogli da udu u klinic¢ka ispitivanja kao antimalarijski lekovi.
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The synthesis as well as antimalarial and BONT/A LC inhibitory activities of
variously substituted 4-aminoquinolines coupled to adamantane carrier are described
within this thesis. The compounds exhibited pronounced in vitro and in vivo activity
against P. berghei in Thompson test. The most active compounds are aminoquinoline
derivatives 106f and 168f.

Minimal curative dose (MCD) of 80 mg/kg/day for both isosteres 106f and 168f
was estimated. The difference between the isosteres becomes evident at lower doses.
Aminoquinoline 106f exhibited MAD even at 10 mg/kg/day and clearance with
recrudescence at 20 mg/kg/day, while 168f was ineffective at 20 and 10 mg/kg/day. A
possible indication of the mechanism of action (MOA) was obtained from BHIA
experiments, which suggest that compounds 106f and 168f in asexual RBC stage
interfere with the P. falciparum process of detoxification in FV (fluoro derivative was
2-fold more active than its hydrogen isostere). Additionally, fluoro derivatives
synthesized within this thesis are the liver stage (LS) parasite inhibitors (ICso = 0,31 uM
and) and to the best of our knowledge, compound 168f is the first 4-aminoquinoline that
exerts evident and significant in vitro activity against Plasmodium LS. When
administered at 50 and 80 mg/kg, this compound achieved up to 84% and 92% decrease
of the P. berghei liver load in mice, respectively.

Additional pharmacological studies have shown that the derivative 168f is not
either toxic, nor mutagenic, it has a good hERG profile and is metabolically stable in the
presence of hepatocytes (after 120 min of incubation, in addition to the starting
compound 168f, only its monohydroxylated metabolite, as the main product, and its
dihydroxylated metabolite as minor product, were detected). MOA of compound 168f in
the liver stage is unknown. Bearing in mind that the compound did not show any
toxicity in mice for > 31 days (MTD > 480 mg/kg), we may conclude that its
monohydroxylated metabolite is also non-toxic and forthcoming analysis should include
its isolation, characterization and determination of its antimalarial activity.

Inhibitory activity of all synthesized compounds against botulinum neurotoxin
serotype A metalloprotease (BoNT/A LC) was examined at a 20 pM toxin

concentration. Analyses of synthesized adamantane aminoquinoline derivatives indicate
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that, at 20 uM, some of these compounds are moderate inhibitors (116b (71%), 116f
(67%), 114f (65%), 107f (64%), 111c (63%) and 111b (61%)). The highest inhibitory
activity in the ex vivo assay was shown by compounds 116f and 116b. When
administered 30 min before intoxication of motor neurons, compounds 116f and 116b,
at a concentration of 10 uM or 20 uM of holotoxin BoNT/A, protect the SNAP-25
protein by 63% (116f) and 56% (116b), 72% (116f) and 51% (116b), respectively. In
addition, when applied 30/60 min after intoxication, derivative 116b at 20 pM protects
the SNAP-25 protein in motor neurons by 46.4% and 39.5%, respectively. In the same
experiment compound 116f not show inhibitory activity.

The lack of correlation between the structure and the results of biological tests is
an indicator of the different mechanisms by which adamantane aminoquinolines act on
the same or different pathogenic targets. 4-Aminoquinolines branched (N-C(a))-C(a')-N-
C(a")-Ad) chain with methyl group next to quinoline core showed the highest in vitro
antimalarial activity (106f in asexual blood stages and its F-C(3) isostere, 168f in the
liver stage). On the other hand, the highest inhibitory activity against the holotoxin
BoNT/A LC was exhibited by the N-methylated aminoquinoline derivative 116b.

Recently, it was observed that reducing chloroquine pressure results in the re-
emergence of chloroquine-sensitive P. falciparum malaria. Although it is very unlikely
that any aminoquinoline would be used in monotherapy regimens, they are developed as
promising antimalarials and as possible partners in combination treatments.

Compounds active against several developmenal stages of the parasite life cycle
such as 1681f and its hepatocyte monohydroxylated metabolite, which are non toxic, not
mutagenic and exhibit a good hERG profile, have the potential to be developed into

efficient inhibitors to add to the existing antimalarial drug pool.
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