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Sinteza derivata artemizinina koji ispoljavaju selektivnost ka tumorskim ¢elijama i potencijal
Za reverziju rezistencije

SAZETAK

Rezistencija posredovana P-glikoproteinom (P-gp) predstavlja jedan od klju¢nih mehanizama
viSestruke rezistencije (MDR) na lijekove zbog ¢ega sinteza novih hibridnih molekula sposobnih da
prevazidu MDR fenotip, inhibiraju aktivnost P-gp 1 povecaju intracelularnu akumulaciju
citotoksi¢nih agenasa predstavlja znacajan pravac u razvoju antitumorskih lijekova.

Cilj ove doktorske disertacije je sinteza novih hibridnih molekula koji u svojoj strukturi
objedinjuju artesunat, semisintetski derivat prirodnog proizvoda artemizinina, i derivate pirimidina,
sa ciljem dobijanja jedinjenja unaprijedene antitumorske aktivnosti prema senzitivnim i rezistentnim
¢elijskim linijama nesitnocelijskog karcinoma pluca (NSCLC) 1 glioblastoma. Hibridna jedinjenja sa
piperazinskim linkerom su pokazala izrazenu antitumorsku aktivnost i selektivnost prema senzitivnim
NSCLC ¢elijama, uz sposobnost inhibicije P-gp i1 prevazilazenja MDR fenotipa kod pojedinih
derivata. Derivati artesunata koji u svojoj strukturi sadrze 1,2,3-triazolski prsten su pokazali nize ICso
vrijednosti na rezistentnim ¢elijama NSCLC u poredenju sa senzitivnim, Sto predstavlja fenomen
kolateralne senzitivnosti. Derivati artesunata su pokazali potentniji efekat na ¢elijama NSCLC u
odnosu na Celije glioblastoma, te su detaljna bioloSka ispitivanja sprovedena na senzitivnim i MDR
¢elijama NSCLC. Kod najpotentnijih hibrida sposobnost selektivnog eliminisanja MDR ¢elija
povezana je sa indukcijom reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta (ROS/RNS) i zavisna od
funkcionalnog stanja P-gp. Stoga, derivatizacija artesunata predstavlja obecavajucu strategiju za
prevazilazenje P-glikoproteinom posredovane viSestruke rezistencije.

Kljuéne rije€i: artemizinin, artesunat, hibridni molekuli, heterociklicna jedinjenja, pirimidin,
nesitnocelijski karcinom pluca, glioblastom, viSestruka rezistencija na lijekove, reverzija rezistencije

Nauc¢na oblast: hemija

UZa naucna oblast: organska hemija



Synthesis of artemisinin derivatives exhibiting selectivity toward tumor cells and potential for
reversing drug resistance

ABSTRACT

P-glycoprotein (P-gp)-mediated resistance represents one of the key mechanisms of multidrug
resistance (MDR). Therefore, the synthesis of new hybrid molecules capable of overcoming the MDR
phenotype, inhibiting P-gp activity, and increasing the intracellular accumulation of cytotoxic agents
represents an important approach in the development of anticancer drugs.

The aim of this doctoral dissertation is the synthesis of new hybrid molecules combining
artesunate, a semisynthetic derivative of the natural product artemisinin, with pyrimidine derivatives
in order to obtain compounds with improved antitumor activity against sensitive and resistant non-
small cell lung cancer (NSCLC) and glioblastoma cell lines. Hybrid compounds containing a
piperazine linker exhibited pronounced antitumor activity and selectivity toward sensitive NSCLC
cells, while some derivatives demonstrated the ability to inhibit P-gp activity and overcome the MDR
phenotype. Artesunate derivatives containing a 1,2,3-triazole ring showed lower ICso values in
resistant NSCLC cells than in sensitive cells, indicating the phenomenon of collateral sensitivity.
Artesunate derivatives exhibited a more potent effect against NSCLC cells than against glioblastoma
cells; therefore, detailed biological studies were performed on sensitive and MDR NSCLC cells. In
the most potent hybrids, the ability to selectively eliminate MDR cells was associated with the
induction of reactive oxygen and nitrogen species (ROS/RNS) and depended on the functional status
of P-gp. Therefore, artesunate derivatization represents a promising strategy for overcoming P-
glycoprotein-mediated multidrug resistance.

Key words: artemisinin, artesunate, hybrid molecules, heterocyclic compounds, pyrimidine, non-
small cell lung cancer, glioblastoma, multidrug resistance, reversal of resistance

Scientific field: chemistry

Scientific subfield: organic chemistry
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1. UVOD

Nesitnocelijski karcinom plucéa predstavlja najzastupljeniji oblik karcinoma pluca i jedan je
od vodec¢ih uzroka smrtnosti u svijetu. Uprkos znacajnom napretku u razvoju ciljane terapije i
imunoterapije, efikasnost lijecenja je 1 dalje ogranicena zbog Cinjenice da se najces¢e dijagnostikuje
u uznapredovalom stadijumu. Dodatni izazov predstavlja izraZzena heterogenost tumora, koja
pogoduje razvoju rezistencije na terapiju i nastanku metastaza.

Jedan od najznacajnijih mehanizama nastanka viSestruke rezistencije na lijekove jeste
povecana ekspresija P-glikoproteina (P-gp), koji aktivnim efluksom antitumorskih lijekova smanjuje
njihovu intracelularnu akumulaciju 1 terapijsku efikasnost. Zbog toga je razvoj novih antitumorskih
agenasa, sposobnih da prevazidu rezistenciju povezanu sa povecanom ekspresijom P-gp, od
izuzetnog znacaja.

Hibridizacija prirodnih proizvoda predstavlja savremenu strategiju razvoja novih molekula sa
unaprijedenim farmakoloSkim svojstvima, pri ¢emu kombinovanje razliitih farmakofornih
fragmenata u jedinstvenu strukturu moze dovesti do povecane bioloSke aktivnosti, smanjene
toksi¢nosti i prevazilazenja mehanizama rezistencije na lijekove.

Predmet ovog istrazivanja predstavlja razvoj strukturno novih molekula sa antitumorskom
aktivnos$¢u prema senzitivnim i rezistentnim celijskim linijama nesitnocelijskog karcinoma pluca i
glioblastoma. Dosadasnja istrazivanja pokazala su da artemizinin, iako antimalarijski lijek, kao i
njegovi derivati, narocito artesunat, ispoljavaju znacajnu citotoksicnu aktivnost prema razli¢itim
tipovima tumorskih ¢elija. Antitumorski potencijal poznatih antimalarijskih agenasa, moze da se
poveze sa odredenim bioloskim sli¢nostima izmedu ¢elija malarijskog parazita i tumorskih ¢elija,
koje karakteriSu intenzivna proliferacija i povecana potreba za gvozdem. Medutim, i pored znacajnog
terapijskog potencijala, primjena prirodnih proizvoda cesto je ograniCena nepovoljnim
farmakokinetickim osobinama i pojavom rezistencije, zbog Cega se sve veca paznja posvecuje
strategiji molekulske hibridizacije. Piperazin, pirimidin 1 triazol predstavljaju privilegovane
strukturne motive u medicinskoj hemiji, prisutne u velikom broju bioloski aktivnih jedinjenja 1
odobrenih lijekova, zbog Cega predstavljaju gradivne jedinice za dizajn novih antitumorskih hibrida.

Ova doktorska disertacija se sastoji iz Cetiri dijela:

Opsti dio obuhvata pregled literature koja se odnosi na osnovna obiljezja raka, osnovne informacije
o nesitnoc€elijskom karcinomu pluca i glioblastomu, uzrocima nastanka, kao i savremenim terapijskim
pristupima. Posebna paZnja posvecena je fenomenu viSestruke rezistencije na lijekove 1 ulozi P-gp u
razvoju rezistentnog fenotipa. Takode, prikazani su koncepti molekulske hibridizacije 1 derivatizacije
prirodnih proizvoda, uz pregled literature o artemizininu, njegovim derivatima 1 njihovoj
antitumorskoj aktivnosti. Pored znacaja derivata artemizinina kao potencijalnih antitumorskih
agenasa, opisana je 1 uloga heterocikli¢nih jedinjenja u medicinskoj hemiji, sa posebnim osvrtom na
antitumorsku aktivnost derivata pirimidina, piperazina i 1,2,3-triazola.

U NaSim radovima prikazana je sinteza novih derivata pirimidina, derivatizacija artesunata kao i
rezultati ispitivanja njihove antitumorske aktivnosti na senzitivnim i rezistentnim c¢elijskim linijama
nesitnocelijskog karcinoma pluca 1 glioblastoma.

U Eksperimentalnom dijelu date su detaljne procedure za sintezu jedinjenja, kao 1 podaci o njithovoj
karakterizaciji 1 eksperimentalni postupci izvodenja bioloSkih testova. Prikazani su podaci o
karakterizaciji svih sintetisanih jedinjenja - IR 1 NMR spektri, kao i1 tacke topljenja. Dodatno, za
jedinjenja koja su prvi put sintetisana i za koja je ispitana antitumorska aktivnost, prikazani su podaci
o optickoj aktivnosti, HRMS analizi 1 HPLC ¢isto¢i.

U Zakljucku su predstavljeni skraceni prikazi doprinosa ove doktorske disertacije.



2. OPSTI DIO
2.1. Definicija raka

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO), rak predstavlja veliku grupu bolesti koje
mogu nastati u gotovo svakom organu ili tkivu u organizmu usljed nekontrolisanog rasta abnormalnih
éelija.! Celije raka mogu da se $ire u okolna, kao i udaljena tkiva i organe procesom metastaze.
Metastaziranje predstavlja slozen proces koji obuhvata Cetiri klju¢ne faze: odvajanje tumorskih celija
od primarnog tumora, migraciju, invaziju i adheziju.> Nakon odvajanja od primarnog tumora,
tumorske ¢elije migriraju, invadiraju okolno tkivo i putem krvnih i limfnih sudova dospijevaju do
udaljenih mjesta, gdje se naseljavaju i nastavljaju rast formiraju¢i sekundarne tumore.

Tumorske celije narusavaju normalno fizioloSko funkcionisanje organizma, dovode do
osteéenja tkiva i organa.’ Njihovo vazno obiljeZje je nekontrolisana proliferacija zbog sposobnosti da
izbjegnu regulatorne mehanizme koji u normalnim c¢elijama kontroliSu celijsku diobu i smrt.
Tumorske ¢elije su transformisane tokom tumorigeneze, usljed genetskih i epigenetskih promjena,
dok genomska nestabilnost i heterogenost celijskih populacija unutar istog tumora doprinosi
njegovom prezivljavanju, prilagodavanju tumorskom mikrookruzenju i otpornosti na terapiju.

Rak predstavlja veliki drustveni, javnozdravstveni i ekonomski problem 21. vijeka i
odgovoran je za gotovo svaki Sesti smrtni slucaj, sa skoro 10 miliona smrtnih ishoda zabiljeZzenih
tokom 2020. godine.* Metastaze, predstavljaju glavni uzrok morbiditeta i mortaliteta kod onkoloskih
pacijenata i odgovorne su za priblizno 90% smrtnih ishoda povezanih sa rakom.’

2.1.1. Glavna obiljezja raka

Koncept ,.glavnih obiljezja raka” (engl. hallmarks of cancer) (Slika 1) razvili su Bob
Weinberg i Douglas Hanahan sa ciljem sistematizacije i boljeg razumijevanja raznovrsnosti genetskih
i fenotipskih karakteristika uocenih kod humanih karcinoma.®’ Ovaj koncept zasniva se na
razumijevanju nastanka raka kroz viSestepeni proces tumorigeneze koji dovodi do formiranja
primarnog tumora, a zatim tumorske celije dalje progresivno stiCu karakteristike koje im
omogucavaju kontinuiranu proliferaciju, metastaziranje 1 razvoj rezistencije na terapiju. Prema
originalnom konceptu objavljenom 2000. godine, definisano je Sest klju¢nih obiljeZja raka.®”
Kasnijim prosirenjem koncepta 2011. godine® dodata su jo§ dva obiljezja, dok je 2022. godine
uvedeno i deveto obiljezje.’

1) Odrzavanje proliferativne signalizacije se odnosi na sposobnost tumorskih ¢elija da kontinuirano
odrZavaju proliferaciju. U normalnim tkivima proliferacija ¢elija strogo je regulisana signalima koji
kontroliSu ulazak ¢elija u ciklus rasta i diobe i napredovanje kroz Celijski ciklus, ¢ime se odrzava
normalna struktura i funkcija tkiva. Tumorske ¢elije dereguliSu ove signalne puteve i sticu sposobnost
autonomne kontrole proliferacije, pri ¢emu odrZavaju proliferativnu signalizaciju putem faktora rasta,
povecane ekspresije receptora 1 aktivacije intracelularnih signalnih puteva odgovornih za
proliferaciju.

2) Inaktivacija supresora rasta podrazumijeva sposobnost tumorskih ¢elija da izbjegnu mehanizme
koji negativno reguliSu celijsku proliferaciju. U normalnim ¢elijama supresori rasta kontroliSu
napredovanje kroz celijski ciklus 1 odrZzavaju homeostazu tkiva, dok su u tumorskim ¢elijama ovi
mehanizmi Cesto inaktivirani ili oslabljeni.

3) Izbjegavanje programirane Ccelijske smrti se odnosi na sposobnost tumorskih ¢elija da izbjegnu
programiranu ¢elijsku smrt, odnosno apoptozu. Apoptoza predstavlja vazan zastitni mehanizam koji
eliminiSe celije sa oSte¢enjima DNK, poremecenom proliferacijom ili drugim oblicima ¢elijskog
stresa pri cemu tumorske Celije razvijaju razlicite mehanizme kojima potiskuju apoptotske puteve.

4) Uspostavljanje replikativne besmrtnosti predstavlja sposobnost tumorskih ¢elija da neograni¢eno

prolaze kroz cikluse rasta i diobe. Za razliku od tumorskih ¢elija, ve¢ina normalnih ¢elija moZze proci

samo kroz ogranicen broj uzastopnih ciklusa rasta i diobe $to je uslovljeno postojanjem dvije klju¢ne
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barijere proliferacije; senescencije koja predstavlja uglavnom ireverzibilan prelazak u
neproliferativno, ali odrzivo stanje, i krize, koju karakteriSe masovno odumiranje ¢elija. Sposobnost
zaobilaZzenja ovih barijera 1 sticanja neograni¢enog proliferativnog potencijala naziva se
imortalizacija i predstavlja jedno od klju¢nih obiljezja tumorskih ¢elija.

5) Priviacenje i stimulisanje stvaranja nove vaskulature (indukcija angiogeneze) odnosi se na
sposobnost tumora da stimuliSe stvaranje novih krvnih sudova. Tumorske celije zahtijevaju
kontinuirano snabdijevanje kiseonikom i hranljivim materijama, S$to je obezbijedeno procesom
angiogeneze. Za razliku od fizioloskih uslova gdje je angiogeneza prolazan proces, tokom tumorske
progresije dolazi do trajne aktivacije angiogenog prekidata ¢ime se omogucéava kontinuirano
stvaranje novih krvnih sudova i dalji rast tumora.

6) Aktivacija invazije i metastaziranja predstavlja sposobnost tumorskih ¢elija da invadiraju okolno
tkivo 1 Sire se u udaljene organe. Ovaj proces ukljucuje lokalnu invaziju tumorskih ¢elija, njihov
ulazak i transport kroz krvotok i limfni sistem, zatim izlazak iz krvnih sudova u udaljena tkiva. Nakon
toga dolazi do formiranja malih nakupina tumorskih ¢elija, odnosno mikrometastaza, koje daljim
rastom mogu prerasti u makroskopski vidljive sekundarne tumore.

7) Poremecaj celijskog metabolizma radi obezbjedivanja energije za proliferaciju predstavlja vazno
obiljezje raka i odnosi se na sposobnost tumorskih ¢elija da prilagode metaboli¢ke procese kako bi
obezbijedile dovoljne koli¢ine energije 1 gradivnih komponenti neophodnih za rast, diobu i1 opstanak
¢elije. Za razliku od normalnih ¢elija, tumorske celije razvijaju slozene metabolicke fenotipove i
istovremeno koriste oksidativnu fosforilaciju i aerobnu glikolizu kako bi optimizovale proizvodnju
energije. Kao izvore energije koriste i druge metabolite, ukljucujucéi laktat i glutamin.

8) Izbjegavanje imunskog odgovora - tumorske Celije razvijaju sposobnost supresije adaptivnog i
pojedinih komponenata urodenog imunskog odgovora koje bi ih inace prepoznale i eliminisale.
Znacaj ovog obiljezja potvrden je razvojem imunoterapije, posebno inhibitora imunskih kontrolnih
taCaka, koji obnavljaju antitumorski imunski odgovor.

9) Otkljucavanje fenotipske plasticnosti predstavlja sposobnost tumorskih ¢elija da mijenjaju svoje
osobine i funkcionalno stanje kao odgovor na promjene u mikrookruzenju. Ova karakteristika
doprinosi intratumorskoj heterogenosti i omogucava adaptaciju tumora tokom progresije bolesti,
metastaziranja i razvoja terapijske rezistencije.

Obiljezja raka su definisana kao funkcionalne sposobnosti koje zajednickim djelovanjem
usmjeravaju razvoj bolesti, medutim, nacini na koje se ove sposobnosti sti¢u predstavljaju poseban
segment, koji obuhvata fenotipske karakteristike koje olakSavaju njihovu aktivaciju i selekciju tokom
tumorigeneze i progresije tumora.’ Fenotipske karakteristike koje omoguéavaju razvoj obiljezja raka
su: protumorska inflamacija, gubitak genomskog integriteta, raznovrsnost mikrobioma, epigenetsko
reprogramiranje bez mutacija i inervacija.
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Slika 1. Glavna obiljezja raka (napravljeno pomocéu programa Canva).

2.1.2. Konvencionalni i savremeni pristupi u lijeCenju raka

Najcesce primjenjivane tradicionalne metode lije¢enja raka ukljucuju hirurSko odstranjivanje,
hemoterapiju 1 radioterapiju, dok savremeni terapijski pristupi obuhvataju hormonsku terapiju,
imunoterapiju, ciljanu terapiju, fotodinamicku terapiju, primjenu nanoCestica, prirodnih
antioksidanasa i druge terapijske pristupe.!’ U praksi se ¢esto kombinuje vise terapijskih pristupa
kako bi se postigla veca efikasnost lijecenja.

Hemoterapija predstavlja jedan od najceS¢e primjenjivanih nacina lijeCenja raka 1
podrazumijeva upotrebu jednog ili viSe antitumorskih lijekova koji djeluju kao citotoksicna
jedinjenja, usporavajuci rast tumora sprjeCavanjem proliferacije, invazije 1 metastaziranja tumorskih
éelija.!"!2 Na osnovu mehanizma djelovanja, ovi konvencionalni antitumorski agensi se svrstavaju u
sledeée kategorije (Slika 2):!3:14

1) antimetaboliti predstavljaju jednu od najstarijih grupa antitumorskih lijekova ¢iji se mehanizam
djelovanja zasniva na interakciji sa esencijalnim biosintetskim putevima, koji remete sintezu
DNK/RNK ili dovode do nastanka prekida DNK lanaca inhibicijom odredenih enzima ili ugradnjom
strukturnih analoga pirimidina 1 purina u DNK. Antimetaboliti se mogu podijeliti u nekoliko grupa,
ukljucujuci antagoniste pirimidina (5-fluoruracil), antagoniste purina (fludarabin), analoge purina (6-
merkaptopurin), antifolate (metotreksat), kao i inhibitore ribonukleotid reduktaze, medu kojima je
najpoznatija hidroksiurea.

2) agensi koji ostvaruju interakciju sa DNK predstavljaju jednu od najvecih i najznacajnijih grupa
antitumorskih lijekova 1 djeluju razli¢itim mehanizmima:

- alkilujuéi agensi dovode do alkilovanja DNK baza (dakarbazin).



- agensi koji izazivaju unakrsno povezivanje DNK djeluju vezivanjem za DNK, pri ¢emu dolazi do
stvaranja intra- ili interlancane unakrsne veze u molekulu DNK, $to dovodi do nepravilnog sparivanja
baza i sprjeCava razdvajanje lanaca tokom sinteze DNK. Dvije glavne grupe ovih antitumorskih
agenasa ¢ine kompleksi platine (cisplatin, karboplatin i oksaliplatin), kao i azotni iperiti, medu koje
spada ciklofosfamid. Pored njih, jedinjenja nitrozouree, busulfan i tiotepa takode pripadaju grupi
agenasa koji formiraju unakrsne veze u DNK.

- interkaliraju¢i agensi djeluju vezivanjem izmedu baznih parova DNK. Ovoj grupi pripadaju
antraciklini, poput doksorubicina, kao i mitoksantron i aktinomicin D.

- inhibitori topoizomeraza, medu kojima su irinotekan i etopozid, djeluju inhibicijom enzima
odgovornih za raskidanje, ponovno povezivanje i odrzavanje topoloskog integriteta DNK.

- agensi koji raskidaju molekul DNK, poput bleomicina, interaguju sa DNK i dovode do prekida DNK
lanca na mjestu vezivanja.

3) antitubulinski agensi ometaju dinamiku mikrotubula, blokiraju diobu jedra i dovode do ¢elijske

smrti. Glavni predstavnici ove grupe su taksani i1 vinka-alkaloidi.
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* ciklofosfamid ® Irinotekan Agensi koji raskidaju DNK
* busulfan * etopozid  bleomicin
. ti()[epa m-’
ANTIMETABOLITI ANTITUBULINSKI

¢ 5-fluoruracil [ 1 4 AGENSI

¢ fludarabin ¢ vinkristin

e 6-merkaptopurin ¢ paklitaksel
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Slika 2. Podjela hemoterapeutika na osnovu mehanizma djelovanja (napravljeno pomocu programa
Canva).

Radioterapija podrazumijeva primjenu visokoenergetskih X-zraka u cilju smanjenja tumorske
mase.'” Tradicionalni pristupi lije¢enju raka zasnivaju se na terapiji zraSenjem, koja deluje na sve
¢elijje unutar lokalizovanog tumorskog mikrookruzenja, ili na hemoterapiji, koja cilja brzo rastuce i
dijelece Celije.'>'® Medutim, u oba slucaja dolazi do ostecenja velikog broja zdravih ¢elija tokom
tretmana. Pored nezeljenih efekata kao $to su bol, muc¢nina, dijareja, kardiotoksi¢nost, gubitak kose,
moze do¢i i do razvoja rezistencije tumorskih ¢elija na terapiju. Hemoterapija i radioterapija se koriste
u kombinaciji kroz neoadjuvantnu terapiju (prije hirurSke intervencije), adjuvantnu terapiju (nakon
operacije), a mogu se koristiti 1 bez primjene hirurSke terapije. Kombinovana primjena omogucava
efikasnije djelovanje na tumorsko tkivo 1 smanjuje rizik od razvoja rezistencije celija raka na
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pojedinacne terapije.!> Postoji pet glavnih tipova adjuvantne terapije u lijeSenju raka, a to su:
hemoterapija, hormonska terapija, radioterapija, imunoterapija i ciljana terapija. Izbor terapije zavisi
od tipa karcinoma, stadijuma bolesti, hormonske osjetljivosti tumora i zahvaéenosti limfnih ¢vorova.

Za razliku od konvencionalne hemoterapije, koja djeluje na sve brzo dijelece ¢elije, ciljana
terapija je usmjerena na specificne molekularne promjene i proteine uklju¢ene u tumorigenezu, $to
doprinosi selektivnoj inhibiciji rasta i metastaziranja tumorskih ¢elija.'?> Glavne vrste ciljanih terapija
raka obuhvataju: monoklonska antitijela, inhibitore signalnih molekula, naj¢es¢e tirozin-kinaza i
imunotoksine.

Imunoterapija predstavlja jedan od najznacajnijih savremenih pristupa u onkologiji, zasnovan
na aktivaciji odbrambenog sistema organizma u borbi protiv malignih ¢elija.!” Tumorske ¢elije mogu
izbje¢i imunski sistem na viSe nacina: smanjenjem prepoznatljivih antigena na svojoj povrsini,
aktiviranjem molekula imunskih kontrolnih tacaka (poput PD-L1) koji suzbijaju napad T-limfocita,
kao 1 stvaranjem imunosupresivnog okruzenja oko tumora. Imunoterapija djeluje tako Sto uklanja te
blokade i podsti¢e imunski sistem da prepozna i unisti tumorske ¢éelije, ¢ime se usporava rast tumora
i sprje¢ava metastaziranje.'8

2.2. Rak plu¢a

Rak pluca, jedan od najcesce dijagnostikovanih tumora, vode¢i je uzrok smrtnosti povezane
sa rakom $irom svijeta.!” Zbog odsustva klini¢kih simptoma i efikasnih programa skrininga, veéina
karcinoma pluéa dijagnostikuje se u uznapredovaloj fazi.?’ Medutim, taéno odredivanje kategorije i
stadijuma raka pluca je od posebnog znacaja jer od toga zavise mogucnosti lijecenja kao 1 prognoza
1 ishod bolesti.

Na osnovu procjene Medunarodne agencije za istrazivanje raka (engl. International Agency
for Research on Cancer, IARC) iz 2022. godine, rak pluca je odgovoran za gotovo 2,5 miliona
novodijagnostikovanih slucajeva raka 1 1,8 miliona smrtnih slu¢ajeva povezanih sa rakom Sirom
svijeta.*?! IstraZivanja su pokazala da je adenokarcinom bio najée$éi podtip raka pluéa u 2020.
godini.”> Prema podacima Registra za rak Instituta za javno zdravlje Srbije ,,Dr Milan Jovanovié
Batut” u 2024. godini od raka pluc¢a je oboljelo 6424 pacijenta, sa 4842 smrtnih slucajeva, §to
predstavlja vodeéi uzrok smrtnosti kada je rak u pitanju.?

2.2.1. Podjela raka pluca

Postoje dva glavna tipa raka pluca, sitnocelijski (mikrocelularni, engl. small cell lung cancer,
SCLC) 1 nesitnocelijski karcinom pluéa (nemikrocelularni, engl. non-small cell lung cancer,
NSCLC).?* Nesitnoéelijski karcinom pluéa, predstavlja priblizno 85% svih novih slu¢ajeva raka
pluca, dok sitnocelijski karcinom pluc¢a ¢ini preostalih 15%. NSCLC je dalje klasifikovan na tri
histologka podtipa (Slika 3A): adenokarcinom, skvamozni i karcinom velikih éelija.?
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Slika 3. A) Podjela karcinoma pluca; B) Podjela stadijuma karcinoma plu¢a prema veli¢ini tumora 1
metastatskoj prosirenosti (napravljeno pomocu programa Canva).

Adenokarcinom ¢&ini oko 40% svih sluc¢ajeva karcinoma pluéa.” Nastaje iz malih epitelnih
¢elija disajnih puteva, alveolarnih ¢elija tipa II, koje imaju sekretornu funkciju. Razvija se nezavisno
od pola, starosne dobi i pusackog statusa. NajCes¢e se razvija u perifernim dijelovima pluca i u
poredenju sa ostalim histoloSkim podtipovima, adenokarcinom ima tendenciju da raste sporije i ima
vecu Sansu da se otkrije prije pojave udaljenih metastaza. Skvamozni karcinom ¢ini 25-30% svih
slu¢ajeva raka pluéa.”> Nastaje od ranih verzija skvamoznih éelija u epitelnim éelijama disajnih
puteva u bronhijama u centru plu¢a. Ovaj podtip NSLC je snazno povezan sa puSenjem cigareta.
Karcinom velikih ¢elija ¢ini priblizno 5-10% karcinoma pluéa.”* Najéesée nastaje u centralnom dijelu
pluéa, a moze se prosiriti i na okolne limfne ¢vorove, zid grudnog kosa, kao i u udaljene organe. Ovaj
podtip NSCLC je usko povezan sa puSenjem cigareta.

2.2.2. Faktori koji uticu na rak pluca

Pluc¢a predstavljaju slozen 1 osjetljiv organ sastavljen od razli¢itih tipova celija koje imaju
specificnu funkciju 1 omogucavaju efikasnu razmjenu gasova, ali su istovremeno kontinuirano
izlozena toksi¢nim gasovima, &esticama i infektivnim agensima.’’ Dugotrajna izloZenost
karcinogenima, naroc¢ito duvanskom dimu, dovodi do akumulacije ¢elijskih autonomnih promjena i
promjena u mikrookruZenju koje naruSavaju ravnotezu izmedu celijske proliferacije i smrti, te
omogucavaju izbjegavanje imunoloskog prepoznavanja, §to na kraju dovodi do razvoja raka.

PuSenje duvana predstavlja dominantan faktor rizika za nastanak karcinoma pluéa i
odgovorno je za vise od 85% smrtnih ishoda povezanih sa ovim oboljenjem.?® Pored aktivnog
pusenja, i pasivna izloZzenost duvanskom dimu znacajno povecava rizik oboljevanja. Radon, prirodno
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prisutan radioaktivni gas koji nastaje raspadom radijuma-226, predstavlja drugi vodeci uzrok
nastanka karcinoma plué¢a.?’” Tokom njegovog raspada dolazi do emisije o-Cestica koje mogu izazvati
oStecenja celija 1 time povecati vjerovatno¢u maligne transformacije. Azbest, mineralno vlaknasto
jedinjenje koje se lako rasprSuje u vazduhu, predstavlja poznati karcinogen i znacajno povecava rizik
od razvoja karcinoma pluéa, narodito kod pusaca.’® Medunarodna agencija za istraZivanje raka
identifikovala je arsen, berilijum, kadmijum, hlorometil-etre, hrom, nikl, silicijum i vinil-hlorid kao
karcinogene supstance.?’” Takode, 2013. godine, zagadenje spoljasnjeg vazduha i suspendovane
Cestice precnika manjeg od 2,5 um (PM2,5) klasifikovani su kao karcinogeni za ljude, potvrdujuci
njihovu povezanost sa nastankom raka plu¢a.?8

2.2.3. Terapijski pristupi u lijecenju raka pluca

Nesitnocelijski karcinom pluca se ¢esto dijagnostikuje u uznapredovalom stadijumu bolesti,
kada hirurSko odstranjivanje nije moguce, pa se tada pristupa konvencionalnoj ili ciljanoj
hemoterapiji ili imunoterapiji.'®> Simptomi poput kaslja, bola u grudima i zvizdanja pri disanju &esto
se zanemaruju, §to dodatno doprinosi kasnom postavljanju dijagnoze.?’ Odredivanje stadijuma bolesti
ima kljuénu ulogu u izboru terapije i procjeni prognoze kod pacijenata sa rakom pluéa.’® U tu svrhu
koristi se TNM klasifikacija (T-tumor, N-limfni ¢vorovi, M-metastaze) koju je razvilo Medunarodno
udruZenje za proucavanje raka pluca (engl. International Association for the Study of Lung Cancer,
IASLC), a njeno deveto izdanje omogucava precizniju procjenu proSirenosti tumora, zahvacenosti
limfnih ¢vorova i prisustva metastaza.’! Na slici 3B prikazani su stadijumi bolesti prema veli¢ini
tumora i metastatskoj proSirenosti.

U ranim stadijumima bolesti (0, I i II) osnovni terapijski pristup predstavlja hirursko
uklanjanje tumora, uz moguénost primjene radioterapije i adjuvantne hemoterapije.’>** Kod
stadijuma IIIA 1 IIIB terapijski pristup moZe obuhvatati hemoterapiju, radioterapiju, imunoterapiju,
samostalno ili u razli¢itim kombinacijama i, u odabranim slucajevima, hirurgiju, dok stadijumi IVA
1 IVB predstavljaju uznapredovalu bolest, kod koje je terapija prvenstveno usmjerena na ublazavanje
simptoma i poboljsanje kvaliteta zivota.

Do kasnih 1990-ih godina lije¢enje uznapredovalog raka plu¢a uglavnom se zasnivalo na
kombinovanoj terapiji na bazi platinskih lijekova (cisplatin 1, karboplatin 2) (Slika 4), nezavisno od
histoloskog podtipa tumora.>* Uvodenjem citotoksi¢nih lijekova tre¢e generacije, kao $to su
gemcitabin 3, docetaksel 4 1 paklitaksel 5, terapija nesitnocelijskog karcinoma plu¢a znacajno je
unaprijedena. Identifikacija genskih mutacija 1 ekspresije odredenih proteina u karcinomu pluca
omogucila je razvoj molekularne ciljane terapije, Sto je znatno uticalo na prezivljavanje pacijenata sa
uznapredovalom boles¢u.>? Zbog toga je prije zapo¢injanja ciljane terapije neophodno potvrditi
prisustvo molekulskih mutacija u tumorskom tkivu.?’



NH»
B
HO NAO

HsN._ O 2 °
HsN., Cl P :§<>
HsN" °Cl HN" 0

0 OH F
1 2 3
cisplatin karboplatin gemcitabin
0O
O:< NHBz AcO O OH
NH HO O OH Ph— o)
Ph—_ O _\_/<
M HO O :
HO O . A\_o
H\ O = AcO
He  :ACO HO G5Bz
OBz
4 5
docetaksel paklitaksel

Slika 4. Strukture citotoksi¢nih lijekova.

2.2.3.1 Ciljana terapija

Danas se za lije¢enje NSCLC koriste inhibitori EGFR, ALK, MET, BRAF signalnih puteva,
dok izbor najefikasnije terapije zahtijeva personalizovan pristup zasnovan na identifikaciji specifi¢nih
genskih i proteinskih biomarkera kod pacijenta.>> EGFR predstavlja receptor tirozin-kinaze
lokalizovan na povrsini ¢elije, ¢ija aktivacija pokrece signalne puteve ukljucene u rast i proliferaciju
¢elija.® Mutacije EGFR kod malignih oboljenja dovode do njegove konstantne aktivacije i
nekontrolisane ¢elijske diobe. KRAS predstavlja jedan od najc¢es¢e mutiranih onkogena povezanih sa
NSCLC.? BRAF je protoonkogen koji kodira serin/treonin protein-kinazu uklju¢enu u signalnu
transdukciju i reguli§e proliferaciju i preZivljavanje éelija.”> Anaplasti¢na limfom kinaza (ALK)
predstavlja receptorsku tirozin-kinazu kodiranu ALK genom lokalizovanim na hromozomu 2, a njena
genska preuredenja (fuzije), najée$ée sa EML4 genom, ¢esto su povezana sa razvojem raka pluéa.*®
Na slici 5 prikazane su strukture inhibitora tirozin-kinaze, kao i1 drugih inhibitora koji su nasli
primjenu u lijeCenju NSCLC, kao S§to su ceritinib 6 (ALK inhibitor), osimertinib 7 (EGFR inhibitor),
adagrasib 8 (KRAS inhibitor), tepotinib 9 (MET inhibitor), dabrafenib 10 (BRAF inhibitor).’
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Slika 5. Lijekovi koji su nasli primjenu u lije¢enju NSCLC.

Siroka primjena ciljane terapije u lije¢enju uznapredovalog NSCLC ograniena je brojnim
izazovima, ukljucujuéi razvoj rezistencije, toksi¢nost i visoku cijenu ovih terapijskih agenasa, Sto
moZe smanjiti njihovu dostupnost pacijentima.’> Dodatni problem predstavlja nedostatak validiranih
biomarkera za predvidanje terapijskog odgovora usljed izraZzene heterogenosti tumora. Rezistencija
na ciljane terapijske agense mozZe biti inherentna ili urodena, adaptivna ili ste¢ena.*®

2.2.3.2 Imunoterapija

Nove strategije imunoterapije usmjerene su na imunomodulatorne mehanizme koje tumorske
éelije koriste kako bi izbjegle djelovanje imunskog sistema.?> Ovaj pristup zasniva se na ciljanoj
inhibiciji imunskih kontrolnih tacaka, ukljucujuéi citotoksi¢ni T-limfocitni antigen 4 (CTLA-4),
receptor programirane ¢elijske smrti-1 (PD-1) i njegov ligand PD-L1. Vezivanjem liganda PD-L1 za
receptor PD-1, dolazi do inhibicije citotoksicnog CDS8 T-Celijskog odgovora 1 slabljenja
antitumorskog imunskog odgovora.** Kod razli¢itih maligniteta, ukljucujuéi rak pluéa, PD-L1 je
cesto prekomjerno eksprimiran na tumorskim ¢elijama 1 ima znacajnu ulogu u modulaciji imunskog
odgovora. Zbog toga su razvijeni inhibitori imunskih kontrolnih tac¢aka koji blokiraju PD-L1/PD-1
signalni put, ¢ime se omogucava obnavljanje antitumorskog imunskog odgovora. Primjena ovih
terapijskih agenasa zahtijeva preciznu klasifikaciju tumora i odredivanje nivoa ekspresije PD-L1
imunohistohemijskim analizama.

Razli¢ita monoklonska antitijela koja blokiraju PD-1/PD-L1 signalni put trenutno su odobrena
za primjenu u klini¢koj praksi, kao monoterapija ili u kombinaciji sa hemoterapijom, za lijecenje
uznapredovalog NSCLC.*’ Medu njima se nalaze anti-PD-1 antitijela nivolumab i pembrolizumab,
anti-PD-L1 antitijela atezolizumab i durvalumab, kao 1 anti-CTLA-4 inhibitor ipilimumab.

Vakcine protiv raka predstavljaju znaCajan savremeni pristup u lijeCenju NSCLC, jer
omogucavaju specifiéno usmjeravanje imunskog odgovora prema tumorskim antigenima uz manje
osteéenje zdravih tkiva u poredenju sa konvencionalnim terapijama.*! Iako preliminarni rezultati
ukazuju na bezbjednost i efikasnost mRNA vakcina u lije¢enju NSCLC, brojna klini¢ka ispitivanja
su i dalje u toku (faza I ili IT) kako bi se dodatno procijenio njihov terapijski potencijal.*?

10



2.3. Glioblastom
2.3.1. Klasifikacija i faktori koji uticu na glioblastom

Svjetska zdravstvena organizacija klasifikuje tumore glijalnog porijekla prema razlicitim
stepenima maligniteta u graduse 1-4.*** Anaplasti¢ni astrocitom, gradus 3, i glioblastom, gradus 4,
su tumori visokog stepena maligniteta. Sa klinickog i1 bioloskog stanoviSta, vazno je razlikovati
primarni i sekundarni glioblastom.* Primarni (de novo) glioblastom nastaje brzo, bez prethodnih
dokaza o postojanju manje malignih prekursorskih lezija i nakon kratkog klinickog toka bolesti.
Nasuprot tome, sekundarni glioblastom se razvija postepeno progresijom iz astrocitoma niskog
stepena maligniteta (gradus 2) ili anaplasticnog astrocitoma (gradus 3).

Klasifikacija tumora centralnog nervnog sistema prema SZO iz 2021. godine omogucila je
znacajne promjene u dijagnostikovanju glioma, zasnovane na vefem znaCaju genetskih i
molekularnih karakteristika tumora.*4’

Glioblastom predstavlja najces¢i 1 najagresivniji primarni tumor centralnog nervnog sistema
i ¢ini do 50% svih glioma.*®* Za veéinu pacijenata sa glioblastomom nisu poznati uzroéni faktori
bolesti.*

Klini¢ki simptomi mogu ukljucivati progresivne glavobolje, fokalne neuroloske deficite i
epilepti¢ne napade.** Glioblastomi su poznati po izrazito invazivnom rastu i nejasno definisanim
granicama, zbog ¢ega potpuna hirurska resekcija najéesée nije moguca, Sto predstavlja glavni uzrok
recidiva bolesti. Pored toga, maligni gliomi su heterogeni tumori kako po morfoloskim
karakteristikama, tako i po obrascima ekspresije gena, te pokazuju Sirok spektar genskih
abnormalnosti. Uprkos brojnim naporima usmjerenim ka uspostavljanju optimalnih terapijskih
protokola, pacijenti sa glioblastomom uglavnom imaju loSu prognozu, uz progresiju tumora, visoku
stopu mortaliteta i prosje¢no preZivljavanje od svega 12—15 mjeseci.’!

2.3.2. Terapijski pristup u lijecenju glioblastoma

Prema smjernicama Evropskog udruzenja za neuroonkologiju (engl. European Association of
Neuro-Oncology, EANO), preporuceni terapijski pristup za novodijagnostikovani glioblastom kod
odraslih pacijenata mladih od 70 godina, koji imaju dobro opste i neurolosko stanje podrazumijeva
kombinovanu primjenu radioterapije i temozolomida 11 (Slika 6), nakon cega slijedi Sest ciklusa
terapije temozolomidom.*+>2

Medu savremenim pristupima za lijeCenje glioblastoma posebno mjesto zauzimaju
imunoterapija i ciljana terapija.>® Trenutna istraZivanja usmjerena su na razvoj peptidnih i tumorskih
vakcina, inhibitora imunskih kontrolnih tacaka, onkoliti¢kih virusa 1 primjenu autolognih aktiviranih
T limfocita. Istovremeno, zbog klju¢ne uloge u patogenezi i progresiji glioblastoma, pojedini
inhibitori kinaza smatraju se obe¢avajuéim terapijskim opcijama.* Najznacajnije molekularne mete
ukljucuju receptor za epidermalni faktor rasta (EGFR), receptor za faktor rasta izveden iz trombocita
(PDGFR), receptor za hepatocitni faktor rasta (MET), receptor za fibroblastni faktor rasta (FGFR) 1
receptor za vaskularni endotelni faktor rasta (VEGFR) ¢ija se inhibicija intenzivno ispituje u cilju
unapredenja ishoda lijecenja pacijenata sa glioblastomom. Na slici 6 prikazani su mali molekulski
inhibitori koji se nalaze u klini¢kim ispitivanjima za lijeCenje glioblastoma (gefitinib 12, tivozanib
13, crizotinib 14).%!
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Slika 6. Strukture temozolomida i inhibitora tirozin-kinaza.

Neuspjeh terapije najcescée se pripisuje nepovoljnim farmakokinetickim svojstvima, razvoju
mehanizama rezistencije, izrazenoj intratumorskoj heterogenosti i ograni¢enjima u dizajnu klini¢kih
ispitivanja.*® lako temozolomid 11 predstavlja sastavni dio standardnog terapijskog pristupa u
lijecenju glioblastoma, njegova primjena je pracena nezeljenim toksi¢nim efektima pri ¢emu potpuna
eliminacija bolesti uglavnom izostaje.

Glavni pravci u razvoju novih terapeutskih strategija za lijeCenje glioblastoma obuhvataju
razvoj sistema za ciljanu isporuku lijekova, unapredenje transporta terapijskih agenasa kroz krvno-
mozdanu i krvno-tumorsku barijeru, inovativne pristupe u radioterapiji i lokalne metode uniStavanja
tumora, kao i primjenu inhibitora rasta tumora.>*>> Medu predloZenim strategijama za unapredenje
lijeenja glioblastoma izdvajaju se kontrolisana i ciljana isporuka antitumorskih lijekova preko
krvno-moZzdane barijere primjenom nanocestica 1 monoklonskih antitijela, kao 1 razvoj
personalizovanih terapijskih pristupa.

2.4. ViSestruka rezistencija na lijekove i P-glikoprotein
2.4.1. Visestruka rezistencija na lijekove (MDR)

Visestruka rezistencija (engl. multidrug resistance, MDR) predstavlja pojavu istovremene
rezistencije tumorskih ¢elija na viSe antitumorskih lijekova koji imaju razli¢itu hemijsku strukturu i
mehanizam djelovanja.>®

Urodena ili inherentna rezistencija podrazumijeva odsustvo odgovora na inicijalnu terapiju,
dok adaptivna rezistencija nastaje tokom lije¢enja.*®>"->8 Urodena rezistencija moze nastati razli¢itim
mehanizmima, ukljucujuc¢i: a) prisustvo genskih mutacija u tumorskim ¢elijama, b) razvoj
rezistentnih populacija, kao §to su mati¢ne Celije raka i c) aktivaciju mehanizama odgovornih za
éelijsku detoksikaciju.> Stedena rezistencija moZe biti posljedica razli¢itih ¢elijskih i molekularnih
odgovora, ukljucujuéi:

a) nastanak sekundarnih mutacija u ciljnim genima ili aktivaciju alternativnih signalnih puteva nakon
terapije, pri cemu tumorske ¢elije mogu razviti otpornost na ciljane lijekove usljed novih mutacija ili
promjena u ekspresiji gena;

b) promjene u molekulskim metama djelovanja lijekova;
¢) izmijenjeni metabolizam lijekova u tumoru;

d) pojacano izbacivanje lijekova putem transmembranskih transportera, ukljuujuéi transportere
ATP-vezujuce kasete (ABC transportere);
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e) epigenetske promjene izazvane acetilovanjem, metilovanjem i promjenama nivoa mikroRNK i
f) promjene u tumorskom mikrookruZenju nakon terapije.>’

Svi navedeni mehanizmi mogu djelovati pojedinacno ili udruzeno i doprinijeti razvoju
viSestruke rezistencije kod tumora. Osnovni razlozi nastanka visestruke rezistencije jo$ uvijek nisu u
potpunosti razjasnjeni, ali mogu ukljucivati poja¢anu popravku DNK, inhibiciju apoptoze, promjene
signalnih puteva, metabolicke promjene u tumorskim ¢éelijama koje omogucavaju prezivljavanje u
uslovima stresa, evolutivne mehanizme, zadrzavanje lijekova u ¢elijskim organelama, kao i1 urodenu
ili adaptivnu prekomjernu ekspresiju transportera odgovornih za efluks lijekova.5%6!

2.4.2. P-glikoprotein (P-gp)

Jedan od najces¢ih mehanizama visestruke rezistencije malignih ¢elija na lijekove predstavlja
ekspresija energetski zavisnih efluksnih pumpi, poznatih kao ABC transportni proteini (engl. ATP-
binding cassette).®? Kod ljudi postoji 48 ¢lanova ove proteinske porodice, koji udestvuju u razli¢itim
fizioloSkim funkcijama, ukljucujuéi transport Secera, aminokiselina, lijekova, antibiotika, toksina,
lipida, sterola, peptida, nukleotida.®®

ATP-vezujuéi kasetni transporteri podijeljeni su u sedam potporodica, od ABC-A do ABC-
G. Identifikovano je priblizno 15 ABC transportera odgovornih za rezistenciju na klini¢ki znac¢ajne
lijekove.!! Medu transporterima koji imaju kljuénu ulogu u razvoju viSestruke rezistencije u
tumorskim celijama posebno se izdvajaju P-glikoprotein (MDR1/ABCBI), protein povezan sa
viSestrukom rezistencijom na lijekove 1 (MRP1/ABCCI1) i protein rezistencije karcinoma dojke
(BCRP/ABCGQG2). Ovi transporteri odlikuju se Sirokom specifi¢no$¢u prema lijekovima i sposobnoscu
transporta strukturno razlicitih jedinjenja, $to dovodi do smanjene intracelularne akumulacije
lijekova, a samim tim i smanjene efikasnosti terapije.®? P-glikoprotein, prvi opisani ATP-vezujuéi
kasetni transporter, identifikovali su Juliano i Ling 1976. godine u ¢elijama ovarijuma kineskog hrcka
rezistentnim na kolhicin, gdje je uo€en kao povrSinski fosfoglikoprotein povezan sa fenomenom
viSestruke rezistencije.®* Ove éelije pokazivale su unakrsnu rezistenciju prema Sirokom spektru
citotoksi¢nih agenasa razli¢ite hemijske strukture i mehanizama djelovanja, §to je ukazalo na klju¢nu
ulogu P-gp u razvoju rezistencije na antitumorske lijekove.

P-glikoprotein je transmembranski protein sastavljen od 1280 aminokiselina, molekulske
mase priblizno 170 kDa.%® Strukturno, P-glikoprotein se sastoji od etiri domena karakteristi¢na za
ATP-vezujuée kasetne transportere.®® Obuhvata dva citoplazmatska nukleotid-vezujuéa domena
(NBD), koji omogucavaju vezivanje i hidrolizu ATP, obezbjedujuéi energiju potrebnu za transport
supstrata, kao 1 dva transmembranska domena (TMD), koja formiraju transportni put za prolazak
supstrata, pri ¢emu svaki sadrZi Sest transmembranskih o-heliksa odgovornih za prepoznavanje i
vezivanje supstrata.’’

U inward-facing konformaciji, konformaciji okrenutoj ka unutrasnjosti celije,
transmembranski heliksi formiraju veliku unutrasnju Supljinu u koju lijekovi ulaze kroz otvore
povezane sa citoplazmom i membranom, nakon ¢ega dolazi do njihovog transporta van éelije.5>¢7 P-
glikoprotein prolazi kroz dinami¢ne konformacione promjene koje omogucéavaju vezivanje i transport
supstrata kroz membranu. Ove promjene pokrecu vezivanje i hidrolizu ATP, pra¢enu asocijacijom
(udruzivanjem) NBD domena. Transport lijekova posredovan P-glikoproteinom povezan je sa
pove¢anom ATP-aznom aktivno$c¢u, dok je bazalna aktivnost niska u odsustvu supstrata. Smatra se
da outward-facing stanje, konformacija okrenuta ka spolja, predstavlja prolaznu, energetski
nestabilnu fazu transportnog ciklusa, koja nastaje nakon hidrolize ATP. Na slici 7 dat je shematski
prikaz efluksa posredovanog P-gp i inhibicije efluksa.

13



Tumorske ¢elije rezistentne na hemoterapiju Tumorske ¢elije postaju senzitivne na hemoterapiju kada je

imaju aktivan P- aktivnost P-gp inhibirana
J 9 Ekstracelularni prostor 9P

O Efluks lijeka iz celije O
4 Celijska membrana

) P-gp Inhibicija P-gp aktivnosti

% .~ supstrat % Povecanje
O O } O O’-\ar@—’ dejstva
O O apoptoze
Molekuli lijeka Intracelularni prostor Akumulacija lijeka

Slika 7. Shematski prikaz P-gp posredovanog efluksa (A) i inhibicije efluksa (B) (napravljeno
pomocu programa ChemDraw).

P-glikoprotein je dominantno prisutan u apikalnim membranama epitelnih celija Sirom
organizma, a fizioloSki se nalazi u gastrointestinalnom traktu, jetri, bubrezima, testisima, jajnicima,
nadbubreznoj 1 hipofiznoj Zlijezdi, placenti i1 ¢elijama krvno-mozdane barijere, gdje ima zaStitnu
ulogu protiv ksenobiotika i éelijskih toksina.®* Prekomjerna ekspresija P-gp dovodi do razvoja
rezistencije na veliki broj hidrofobnih i katjonskih hidrofobnih hemoterapeutika koji predstavljaju
osnovu standardnih terapijskih protokola usljed njihovog aktivnog efluksa iz ¢elije.®® Medu njima se
nalaze (Slika 8): vinka-alkaloidi, kao S§to su vinblastin 15 1 vinkristin 16, taksani (Slika 4) poput
docetaksela 4 1 paklitaksela 5, antraciklini poput doksorubicina 17, inhibitori topoizomeraze,
ukljucujudéi etopozid 18, kao i odredeni inhibitori tirozin-kinaze, poput, gefitiniba 12 (Slika 6).
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Slika 8. Hemoterapeutici podlozni P-glikoprotein posredovanom efluksu.

Ekspresija P-gp utvrdena je u viSe od 50% tumorskih celijskih linija iz NCI-60 panela,
ukljucujuéi sve melanome i tumore centralnog nervnog sistema, dok je narocito visok nivo ekspresije
zabiljezen kod karcinoma bubrega i kolona.%?> Povisena ekspresija P-glikoproteina u tumorskim
¢elijama povezana je sa smanjenim odgovorom na hemoterapiju i losijim klinickim ishodom kod
razli¢itih tipova malignih oboljenja. Pojedini tumori koji inicijalno pokazuju nizak nivo ekspresije P-
gp, poput leukemije i karcinoma dojke, mogu nakon progresije bolesti i primjene hemoterapije
ispoljiti povecanu ekspresiju ovog transportera.
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2.4.2.1. Mehanizam djelovanja P-glikoproteina

Lijekovi ili supstrati P-glikoproteina se izbacuju iz ¢elije ve¢ na nivou same Celijske
membrane, pri ¢emu prvi korak u procesu efluksa predstavlja prepoznavanje lijeka od strane P-
glikoproteina, nakon ¢ega slijede vezivanje ATP i njegova hidroliza.®>® Energija nastala ovim
procesom koristi se za izbacivanje supstrata iz ¢elije kroz centralni otvor transportera. Do danas su
predlozena tri dominantna modela efluksa lijekova posredovanog P-glikoproteinom (Slika 9):
klasi¢ni model pumpne pore, model hidrofobnog usisivaca i model flipaze.

Q q o q (\Q th.’;

ATP ATP
citosol ATP —— ADP + Pi

klasi¢ni model pumpne pore model hidrofobnog usisivaca model flipaze

Slika 9. Tri dominantna modela efluksa lijekova posredovanog P-glikoproteinom (napravljeno
pomocu programa ChemDraw).

Prema klasi¢nom modelu pumpne pore, P-glikoprotein formira hidrofilni transportni put kroz
koji se lijekovi prenose iz citosola u ekstracelularnu sredinu kroz centralni dio pore, ¢ime se supstrati
Stite od hidrofobne lipidne faze membrane.®® Prema modelu hidrofobnog usisivaca P-glikoprotein
nespecificno prepoznaje i vezuje Sirok spektar strukturno raznovrsnih hidrofobnih/amfipati¢nih
supstrata prisutnih na unutrasnjoj strani ¢elijske membrane i1 prepoznaje ih kao ksenobiotike, nakon
ega ih izbacuje iz ¢elije.®” Zbog izrazene hidrofobnosti veéine supstrata, pretpostavlja se da se oni
najprije rasporeduju izmedu unutra$njeg vodenog prostora ¢elije 1 unutrasnjeg sloja membrane, prije
nego Sto dodu u kontakt sa P-glikoproteinom. Nakon vezivanja supstrata, hidroliza ATP dovodi do
konformacionih promjena transportera koje omogucavaju transport supstrata iz membrane ka
spoljasnjoj vodenoj sredini. Prema modelu flipaze, P-glikoprotein prepoznaje lijek tokom njegovog
prolaska kroz lipidni dvosloj membrane i prebacuje ga iz unutrasnjeg sloja ¢elijske membrane ka
spoljasnjem sloju, odnosno u ekstracelularni prostor, protiv koncentracionog gradijenta uz utroSak
energije dobijene hidrolizom ATP.%

2.4.2.2. Inhibitori P-gp

Inhibicija efluksnih pumpi znacajno povecava osjetljivost rezistentnih tumorskih ¢elija na
hemoterapeutike. Zbog toga inhibicija ovih transportera predstavlja vaznu strategiju u prevazilazenju
viSestruke rezistencije malignih ¢elija, sa ciljem ponovnog uspostavljanja efikasnosti antitumorskih
lijekova i inhibicije rasta tumora.!" Aktivnost P-glikoproteina moZe se modulirati na vise nacina:
blokiranjem mjesta za vezivanje lijeka kompetitivnim, nekompetitivnim ili alosternim mehanizmom,
ometanjem hidrolize ATP i promjenom integriteta lipida éelijske membrane.”®

Medutim, klinicka ispitivanja pokazala su ogranienu efikasnost i1 izraZenu toksi¢nost ovih
pristupa, $to ukazuje na potrebu za razvojem potentnijih i selektivnijih inhibitora P-gp.®! Do danas su
razvijene tri generacije inhibitora P-glikoproteina, koje su klasifikovane na osnovu njihove
efikasnosti, toksi¢nosti 1 selektivnosti.

Inhibitori prve generacije (Slika 10) predstavljaju farmakoloski aktivna jedinjenja koja se vec
koriste u klini¢koj praksi za odredene terapijske indikacije, ali posjeduju sposobnost inhibicije P-
glikoproteina, poput verapamila 19, blokatora kalcijumskih kanala, 1 ciklosporina A 20,
imunosupresivnog lijeka.”® Njihova primjena ograni¢ena je potrebom za visokim koncentracijama
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neophodnim za inhibiciju P-glikoproteina koja dovodi do sistemske toksicnosti. Takode, oni

predstavljaju supstrate drugih transportera i enzimskih sistema, S$to dovodi do nepredvidivih
farmakokinetickih interakcija.

B 7

verapamll

20
ciklosporin A

Slika 10. Inhibitori P-gp prve generacije.

Inhibitori druge generacije (Slika 11) ne posjeduju prethodno farmakolosko djelovanje 1
pokazuju veéi afinitet prema P-glikoproteinu.”®’! Medu njima se izdvajaju (R)-enantiomer
verapamila 19, deksverapamil (Dex-Ver) 21 1 neimunosupresivni analozi ciklosporina A 20, poput
valspodara 22. Medutim, inhibitori druge generacije inhibiraju enzim CYP3A4 i druge ATP-vezujuce
kasetne transportere, Sto dovodi do smanjenog metabolizma lijekova i sloZenih farmakokinetickih
promjena usljed istovremene inhibicije viSe transportera. Iako su razvijeni sa ciljem smanjenja
toksicnosti u odnosu na prvu generaciju inhibitora, zadrzali su odredene neZeljne osobine koje
ogranic¢avaju njihovu farmakolosku primjenu.
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Slika 11. Inhibitori P-gp druge generacije.

Treca generacija inhibitora (Slika 12) razvijena je primjenom kombinatorne hemije i
proucavanja odnosa izmedu strukture i aktivnosti (engl. Structure-Activity Relationship, SAR), sa
ciljem dobijanja inhibitora P-glikoproteina visoke specifi¢nosti i niske toksi¢nosti.®> Ovi inhibitori
pokazuju priblizno deset puta vecu potentnost u odnosu na prethodne generacije, a za razliku od
inhibitora druge generacije, enzim CYP3A4 ne utiCe znafajno na njihovu farmakokinetiku.
Predstavnici tre€e generacije inhibitora ukljucuju tarikvidar 23, zosukvidar 24 1 elakridar 25.
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Slika 12. Inhibitori P-gp trece generacije.

Prirodni proizvodi (Slika 13) privlace veliku paznju kao potencijalni modulatori viSestruke
rezistencije na lijekove, jer mogu povecati osjetljivost tumorskih celija na konvencionalnu
hemoterapiju uz manju toksi¢nost.*” Medu jedinjenjima sa sposobnos¢u inhibicije P-glikoproteina
izdvajaju se alkaloidi, flavonoidi, kumarini, saponini i1 terpenoidi, koji zahvaljuju¢i dobroj
selektivnosti i moguénosti strukturne modifikacije predstavljaju perspektivne kandidate za razvoj
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Slika 13. Prirodni proizvodi kao inhibitori P-gp.

Inhibitori, kao 1 supstrati P-glikoproteina pokazuju veliku strukturnu raznolikost, a mnoga
jedinjenja, poput verapamila 19 (slika 10), ciklosporina A 20 (slika 10), istovremeno predstavljaju i
inhibitore i supstrate P-glikoproteina.”®

Jedna od najce$c¢e primjenjivanih strategija kod konvencionalnih inhibitora P-glikoproteina
zasniva se na kompeticiji za mjesto vezivanja lijekova.®” Medutim, prisustvo vise mjesta vezivanja
na P-glikoproteinu znacajno oteZava razvoj ciljanih inhibitora. Dodatni problemi koji ogranicavaju
uspjesnost inhibitora P-glikoproteina ukljucuju nepredvidiv odgovor na terapiju, pojavu toksi¢nosti
izazvanu farmakokineti€kim interakcijama izmedu inhibitora P-glikoproteina 1 drugih lijekova,
promjene u metabolizmu ili eliminaciji lijekova, kao i naruSavanje osnovne zastitne funkcije P-
glikoproteina u izbacivanju lijekova, §to moze povecati toksicnost istovremeno primijenjenih lijekova
u zdravim tkivima. Zbog toga postoji velika potreba za razvojem novih, efikasnijih i manje toksi¢nih
inhibitora P-glikoproteina.

2.5. Koncept molekulske hibridizacije i derivatizacija prirodnih proizvoda

Kroz istoriju, prirodni proizvodi su imali vaznu ulogu u otkri¢u lijekova, a naroCito onih
lijekova koji su koridéeni za lijeenje raka kao i zaraznih bolesti.”> Antitumorski lijek koji je nasao
primjenu u lijeCenju raka dojke, Taxol®, izolovan iz vrste Taxus brevifolia, antimalarijski lijek
artemizinin izolovan iz Artemisia annua, alkaloid morfin izolovan iz Papaver somniferum i antibiotik
penicilin iz Penicillium spp. predstavljaju samo neke od primjera u kojima priroda djeluje kao izvor
aktivnih jedinjenja.”®

Prirodni proizvodi se odlikuju velikom raznovrsno$¢u skeleta i visokim stepenom strukturne
slozenosti.”* Na primjer, struktura artemizinina se karakteri$e kondenzovanim trioksanskim sistemom
koji sadrzi peroksidni most, laktonsku funkcionalnu grupu, kao i cikli¢ni acetalni i ketalni strukturni
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motiv.”® Prirodni proizvodi uglavnom imaju veéu molekulsku masu, veéi broj sp® ugljenikovih atoma
i atoma kiseonika, a manji broj atoma azota i halogena, kao 1 ve¢i broj akceptora i donora vodoni¢nih
veza i veéu molekulsku rigidnost u poredenju sa sintetskim jedinjenjima.’® Ove razlike mogu biti
prednost, pri ¢emu veca rigidnost moze imati vaznu ulogu u otkricu lijekova usmjerenih na interakcije
protein-protein.”’ Veéina prirodnih proizvoda izgradena je pretezno od atoma ugljenika, vodonika i
kiseonika, dok je sadrzaj azota relativno ograni¢en, §to se moZze pripisati slabijoj sposobnosti
mikroorganizama i biljaka za fiksaciju azota Cime se otvara mogucnost za ciljano uvodenje azotovih
atoma tokom hemijskih modifikacija prirodnih proizvoda.”” Azot predstavlja znacajan element
budu¢i da se odlikuje izrazenijim nukleofilnim karakterom u odnosu na ugljenik 1 kiseonik. Takode,
ucestvuje u formiranju heterocikli¢nih, aromati¢nih i kondenzovanih sistema, pri ¢emu moze imati
ulogu terminalne funkcionalne grupe ili linkera izmedu razlicitih strukturnih cjelina. Imaju¢i u vidu
navedene osobine, uvodenje i funkcionalizacija azotovih atoma predstavlja vaznu strategiju u procesu
optimizacije vode¢ih jedinjenja.”

U procesu otkrivanja i razvoja lijekova zasnovanih na prirodnim proizvodima zastupljene su
tri strategije (Slika 14):78

1. razvoj 1 direktna primjena samog prirodnog proizvoda kao lijeka;
2. derivatizacija prirodnih proizvoda;

3. pojednostavljenje kompleksnih struktura prirodnih proizvoda.

Strategije za otkrice i razvoj lijekova zasnovanih na prirodnim proizvodima

izolovanje
Strategija 1: Upotreba samih prirodnih proizvoda
ﬂ Strategija 2: Hibridizacija privodnih proizvoda
testiranje . . Strategija 3: Pojednostavijenje strukture prirodnih proizvoda
bioaktivni
f prirodni proizvod
-

biblioteka lijekova
inspirisana prirodnim

L N H:"F €

vodeée (LEAD) jedinjenje

proizvodima

identifikacija mete

(

optimizacija vodeéeg (LEAD) jedinjenja
selektivnost q y
rastvorljivost u vodi w . /; - ‘

metabolicka stabilnost .
oralna biodostupnost Kklini¢ki lijek

sporedni efekti

Slika 14. Strategije za otkrice i razvoj lijekova zasnovanih na prirodnim proizvodima (napravljeno
pomocu programa Canva).

Priroda predstavlja izuzetno znacajan izvor bioloski aktivnih supstanci 1 njihovih prekursora
pri ¢emu je gotovo 50% antitumorskih lijekova, koji su nasli klinicku primjenu u periodu izmedu
1940. 1 2014. godine, zasnovano na prirodnim proizvodima ili inspirisano njima, ukljucuji¢i 1
polusintetske strukture.” Na osnovu analize malih molekula odobrenih od strane Agencije za hranu
1 lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) u ovom periodu, utvrdeno je da neizmjenjeni
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prirodni proizvodi ¢ine oko 6% ukupnog broja lijekova. Medutim, vecina lijekova porijeklom iz
prirodnih proizvoda se ubraja u njihove derivate, koji ¢ine oko 26% odobrenih malih molekula.”®”

Prirodni proizvodi Cesto predstavljaju pogodne polazne strukture za identifikaciju vodec¢ih
molekula u procesu razvoja lijekova.’*®! Medutim, iako su dobra vodec¢a jedinjenja (engl. lead
compounds),’? zbog kompleksne hemijske strukture, éesto ne ispunjavaju kriterijume ,,drug-likeness*
kao sto je Lipinski pravilo 5, zbog Cega je njihov razvoj kao lijekova ograni¢en slabom apsorpcijom
iz gastrointestinalnog trakta.”® Nedostaci nemodifikovanih prirodnih proizvoda prije svega ukljuduju
ogranicenu dostupnost jedinjenja, slabu rastvorljivost i metabolicku nestabilnost. Jo§ znacajnije,
njihova izrazena strukturna slozenost dovodi do poteskoéa u sintezi, kao i do nepovoljnih osobina u
pogledu apsorpcije, distribucije, metabolizma, ekskrecije i toksi¢nosti (ADMET).”® S obzirom na to
da tradicionalna sinteza derivata prirodnih proizvoda iz jednostavnih pocetnih supstanci moze biti
sintetski zahtjevna i Cesto neefikasna, sve ve¢i znacaj dobija alternativni pristup koji je zasnovan na
direktnoj derivatizaciji prirodnih proizvoda putem selektivnih hemijskih transformacija.®® Ciljane
modifikacije mogu biti usmjerene ka unapredenju farmakokinetickih i farmakodinamickih svojstava,
ukljucujuéi povecanje potentnosti, selektivnosti, rastvorljivosti u vodi, metabolicke stabilnosti i
oralne biodostupnosti.’® Takode, smanjenje neZeljenih efekata predstavlja jedan od kljuénih ciljeva
strukturne optimizacije.

Povecéanje lipofilnosti i uvodenje atoma halogena u strukturu prirodnih proizvoda
predstavljaju tipicne primjere strukturnih modifikacija koji su omogudili poboljSanje bioloSke
aktivnosti ovih jedinjenja.®?

Jedan od obecavajuc¢ih i fundamentalno novih pristupa koji omogucavaju dobijanje novih
specifi¢nih jedinjenja sa poboljsanim farmakoloskim osobinama je hibridizacija prirodnih proizvoda
i/ili bioaktivnih jedinjenja.** Ovom metodom se, dva ili viSe fragmenata prirodnih proizvoda,
kombinuju i medusobno povezuju kovalentnim vezama $to omogucava nastajanje novih hibridnih
molekula. Hibridizacija predstavlja dobar pristup u dizajnu i razvoju lijekova koji privlaci znacajnu
paznju jer sintetski hibridi, koji sadrze parcijalne strukturne motive prirodnih jedinjenja, u mnogim
slu¢ajevima pokazuju izraZeniju biolosku aktivnost u poredenju sa polaznim jedinjenjima. Pored
toga, ovi hibridni molekuli imaju sposobnost da prevazidu mehanizme rezistencije na lijekove, kao 1
da omoguce integraciju povoljnih farmakoloskih svojstava razli¢itih prirodnih proizvoda u
jedinstvenu molekulsku strukturu §to moze da dovede do smanjene toksi¢nosti.

Ovaj koncept inspirisan je samom prirodom, budu¢i da su brojni prirodni proizvodi izgradeni
od takvih fragmenata koji poti¢u iz razli¢itih biosintetskih puteva.®® Kao primjer moze se navesti
vinkristin 16 (Slika 7), hibridno jedinjenje koje predstavlja dimerni indolni alkaloid sastavljen od
vindolinskog i katarantinskog strukturnog motiva, a koje se primjenjuje kao lijek u terapiji leukemije.
Zanimljivo je da pojedinacni monomerni prekursori ne ispoljavaju znac¢ajnu aktivnost.

Hibridni molekuli koji sadrze dvije ili viSe farmakofornih jedinica mogu se klasifikovati
prema nacinu njihovog kovalentnog povezivanja (Slika 15).8%%” Kod kondezovanih hibrida (Slika
15B), dvije molekulske cjeline povezane su bez prisustva vezivnog fragmenta, pri ¢emu svaki
molekul obezbjeduje funkcionalnu grupu za formiranje veze, najcesSce estarske, karbamatne ili
amidne prirode. Spojeni/preklopljeni hibridi (Slika 15C) nastaju preklapanjem strukturnih motiva obe
farmakofore, dok izvorne bioloske aktivnosti mogu biti djelimi¢no oCuvane ili izmijenjene pri cemu
se nastoji posti¢i Sto vec¢i stepen preklapanja farmakofornih fragmenata radi dobijanja manjih i
strukturno jednostavnijih molekula sa povoljnim fizickohemijskim osobinama. Hibridi sa vezivnim
fragmentom karakteriSu se prisustvom jasno definisanog linkera, koji moze biti neraskidiv ili
raskidiv. Neraskidiv vezivni fragment (Slika 15D) omogucava ocuvanje bioloske aktivnosti i afiniteta
razli¢itih farmakofornih jedinica prema bioloskoj meti, a moze dovesti i do pojave novih bioloskih
efekata. Nasuprot tome, raskidiv vezivni fragment (Slika 15E) dizajniran je tako da u fizioloSkim ili
enzimskim uslovima oslobada polazne aktivne komponente sa nezavisnim djelovanjem.
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Imaju¢i u vidu brojne radove u literaturi, koncept hibridizacije pokazuje znacajan potencijal
u medicinskoj hemiji. U svrhu sinteze novih jedinjenja sa selektivnim djelovanjem na c¢elije
nesitnocelijskog raka pluc¢a 1 glioblastoma, istrazivanje je zasnovano upravo na primjeni ovog
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Slika 15. Mogu¢nosti kovalentnog vezivanja dvije farmakofore (napravljeno pomoc¢u programa
Canva).

2.6. Znacaj prirodnog proizvoda artemizinina
2.6.1. Otkrice artemizinina u svijetu

Malarija predstavlja jednu od najrasprostranjenijih parazitskih bolesti na svijetu sa visokom
stopom morbiditeta i mortaliteta, a naro€ito u tropskim i subtropskim regionima.®® Uzrokuju je
paraziti iz roda Plasmodium.®® Infekcija kod ljudi zapo¢inje ujedom zarazene zenke komarca, a
simptomi se manifestuju kada parazit dode do krvotoka ¢ovjeka i po¢ne da se razmnozava.”® Poznato
je pet vrsta roda Plasmodium koji izazivaju infekciju kod ljudi, a to su P. falciparum, uzroénik
najveéeg broja smrtnih slu¢ajeva, zatim P. vivax, P. ovale, P. malariae i P. knowlesi.”' Prema
podacima Svjetske zdravstvene organizacije, u 2023. godini na svijetu je registrovano oko 263
miliona slu¢ajeva malarije sa 597 000 smrtnih ishoda.®? Kao standardnu terapiju za lije¢enje malarije
izazvane vrstom P. falciparum, SZO preporucuje kombinovanu terapiju zasnovanu na prirodnom
proizvodu artemizininu, dok se hlorokin preporucuje kod ljudi zaraZenih vrstom P. vivax u regionima
gdje je parazit i dalje osjetljiv na ovaj lijek.”>"*

lako kombinovana terapija zasnovana na artemizininu (engl. artemisinin-based combination
therapies, ACT) danas predstavlja osnovu za lijeCenje malarije izazvane vrstom P. falciparum,
otkri¢e artemizinina u drugoj polovini 20. vijeka oznacilo je prekretnicu u borbi protiv rastuce
rezistencije na tada$nje antimalarike koji su se primjenjivali.”* Lijekovi koji su do tada smatrani
visoko efikasnim, kao §to je hlorokin, postajali su sve manje djelotvorni usljed razvoja rezistentnih
sojeva parazita Sto je dovelo do potrebe za pronalaskom novih, efikasnijih antimalarijskih lijekova.
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Tokom Vijetnamskog rata, veliki broj sjevernovijetnamskih vojnika je oboljevao 1 umirao od
malarije, $to je predstavljalo ozbiljan problem.” Kineska vlada je 1967. godine pokrenula tajni
drzavni projekat 523, sa ciljem razvoja novog i efikasnog antimalarijskog lijeka. U okviru ovog
projekta, koji je uklju¢ivao saradnju velikog broja naucnika iz razlicitih institucija, znac¢ajan doprinos
dala je Tu Youyou, koja je predvodila tim nauc¢nika iz oblasti fitohemije i farmakologije.’® Sa
iskustvom u tradicionalnoj kineskoj medicini, Tu je pristup istrazivanju zasnovala na sistematskom
pregledu drevnih medicinskih tekstova u potrazi za prirodnim jedinjenjima sa potencijalnim
antimalarijskim dejstvom. Posebno ju je zainteresovala biljka Artemisia annua (poznata kao qinghao)
(Slika 16), koja se u tradicionalnoj praksi koristila za lije¢enje simptoma slicnih groznici koja danas
predstavlja jedan od glavnih simptoma malarije. U okviru istrazivanja ispitano je vise od 380
ekstrakata na modelu malarije kod glodara.’’ Ekstrakt dobijen iz Artemisia annua pokazao je
obecavajuce rezultate. Medutim, s obzirom na to da ovaj nivo aktivnosti nije bio dovoljan za
terapijsku primjenu, istrazivanje je nastavljeno s ciljem poboljSanja metode ekstrakcije, prelazeci sa
etanola na ekstrakciju dietil-etrom pri nizim temperaturama, $to je omogucilo dobijanje Cistijeg i
efikasnijeg ekstrakta. Uklanjanjem kiselinskih komponenti, dobijen je neutralni ekstrakt sa
smanjenom toksi¢nos¢u i znatno ve¢om efikasnos¢u, koji je 1971. godine postigao 100% inhibiciju
malarije kod miSeva. Ova metoda omogucila je ocuvanje aktivnog jedinjenja koje je ubrzo
identifikovano kao artemizinin, seskviterpenski lakton sa peroksidnom grupom, koja se ispostavila
kljuénom za njegovo antimalarijsko dejstvo.”* Ovo otkriée je kasnije prepoznato kao izuzetno vazno
u borbi protiv malarije, a Tu Youyou je za svoj doprinos 2015. godine dobila Nobelovu nagradu za
fiziologiju ili medicinu. Artemizinin 30, bezbojna kristalna supstanca molekulske formule C15H220s,
izolovan je 1972. godine iz biljke Artemisia annua (Slika 16). Do 1975. godine, kori§¢enjem NMR
spektroskopije, difrakcije X-zraka i masene spektrometrije visoke rezolucije, u saradnji vise kineskih
instituta, utvrdeno je da je u pitanju seskviterpenski lakton sa jedinstvenom endoperoksidnom
grupom. Trans-konfiguracija laktonskog prstena je odredena tehnikom opticke rotacione disperzije,
dok je apsolutna konfiguracija potvrdena i potpuna karakterizacija artemizinina objavljena 1979.
godine.**

Slika 16. Artemisia annua.

2.6.2. Otkrice artemizinina u Srbiji

Malo je poznato da je zapravo, gotovo u isto vrijeme kada su u Kini sprovodena istrazivanja
sa ciljem pronalaska efikasnog antimalarika, u Srbiji, u Beogradu, artemizinin prvi put izolovan u
okviru istrazivanja profesora Milutina Stefanoviéa i Dragoslava Jeremiéa.’®*° Krajem 1970. godine,
opisano je izolovanje, iz hloroformskog ekstrakta nadzemnih dijelova biljke slatki pelin, dva kristalna
jedinjenja. U radu profesora Milosavljeviéa iz 2017. godine, mogu da se nadu '"H NMR i IC spektar
jedinjenja izolovanog u Beogradu, $to ustvari predstavlja i prvi snimljen spektar prirodnog proizvoda
artemizinina.”’® Imajuéi u vidu da je ovo bila nova klasa prirodnih proizvoda ¢iji spektralni podaci do
tada nisu bili prijavljeni u literaturi, odredivanje krajnje strukture je trajalo viSe mjeseci. Ugljenicni
skelet seksviterpena kadinanskog tipa je prvi put identifikovan kod ove grupe prirodnih proizvoda $to
je dovelo do otkri¢a nove klase seskviterpenskih laktona koji su nazvani kadinanolidi. Predlozi
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struktura do kojih su profesori Stefanovi¢ 1 Jeremi¢ dosli, na osnovu spektralnih podataka ali 1
rezultata hemijskih transformacija izolovanih jedinjenja, prikazani su na Osmom medunarodnom
simpozijumu o hemiji prirodnih proizvoda u Nju Delhiju odrzanom 1972. godine. Na slici 17,
prikazano je poredenje ozonoidne strukture, koju su odredili profesori Stefanovi¢ i Jeremié, i
endoperoksidne strukture koju su prijavili Tu Youyou i saradnici za ¢ije su odredivanje bili kljucni
difrakcija X-zraka, ali i '3C NMR spektar koji u to vrijeme nisu bili dostupni u Jugoslaviji.
Jugoslovenska grupa je sprovela fitohemijsko istrazivanje sa ciljem izolovanja i identifikacije novih
sekundarnih metabolita biljaka koje do tad nisu istrazivane pri ¢emu se jasno vidi da je najveci dio
strukture bio dobro odreden iako sa skromnijom opremom.
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29: Arteannuin A 30: Artemizinin (Qinghaosu)
- izolovan: krajem 1970. godine - izolovan: krajem 1972. godine
- identifikovan (pogre$no): 1971. godine - identifikacija: 1975. godine
- prijavljen: 1972. godine - publikovan: 1977. godine
Glavni dokazi: hemijski, '"H NMR, HRMS, Glavni dokazi: hemijski, IC, THi 3C
C,H-elementalna analiza NMR, HRMS, difrakcija X-zraka,

C,H-elementalna analiza

Slika 17. Strukture artemizinina odredene u Jugoslaviji (A) i Kini (B).”®

2.6.3. Bioloska aktivnost artemizinina i njegovih derivata

Artemizinin 30, seskviterpenski lakton, i njegovi semisintetski derivati, zajednicki oznaceni
kao artemizinini, karakteriSu se prisustvom 1,2,4-trioksanskog prstena sa endoperoksidnim
mostom.'® Endoperoksidni most predstavlja klju¢ni strukturni fragment artemizinina koji ima vaznu
ulogu u ispoljavanju bioloske aktivnosti ovih molekula, kako antimalarijske tako i antitumorske.'°!
Za razliku od vecine drugih antimalarijskih lijekova, ovaj visoko oksigenovani seskviterpenski
laktonski peroksid ne sadrzi azotne heterocikli¢ne strukturne fragmente i1 pokazao je znacajnu
aktivnost u poredenju sa konvencionalnim antimalarijskim lijekovima, kao $to su hlorokin 1 kinin,
protiv razli¢itih sojeva malarije, bez izrazenih neZeljenih efekata kod pacijenata.'*?

Potencijal artemizinina, kao novog terapeutskog agensa za lijeCenje raka, prepoznat je jo$
1993. godine, kada je objavljen prvi rad koji je ukazao na njegova antitumorska svojstva, a brojna
kasnija istraZivanja dodatno su potvrdila znacaj ovog prirodnog proizvoda.'®*!% Danas je poznato da
artemizinin, kao i njegovi derivati, ispoljavaju citotoksi¢nu aktivnost prema razli¢itim tipovima ¢elija
raka, u in vitro i u in vivo uslovima.'® Ova jedinjenja ispoljavaju antitumorsku aktivnost u nano- do
mikromolarnim koncentracijama kako na celijskim linijjama osjetljivim na lijekove, tako i na
rezistentnim tumorskim éelijskim linijama.'*® Uprkos izraZenoj terapijskoj efikasnosti, artemizinin
30 karakteriSu nepovoljna farmakokineti¢ka svojstva. Ovaj prirodni proizvod se odlikuje niskom
rastvorljivos¢u u vodenim 1 lipidnim medijima, ograni¢enom bioraspolozivos¢u, kao i kratkim
poluzivotom in vivo (oko 2,5 sata).!% U cilju prevazilazenja navedenih ogranitenja razvijene su tri
generacije endoperoksidnih jedinjenja sli¢nih artemizininu, koje obuhvataju polusintetske derivate
kao 1 potpuno sintetske analoge.

Redukcijom karbonilne grupe artemizinina, dobija se dihidroartemizinin 31 (DHA), u
visokom prinosu, koji ¢ini glavni aktivni metabolit artemizinina, a njegovom daljom derivatizacijom,
dobijaju se i ostali derivati (Slika 18).!%7 Artesunat 32 se dobija reakcijom esterifikaciije DHA, dok
se artemeter 33 1 arteeter 34 dobijaju iz DHA reakcijom eterifikacije u prisustvu metanola, odnosno
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etanola i kataliti¢ke koli¢ine BF3-OEt,.!% Artesunat, koji je nagao najvecu primjenu medu derivatima
artemizinina u kombinovanoj terapiji za lijeCenje malarije, predstavlja vodorastvorni derivat ovog
prirodnog proizvoda, dok artemeter i arteeter ¢ine njegove lipofilne polusintetske derivate.!” Svi
novosintetisani derivati artemizinina pokazali su unaprijedena farmakodinamicka i farmakokineticka
svojstva 1 kasnije su registrovani kao prva generacija derivata artemizinina. Dalje, artemison 35, kao
predstavnik druge generacije, pokazuje takode unaprijedena farmakokineti¢ka svojstva, ukljucujuéi
produzen poluZivot i smanjenu toksi¢nost.'%

31
Dihidroartemizinin Artesunat Artemeter Arteeter 35

Artemison

Slika 18. Polusintetiski derivati prirodnog proizvoda artemizinina 30.

Artemizinini predstavljaju prolijekove koji se aktiviraju u intracelularnim ili intraparazitskim
uslovima.!'® Endoperoksidni most artemizinina ima klju¢nu ulogu u antiparazitskoj i antitumorskoj
aktivnosti, a aktivacija artemizinina povezuje se sa razlaganjem ovog endoperoksidnog mosta, pri
¢emu nastaju visoko reaktivni ugljenikovi radikali sposobni da ucestvuju u alkilovanju proteina 1
stvaranju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS). Medutim, tatan mehanizam aktivacije artemizinina i
dalje nije u potpunosti razjaSnjen, posebno u pogledu uloge slobodnog fero-gvozda i hema u procesu
razlaganja endoperoksidnog mosta.

Jedna od glavnih hipoteza o mehanizmu aktivacije artemizinina zasniva se na ulozi slobodnog
fero-gvozda (Fe?") kao kljuénog aktivatora.''® Brojna istraZivanja pokazala su da je prisustvo
slobodnog ¢elijskog gvozda povezano sa antitumorskom aktivno$¢u artemizinina, dok helatacija
gvozda znaCajno smanjuje njegov citotoksi¢ni efekat. Takode, tumorske celije imaju povecanu
potrebu za metabolizmom gvozda i visi sadrZaj intracelularnog gvozda u odnosu na normalne Celije,
Sto moZe objasniti selektivnost artemizinina prema tumorskim celijama. Pored gvoZda, znacajnu
ulogu u aktivaciji artemizinina ima i hem. Povecana sinteza hema dovodi do pojac¢ane produkcije
ROS 1 vece citotoksi¢nosti artemizinina, dok inhibicija sinteze hema smanjuje njegovu aktivnost.
Savremena proteomska istraZivanja pokazala su da hem efikasnije aktivira artemizinin od slobodnog
gvozda, zbog Cega se danas smatra da bi aktivacija artemizinina mogla biti primarno hem-zavisna,
dok gvozde ima vazniju ulogu u kasnijim procesima citotoksi¢nosti i stvaranja ROS.

Unutar Celije, artemizinini, zbog svoje hidrofobne prirode, prvenstveno djeluju u
membranskim sistemima 1 lokalizuju se u strukturama kao §to su endoplazmati¢ni retikulum,
digestivne vakuole, mitohondrije i druge organele.!!! Savremena in vivo i in vitro istraZivanja ukazuju
na viSe moguc¢ih mehanizama njihovog djelovanja, medu kojima su najzna€ajniji: indukcija
oksidativnog stresa, indukcija apoptoze, inhibicija angiogeneze, zaustavljanje ¢elijskog ciklusa u fazi
G0/G1, kao 1 indukcija feroptoze. Kombinacija oksidativnog stresa, oSteCenja DNK, i1 drugih
posljedica alkilovanja proteina i poremecaja normalnih ¢elijskih funkcija na kraju dovode do Celijske
smrti.

Razvoj novih antitumorskih lijekova predstavlja dugotrajan i izuzetno skup proces, zbog ¢ega
prenamjena lijekova (engl. drug repurposing) postaje sve znacajnija alternativa tradicionalnom
razvoju terapijskih agenasa.''> Artemizinin i njegovi derivati pokazali su povoljan bezbjednosni profil
u terapiji malarije, medutim, njithova primjena u lijjeCenju raka moze zahtijevati viSe doze 1
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dugotrajniju terapiju, $to potencijalno povecava rizik od nezeljenih efekata. lako su pri visokim
dozama artesunata zabiljezene odredene nezeljene reakcije, bezbjednost dugotrajne primjene
artemizinina u onkoloskoj terapiji jos uvijek nije dovoljno ispitana.''?

Artemizinin i njegovi derivati su prvobitno koriS¢eni kao monoterapija u lijeCenju malarije,
ali se danas primjenjuju u kombinovanim terapijama zasnovanim na artemizininu, koje objedinjuju
brzo djelovanje artemizininske komponente i dugotrajniji efekat partnerskog lijeka.'” Sli¢an koncept
kombinovanja razli¢itih mehanizama djelovanja primjenjuje se i u razvoju novih antitumorskih
agenasa pri cemu proces kombinovane terapije podrazumijeva kombinovanje lijekova razliitih
mehanizama djelovanja i molekulskih meta radi sprjeCavanja razvoja rezistencije, raspodjele
nezeljenih efekata na razlicita tkiva kako bi se smanjio rizik toksicnosti, kao i ¢injenice da svaka
komponenta kombinovane terapije treba da ispoljava antitumorsku aktivnost i kada se primjenjuje
kao pojedina¢ni lijek.''* Na slici 19 prikazane su moguénosti kombinovane terapije derivata
artemizinina sa razli¢itim tipovima citotoksi¢nih agenasa i terapijskih pristupa, pri ¢emu su uoceni
sinergisticki 1 aditivni efekti. Derivati artemizinina mogu da se koriste u kombinaciji sa standardnim
antitumorskim lijekovima, radioterapijom i fotodinamic¢kom terapijom, ve¢ odobrenim lijekovima za
druge indikacije, novim sintetskim jedinjenjima, prirodnim proizvodima i njthovim derivatima,
terapijskim antitijelima i rekombinantnim proteinima.

* Standardni antitumorski lijekovi
« Radioterapija

* Artemizinin + Fotodinamicka terapija
e Artesunat ¢ Lijekovi za druge indikacije
e Dihidroartemizinin ¢ Nova sinteticka jedinjenja

* Prirodni proizvoedi
* Terapijska antitijela
¢ Rekombinantni proteini

! !

Kombinovana terapija za lijeCenje raka

Inhibicija celijskog rasta i celijske vijabilnosti

Indukcija zaustavljanja ¢elijskog ciklusa

Indukcija apoptoze i autofagije

Inhibicija invazije, migracije i metastaziranja

¢ Inhibicija angiogeneze

Slika 19. Kombinovana terapija zasnovana na artemizininima.

Veliki broj in vitro 1 in vivo istrazivanja potvrduje znacajnu antitumorsku aktivnost derivata
artemizinina, medutim, broj klini¢kih studija sprovedenih kod onkoloSkih pacijenata i dalje je
ograni¢en.'!! Do sada su najvise ispitivani pacijenti sa solidnim tumorima, ukljucujuéi kolorektalni
karcinom, karcinom dojke, hepatocelularni karcinom i karcinom pluéa. Rezultati dosada$njih
klinickih ispitivanja ukazuju na to da artesunat moze ispoljiti antitumorsku aktivnost uz prihvatljiv
bezbjednosni profil. Kod pacijenata sa nesitnocelijskim karcinomom pluéa, kombinacija artesunata i
hemoterapije pokazala je znacajno bolju kontrolu bolesti i duZe vrijeme do progresije u poredenju sa
samom hemoterapijom, bez znagajnog poveéanja toksi¢nosti.!'> Pored procjene efikasnosti, klinicka
istrazivanja bila su usmjerena 1 na ispitivanje farmakokinetike, bezbjednosti i podnosljivosti
artesunata kod pacijenata sa metastatskim karcinomom dojke i hepatocelularnim karcinomom.!!!
Dosadasnji rezultati ukazuju da se artesunat generalno dobro podnosi, dok su najces¢e prijavljeni
nezeljeni efekti ukljucivali leukopeniju, neutropeniju, anemiju i vrtoglavicu, koji su uglavnom bili
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reverzibilni nakon prekida terapije. Iako su rezultati dosadaSnjih studija ohrabrujuc¢i, neophodna su
dodatna klini¢ka ispitivanja kako bi se preciznije definisali optimalni rezimi doziranja, dugoro¢na
bezbjednost i1 stvarni terapijski potencijal artesunata u lijeCenju malignih oboljenja.

Iako prirodni proizvodi predstavljaju znacajan izvor antitumorskih agenasa, njihovu primjenu
Cesto ogranicavaju nepovoljne farmakokineticke osobine i razvoj rezistencije, zbog c¢ega molekulska
hibridizacija predstavlja efikasnu strategiju za unapredenje njihovih farmakoloskih svojstava,
efikasnosti, selektivnosti i biodostupnosti.''® U tom smislu, povezivanje artemizininskog fragmenta
sa drugim antitumorskim farmakoforama predstavlja znacajnu strategiju za razvoj novih
antitumorskih derivata. Pored dobro poznate antimalarijske aktivnosti, derivati artemizinina
ispoljavaju 1 antibakterijska, antituberkulozna, antivirusna i antitumorska svojstva, zbog Cega
artemizininski fragment predstavlja znacajnu farmakoforu u razvoju novih lijekova.'!’”

Potencijal derivata artemizinina da prevazidu P-gp posredovanu viSestruku rezistenciju
predstavlja znacajno podrudje istrazivanja u onkologiji.!'® Iako trenutno koris¢eni derivati,
ukljucujuéi artemizinin, artesunat, artemeter i dihidroartemizinin, uglavnom nisu supstrati za P-gp,
brojni novosintetisani derivati pokazuju sposobnost inhibicije P-gp 1 povecanja intracelularne
akumulacije antitumorskih lijekova. Zbog toga se smatra da derivati artemizinina (Slika 20) mogu
doprinijeti prevazilaZzenju rezistencije na terapiju i predstavljaju perspektivne kandidate za razvoj
novih kombinovanih antitumorskih terapija.

Citotoksicna aktivnost hibrida artesunata i podofilotoksina 36 ispitana je na nekoliko
senzitivnih éelijskih linija kao i na viSestruko rezistentnoj éelijskoj liniji leukemije K562/ADR.!'"
Pokazano je da ovo jedinjenje znacajno inhibira rast ¢elija K562/ADR u poredenju sa artesunatom,
pri cemu je njegovo djelovanje povezano sa indukcijom apoptoze i zaustavljanjem celijskog ciklusa
u G2/M fazi. Antitumorska aktivnost derivata artesunata i eganola 37 ispitana je na senzitivnoj
¢elijskoj liniji leukemije CCRF-CEM i viSestruko rezistentnoj ¢elijskoj liniji CEM/ADRS500 koju
karakteriSe prekomjerna ekspresija P-gp pri ¢emu je sintetisani derivat pokazao znac¢ajnu aktivnost
sa ICso vrijednostima u submikromolarnom do mikromolarnom opsegu.'?’ U navedenim primjerima
pokazana je znaCajna antitumorska aktivnost na rezistentnim celijskim linijjama, ali ni u jednom
slucaju nije dovedeno do reverzije rezistencije. Medutim, 10-B-fenil etarski derivati
dihidroartemizinina 38 i 39 koji u svojoj strukturi sadrze piperazinski prsten pokazali su izrazitu
antiproliferativnu aktivnost u submikromolarnom opsegu prema celijskoj liniji karcinoma dojke
MCF-7 1 odgovarajucoj rezistentnoj ¢elijskoj liniji MCF-7/Adr pri ¢emu su bili potentniji od 100 do
300 puta u odnosu na DHA.'?! Takode, kod jedinjenja 38 i 39 uocena je kolateralna senzitivnost,
budu¢i da su ispoljila vecu antiproliferativnu aktivnost prema rezistentnoj MCF-7/Adr ¢elijskoj liniji
nego prema odgovarajucoj senzitivnoj liniji. Ova jedinjenja nisu bila podlozna efluksu posredovanom
P-glikoproteinom, dok je antiproliferativno dejstvo jedinjenja 39 bilo povezano sa zaustavljanjem
¢elijskog ciklusa u G1 fazi.
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Slika 20. Strukture derivata artemizinina koji pokazuju uticaj na aktivnost P-gp.

2.6.4. Antitumorska aktivnost derivata artesunata

Artesunat 32 predstavlja semisintetski derivat artemizinina nastao modifikacijom hidroksilne
grupe u polozaju C-10 dihidroartemizinina uvodenjem sukcinatne grupe.'?*'?* Ova strukturna
modifikacija zadrzava o-stereokonfiguraciju karakteristicnu za artesunat, istovremeno znacajno
poboljSava rastvorljivost u vodi i omogucava dalju hemijsku funkcionalizaciju, zbog ¢ega artesunat
predstavlja pogodan prekursor za sintezu novih derivata.

NaBH,
—_—

Artesunat

Slika 21. Sinteza artesunata 32.

Zahvaljuju¢i visokoj efikasnosti, niskoj toksi¢nosti, dobroj podnosljivosti, povoljnim
farmakokinetickim osobinama i rastvorljivosti u vodi, artesunat predstavlja jedan od najznacajnijih
derivata artemizinina u klinickoj praksi.!?* Pored antimalarijskog djelovanja, brojna in vitro i in vivo
istrazivanja ukazala su na izraZen antitumorski potencijal artesunata. Pokazano je da ovo jedinjenje
inhibira proliferaciju i prezivljavanje razlicitih tumorskih ¢elija, ukljucujuéi leukemiju, melanom, kao
1 karcinome dojke, kolona, jetre, prostate, mokra¢ne beSike i grlica materice, Sto ga ¢ini pogodnim za
razvoj novih antitumorskih terapijskih strategija.

Nakon oralne primjene, artemizinin ima kratko poluvrijeme eliminacije od priblizno 20
minuta i metaboliSe se estarskom hidrolizom do dihidroartemizinina koji predstavlja aktivni
metabolit.'?> Zbog kratkog poluvremena eliminacije, artesunat pokazuje ograni¢enu stabilnost, §to
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moze rezultovati smanjenom bioraspolozivoscu. Artesunat ispoljava znacajnu antitumorsku aktivnost
djelujuéi kroz razlicite mehanizme celijske smrti, ukljucujuéi autofagiju, onkozu, feroptozu i
apoptozu. Pored toga, uti¢e na vise kljucnih obiljezja razvoja raka inhibicijom proliferacije i invazije
tumorskih ¢elija, blokadom C¢elijskog ciklusa, modulacijom signalnih puteva, izazivanjem
oksidativnog stresa, kao i inhibicijom angiogeneze i metastaziranja.

Iako artesunat ispoljava znacajnu antitumorsku aktivnost, njegova hemijska struktura pruza
dodatne mogucnosti za strukturne modifikacije u cilju unapredenja farmakoloskih svojstava i
antitumorske efikasnosti. Zbog toga je razvoj novih derivata i hibridnih molekula zasnovanih na
artesunatu postao predmet intenzivnih istrazivanja, pri cemu se posebna paznja posvecuje uvodenju
razliitih heterociklicnih farmakofora radi povecanja bioloske aktivnosti, selektivnosti i sposobnosti
prevazilazenja rezistencije na lijekove. Istrazivanje predstavljeno u ovoj disertaciji zasnovano je na
prethodno objavljenim rezultatima i na slici 22 prikazana su odabrana jedinjenja iz literature koje ¢ine
hibridna jedinjenja artesunata i heterocikli¢nih jedinjenja sa izraZenom antitumorskom aktivnoscu.
Medu ispitivanim hibridnim jedinjenjima artesunata i kumarina povezanih estarskom vezom, hibridi
40 i 41, pokazali su visoku selektivnost prema metastatskim ¢elijama melanoma SK-MEL3, sa ICso
vrijednostima u nanomolarnom opsegu.'?® Takode, ova jedinjenja ispoljila su priblizno dva reda
veli¢ine vecu potentnost u odnosu na artesunat i paklitaksel. Pored izraZene citotoksi¢nosti, jedinjenja
40 1 41 su pokazala izuzetnu selektivnost prema tumorskim ¢elijama sa indeksom selektivnosti preko
4000 uz minimalan efekat na zdrave celije.

Derivatizacija artesunata uvodenjem heterociklicnih farmakofora predstavlja uspjesnu
strategiju za razvoj novih antitumorskih agenasa. U tom kontekstu, hibridi artesunata i
indolohinolinskih jedinjenja pokazali su znaajnu antiproliferativnu aktivnost prema razli¢itim
tumorskim celijskim linijjama sa ICso vrijednostima u mikromolarnom opsegu, a pojedini derivati
ispoljili su veéu potentnost od cisplatina.'?” Posebno se izdvojilo jedinjenje 42, koje je pokazalo
znacajnu aktivnost prema celijskim linijama adenokarcinoma plu¢a A549 (ICso = 1,33 uM) i
kolorektalnog karcinoma HCT 116 (ICso = 0,58 uM), uz vecu potentnost prema A549 ¢elijama u
poredenju sa dihidroartemizininom 1 cisplatinom. Sli¢an pristup primjenjen je i u razvoju hibrida
artesunata i hinazolina, koji predstavlja znacajan N-heterocikli¢ni farmakoforni motiv prisutan u
brojnim klini¢ki primjenjivanim antitumorskim lijekovima.!?® Hibrid 43 je ispoljio izraZenu
antileukemijsku aktivnost prema senzitivnoj CCRF-CEM 1 viSestruko rezistentnoj CEM/ADRS5000
¢elijskoj liniji sa prekomjernom ekspresijom P-glikoproteina, pri ¢emu je njegova aktivnost prema
rezistentnim ¢elijama bila ¢ak 45 puta veca u odnosu na doksorubicin. Pored hinazolinskih derivata,
sintetisani su i hibridi artesunata sa hinolinom koji u svojoj strukturi sadrze 1,2,3-triazolski motiv.!%’
Ova jedinjenja pokazala su umjerenu do izrazenu antiproliferativnu aktivnost prema razli¢itim
leukemijskim celijskim linijama, pri ¢emu su K562 celije bile najosjetljivije. Posebno su se izdvojili
hibridi 4446, koji su pokazali antileukemijsku aktivnost uporedivu sa doksorubicinom, uz vecu
aktivnost u odnosu na polazne komponente, hinolin i artesunat, potvrdujuci da hibridizacija artesunata
heterocikli¢nim jedinjenjima predstavlja efikasnu strategiju za razvoj novih selektivnih antitumorskih
agenasa, kao 1 uvodenje 1,2,3-triazolskog strukturnog motiva u dizajnu novih antitumorskih agenasa.
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Slika 22. Strukture derivata artesunata koji ispljavaju antitumorsku aktivnost.
2.7. Heterocikli¢na jedinjenja u medicinskoj hemiji

Heterocikli¢na jedinjenja su molekuli kod kojih je ugljenikov atom u prstenu zamijenjen sa
kiseonikom, azotom ili sumporom.'*° Prisustvo heteroatoma, kao i veli¢ina prstena, uti¢u na fizi¢ka i
hemijska svojstva jedinjenja. Zahvaljujuéi sposobnosti formiranja vodoni¢nih veza izmedu
heteroatoma i DNK, jedinjenja koja sadrze heteroatome odlikuju se povecanom stabilno$¢u
kompleksa i u skladu sa tim, jacina interakcije izmedu DNK i heterocikli¢nih jedinjenja direktno
korelira sa njthovim antitumorskim dejstvom.

Prema statistici, viSe od 85% svih bioloski aktivnih hemijskih struktura sadrzi heterocikli¢no
jezgro.*! Na osnovu ovog se moZe zakljuciti da heterocikli¢na jedinjenja imaju vaznu ulogu u
modernom dizajnu lijekova. Takode, primjena heterociklicnog strukturnog motiva predstavlja
koristan alat za modifikaciju rastvorljivosti, lipofilnosti, polarnosti i mogucénosti formiranja
vodoni¢nih veza izmedu bioloSki aktivnih agenasa, Sto kao rezultat ima optimizovana ADMET
svojstva lijekova ili kandidata za lijekove. Sve vece prisustvo razli¢itih heterocikli¢nih jedinjenja u
lijekovima povezano je sa napretkom u sintetskim metodologijama, kao Sto su metalima katalizovane
reakcije ukrStenog kuplovanja koje omogucavaju brz pristup Sirokom spektru funkcionalizovanih
heterocikala. U novije vrijeme, u reakcijama sinteze, kao 1 funkcionalizacije heterociklicnih
jedinjenja, koriste se reakcije C—H aktivacije, fotoredoks reakcije, multikomponentne reakcije.!*?
Razvoj novih metodologija u heterocikli¢noj hemiji ima za cilj dobijanje bioloski aktivnih molekula
sa unaprijedenim farmakoloskim svojstvima, pri ¢emu se razvijaju regio-, stereo- i hemoselektivne
sintetske metode, optimizuju reakcioni uslovi radi vece efikasnosti i tolerancije prema funkcionalnim
grupama, pojednostavljuju sintetski postupci primjenom one-pot protokola i eliminiSu toksicni ili
skupi reagensi i zahtijevni reakcioni uslovi.!*?

Medutim, uprkos dostupnosti brojnih savremenih sintetskih metodologija, vecina najcesce
kori$éenih reakcija u medicinskoj hemiji otkrivena je prije vise od 20 godina.'3? Tri najzastupljenije
metodologije su formiranje amidne veze, Suzuki—Miyaura ukrsteno kuplovanje i SyAr (nukleofilna
aromati¢na supstitucija). Zastupljenost ovih reakcija moze se objasniti njihovim jasno definisanim
spektrom supstrata, hemoselektivnosc¢u i tolerantnos¢u prema funkcionalnim grupama.

28



Mnoga N-heterocikli¢na jedinjenja, Siroko rasprostranjena u prirodi, ulaze u sastav bioloski
vaznih molekula, ukljucujuéi vitamine, nukleinske kiseline, enzime, koenzime, hormone 1 alkaloide,
kao i antibiotike i agrohemikalije.'®® StaviSe, ona ¢ine sastavni dio mnogih farmakologki aktivnih
molekula. Bazni parovi DNK i RNK (guanin, citozin, adenin i timin) takode su sastavljeni od N-
heterocikli¢nih jedinjenja, purina, pirimidina.'** Serotonin, tiamin (poznat i kao vitamin B1), atropin,
morfin, kodein, papaverin, koniin, kofein samo su neka od jedinjenja koja sadrze N-heterocikli¢ni
strukturni fragment. N-heterociklicna jedinjenja su prisutna, kako u strukturi prirodnih proizvoda,
tako 1 u farmaceutskim proizvodima, organskim materijalima, senzibilizatorima, kopolimerima,
bojama i inhibitorima korozije.'*°

Rasprostranjenost azotnih heterocikli¢nih jedinjenja u bioloski aktivnim jedinjenjima moze
se pripisati njihovoj stabilnosti i funkcionalnoj efikasnosti u ljudskom organizmu, kao i ¢injenici da
se atomi azota lako vezuju za DNK putem vodoni¢nih veza.'** Elektron bogata N-heterocikli¢na
jedinjenja ne samo da lako prihvataju ili otpustaju proton, ve¢ takode mogu lako da uspostave razlicite
slabe medumolekulske interakcije.!** Neke od tih interakcija, kao $to su vodoniéne veze, dipol-dipol
interakcije, hidrofobni efekti i Van der Waals sile, doprinose zna¢aju azotnih jedinjenja u medicinskoj
hemiji. Ove osobine omogucavaju jedinjenjima da se vezuju za razliite enzime i receptore u
bioloskim ciljanim strukturama sa visokom afinitetom, zahvaljujuci pobolj$anoj rastvorljivosti.

Pokazano je da 82% novih malih molekula lijekova odobrenih od strane FDA u periodu od
2013. do 2023. godine &ine heterocikliéna jedinjenja koji sadrze azot.'*® Broj azotnih heterocikliénih
jedinjenja po lijeku pokazuje znacajan porast, pri ¢emu veliki procenat lijekova sadrzi dva (33%), tri
(23%) 1li Cetiri (8%) azotna heterociklicna sistema, dok su odobrene i dve strukture koje sadrze ¢ak
Sest takvih sistema. Skoro 90% malih molekula su odobreni kao lijekovi za rak. Analizom odobrenih
lijekova je pokazano da se po ucestalosti heterocikli¢nih jedinjenja u strukturi lijekova piperazin
nalazi na Cetvrtom mjestu, pirimidin na petom, dok se triazol nalazi na jedanaestom mjestu.
Zanimljivo je napomenuti da se u odnosu na prethodno istrazivanje, objavljeno 2014. godine,
pirimidin sa 10. mjesta, po zastupljenosti u lijekovima pomjerio sada na 5. mjesto, dok je triazol sa
24. mjesta preSao na 11.1%° Vecina odobrenih lijekova koja u svojoj strukturi sadrZe piperazin
predstavljaju 1,4-supstituisane piperazine, dok samo dva lijeka odobrena za lijeCenje raka sadrze
piperazinske derivate supstituisane na svih Sest atoma. Na slici 23, prikazan je lurbinektedin 48,
prirodni proizvod koji je nasao primjenu u lijecenju sitnocelijskog karcinoma pluca i kod kojeg su svi
atomi piperazina supstituisani. Gotovo 50% lijekova koji sadrZe pirimidin Cine trisupstituisani
derivati, a velik broj pirimidinskih jedinjenja ¢ine inhibitore kinaza, 49 1 50. Na jedanaestom mjestu
po zastupljenosti azotnih heterocikli¢nih jedinjenja nalazi se 1,2,4-triazol, sa devet lijekova koji
sadrze ovaj strukturni motiv, zajedno sa 1,2,3-triazolskim lijekovima 51 i 52.!%°
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Slika 23. Strukture odobrenih lijekova.

2.7.1. Derivati pirimidina u medicinskoj hemiji

Sestoclani nezasiceni prstenovi koji sadrZe atome azota se nazivaju azini, a oni koji u prstenu
sadrze dva atoma azota nazivaju se diazini.'*” Diazini postoje u tri izomerna oblika (Slika 24) u
zavisnosti od poloZaja azotovog atoma: piridazin (1,2-diazin), pirimidin (1,3-diazin) 1 pirazin (1,4-

1,2-diazin 1,3-diazin 1,4-diazin
piridazin pirimidin pirazin

Slika 24. [zomerne forme diazina.

Pirimidin je heterocikli¢no aromati¢no organsko jedinjenje, sli¢no benzenu i piridinu, koje
sadrzi dva azotova atoma, u polozajima 1 i 3 $esto¢lanog prstena.!**!** Zbog elektronegativnog efekta
azota, polozaji 2, 4 1 6 su najviSe elektronski deficitarni i podloZni nukleofilnom napadu, dok je sa
druge strane, polozaj 5 piridiminskog prstena najbogatiji elektronima 1 odgovoran za elektrofilne
napade.'*® Pirimidinska jedinjenja predstavljaju jednu od najznagajnijih klasa heterocikli¢nih
jedinjenja zahvaljujuéi Sirokom spektru bioloskih aktivnosti i rasprostranjenosti u prirodi.'*! Kao
izuzetno pogodan strukturni motiv u medicinskoj hemiji, pirimidinski prsten omogucéava brojne
strukturne modifikacije, pri cemu i1 male promjene u njegovoj strukturi mogu znacajno uticati na
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bioloSku aktivnost. Zahvaljujuéi Sirokoj zastupljenosti u biomolekulima 1 izrazenom farmakoloskom
potencijalu, pirimidin i njegovi kondenzovani derivati smatraju se privilegovanim strukturnim
motivima.'#? Pirimidini su najzastupljeniji medu diazinima jer ulaze u sastav azotnih baza DNK i

RNK: timina, citozina i uracila. Osnovna struktura pirimidina prisutna je i u barbituratima i vitaminu
Bl1. 143

Pirimidinski derivati zauzimaju znacajno mjesto u razvoju novih terapeutskih agenasa i u
literaturi su opisana brojna jedinjenja sa pirimidinskim jezgrom koja ispoljavaju antibakterijsko,
antifungalno, antivirusno, antiinflamatorno, antihipertenzivno, antidijabeticko, antitumorsko
djelovanje, kao i aktivnost na centralni nervni sistem i kalcijumske kanale.'* Na slici 25 su prikazane
strukture nekih od odobrenih lijekova koji u svojoj strukturi sadrze pirimidinski strukturni
fragment, 143146
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Slika 25. Strukture odobrenih lijekova koji sadrZe pirimidinski fragment.

Pirimidinski prsten predstavlja vazan strukturni motiv u razvoju lijekova zahvaljujuci
sposobnosti ostvarivanja interakcija sa razli¢itim bioloskim metama putem formiranja vodoni¢nih
veza, kao 1 u ulozi bioizostera fenilnog i drugih aromati¢nih m-sistema, ¢ime se ¢esto unapreduju
farmakokineti¢ka i farmakodinamicka svojstva lijekova.'®

Aminopirimidini predstavljaju heterociklicni strukturni fragment koji se sastoji od
SestoClanog pirimidinskog prstena supstituisanog amino grupom, pri ¢emu su izomerni 2-
aminopirimidini najvie prouc¢avani.'*’ Razvoj lijekova za terapiju malignih oboljenja predstavlja
jedan od klju¢nih fokusa savremene farmaceutske industrije, pri ¢emu je razumijevanje mehanizma
djelovanja malih organskih molekula zna¢ajno unaprijedilo pristupe u dizajnu antitumorskih agenasa.
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U tom kontekstu, sinteti¢ki inhibitori kinaza zasnovani na aminopirimidinskom jezgru zauzimaju
znac¢ajno mjesto u savremenoj terapiji raka. Medu najpoznatijim predstavnicima ove klase (Slika 26)
nalaze se imatinib (Glivec®) 60, pazopanib (Votrient®) 61 i erlotinib (Tarceva®) 62, koji pripadaju
grupi 2- 1 4-anilinopirimidinskih lijekova sa Sirokom primjenom u terapiji razli¢itih tipova malignih

¢elija.
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Slika 26. Strukture lijekova koji sadrZe 2- ili 4-aminopirimidin.

Na slici 27 prikazane su odabrane strukture jedinjenja iz literature koja sadrze pirimidinski
fragment 1 ispoljavaju antitumorsku aktivnost. Antitumorski potencijal pirimidinskih derivata
potvrden je kod 4-aril-N-fenilpirimidin-2-amino jedinjenja, koji su pokazali znacajnu citotoksi¢nu
aktivnost prema déelijama nesitnocelijskog karcinoma plu¢a.'*® Medu ispitivanim jedinjenjima
posebno su se izdvojili derivati 63 i 64 (Slika 27), sa ICso = 0,2 uM, koji su ispoljili ve¢u aktivnost
prema A549 ¢elijama u poredenju sa referentnim lijekom doksorubicinom.

Odredeni visestruko supstituisani ili kondenzovani derivati pirimidina pokazuju znacajan
potencijal u prevazilazenju MDR 1 predstavljaju obecavajuce vodece strukture za razvoj modulatora
viSestruke rezistencije posredovanih ABC transporterima.'*® Znacaj pirimidinskih derivata u
prevazilazenju MDR moZe se uociti kod jedinjenje 65, koje inhibicijom P-gp i BCRP transportera
povecava intracelularnu akumulaciju antitumorskih lijekova, poboljSava oralnu bioraspolozivost
paklitaksela i poveéava osjetljivost rezistentnih tumora na doksorubicin in vivo.'*° Pirimidin-1,2,3-
triazolski hibridi su pokazali zna¢ajnu aktivnost kao modulatori ABCB1 odnosno P-gp -posredovane
visestruke rezistencije.'*! Na slici 27 prikazano je jedinjenje 66 koje se izdvojilo kao potentni inhibitor
P-gp, 1 koje je pokazalo izraZzenu sposobnost prevazilaZzenja rezistencije na paklitaksel u ABCB1-
eksprimiraju¢im SW620/AD3000 ¢elijama u poredenju sa verapamilom. Mehanisticka ispitivanja
pokazala su da jedinjenje 66 povecava intracelularnu akumulaciju i zadrzavanje paklitaksela,
potvrdujuéi potencijal pirimidinsko-triazolskog skeleta za razvoj novih modulatora viSestruke
rezistencije. Daljom optimizacijom ista istraZzivacka grupa sintetisala je seriju jedinjenja koja sadrze
5-cijano-6-fenilpirimidinsko jezgro pri ¢emu je jedinjenje 67 pokazalo najizraZeniju sposobnost
prevazilazenja P-gp posredovane rezistencije na paklitaksel.!>> Mehanisti¢ka ispitivanja pokazala su
da jedinjenje 67 povecava intracelularno zadrzavanje paklitaksela funkcionalnom inhibicijom P-gp,
bez uticaja na njegovu ekspresiju i aktivnost enzima CYP3A4. Pored toga, kombinacija jedinjenja 67
1 paklitaksela znacajno je inhibirala rast P-gp prekomjerno eksprimiraju¢ih tumora in vivo, bez
uocljivih nezeljenih efekata, ukazujuc¢i na potencijal pirimidin-acilurea derivata kao modulatora
viSestruke rezistencije.

Ovi rezultati potvrduju znacaj pirimidinske farmakofore u razvoju novih antitumorskih
jedinjenja sa sposobnoS¢u prevazilazenja MDR fenotipa.
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Slika 27. Strukture antitumorskih agenasa koji sadrze pirimidin.

2.7.2. Derivati piperazina u medicinskoj hemiji

Piperazin, odnosno 1,4-diazacikloheksan, je Sesto¢lano heterocikli¢no jezgro koje sadrzi dva
azotova atoma u poloZaju 1 i 4 kao i &etiri ugljenikova atoma.'>® Pokazuje slabo bazna svojstva na 25
°C, sa pKp vrijednostima od 9,73 i1 5,35 kao i1 dobru rastvorljivost u vodenoj i organskoj sredini.
Zahvaljuju¢i kombinaciji  strukturne jednostavnosti, hemijske prilagodljivosti 1 povoljnih
farmakoloskih osobina, piperazin se smatra privilegovanim strukturnim motivom u razvoju lijekova
i Cesto je prisutan u brojnim bioloski aktivnim jedinjenjima.!>*!%3

Zbog prisustva dva sekundarna atoma azota u Sestoclanom prstenu, piperazin omogucéava
dobijanje velikog broja simetri¢no i nesimetri¢no supstituisanih derivata.!>® Istovremeno, ovakva
struktura omogucava piperazinskom prstenu zauzimanje konformacije stolice i lade, ¢ime se olaksava
prilagodavanje aktivnim mjestima enzima, receptorskim dZepovima i Supljinama transportera.'>*
Pored toga, piperazin moze ostvarivati razli¢ite nekovalentne interakcije, ukljucuju¢i vodoni¢ne veze,
katjon-m interakcije 1 elektrostaticke interakcije, §to doprinosi njegovom farmakoloSkom potencijalu.
Velika polarna povrs$ina, sposobnost jonizacije 1 povoljne ADME osobine ¢ine piperazin znacajnim
strukturnim motivom u dizajnu lijekova.'”” Zbog toga se piperazinski fragment &esto koristi kao
bazna 1 hidrofilna grupa za optimizaciju farmakokineti¢kih svojstava lijekova, ali i kao spojni
fragment u hibridnim molekulima omoguc¢avajuci optimalan prostorni raspored farmakofornih cjelina
1 efikasnije interakcije sa ciljanim biomakromolekulima.

Razvijen je veliki broj efikasnih metoda za sintezu piperazinskih derivata, a najcesc¢e koris¢eni
sintetski pristupi uklju¢uju Buchwald-Hartwig i Ullmann-Goldberg reakcije kuplovanja, reakcije
nukleofilne supstitucije, formiranje amidnih veza, Manihove reakcije, kao 1 cikloadicione reakcije
poput bakrom katalizovane azid-alkin cikloadicije (CuAAC).!57-158

Iako piperazin sam po sebi najcesce ne predstavlja citotoksi¢nu farmakoforu, njegova uloga
u optimizaciji vezivanja za bioloske mete 1 poboljSanju farmakokineti¢kih osobina je od izuzetnog
znadaja.'>’ Brojna istraZivanja pokazala su da piperazinski hibridi mogu djelovati na razli¢ite procese
uklju€ene u nastanak i progresiju tumora, ukljucujuci regulaciju ¢elijske proliferacije, indukciju
apoptoze, modulaciju signalnih puteva kinaza, dinamiku mikrotubula, procese replikacije i reparacije
DNK, kao i1 metabolic¢ke puteve tumorskih ¢elija.
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Lijekovi odobreni od strane FDA sa supstituentima vezanim za jedan ili oba atoma azota
piperazinskog prstena prikazani su na slici 28, ukljuc¢ujuéi manji broj jedinjenja koje karakterise veca
strukturna kompleksnost piperazinskog sistema, pri cemu su supstituenti prisutni na jednom ili vise
ugljenikovih atoma prstena, 36158159
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Slika 28. Strukture lijekova koji sadrZe piperazinsku farmakoforu.

Jedinjenja koja sadrZe piperazinski fragment ispoljavaju Sirok spektar farmakoloskih
aktivnosti,!®  ukljucujuéi  antibakterijsku,'®®  antiinflamatornu,'!  antihipertenzivnu,'®?
antidijabeticku,'®  antifungalnu,'®*  antidepresivnu,'®®  antimalarijsku,'®®  antipsihoti¢nu'®’ i
antitumorsku aktivnost.'®®

Veliki broj N-funkcionalizovanih derivata piperazina koristi se kao strukturna osnova
pesticida 1 farmaceutskih jedinjenja, ukljucujuéi analgetike i1 druge lijekove, ali i kao vaZni
intermedijeri u organskoj sintezi, u sintezi i modifikaciji peptida, kao i gradivni blokovi u oblasti
materijala i polimerizacije.'® Pored toga, derivati piperazina imaju zna¢ajnu primjenu u sintezi
obiljezavajucih jedinjenja i strukturnih blokova za uvodenje fluorescentnih boja i radionuklida u
bioloski aktivne molekule. Takode, piperazinski derivati imaju znacajnu ulogu i u koordinacionoj
hemiji, gdje zahvaljujuci prisustvu donorskih atoma azota mogu djelovati kao ligandi za formiranje
razli¢itih metalnih kompleksa.!” Njihova jednostavna strukturna modifikacija omoguéava
podesavanje koordinacionih svojstava i na¢ina vezivanja metalnih jona.

Na slici 29 prikazani su literaturni primjeri jedinjenja koja sadrZe piperazin i ispoljavaju
antitumorsku aktivnost. Autori su sintetisali seriju hibridnih jedinjenja koja sadrZe imidazol, 1,2,4-
oksadiazol kao i piperazinski fragment, a njihova antitumorska aktivnost ispitana je na celijskim
linijama karcinoma dojke, pankreasa, prostate, jetre i kolorektalnog karcinoma.!”! Medu njima se
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posebno izdvojilo jedinjenje 74, koje je pokazalo izrazenu antiproliferativnu aktivnost uz znatno nizu
toksi¢nost prema normalnim ¢elijama. Mehanisticka ispitivanja pokazala su da jedinjenje 74 indukuje
zaustavljanje Celijskog ciklusa u G2/M fazi. U literaturi je prijavljena i sinteza novih potencijalnih
antitumorskih agenasa, benzofuran-piperazinskih derivata, od kojih je veéina pokazala znacajnu
inhibiciju proliferacije razli¢itth humanih 1 murinskih tumorskih ¢elijskih linija pri niskim
mikromolarnim koncentracijama.!”” Medu njima se posebno izdvojilo jedinjenje 75, koje je
indukovalo ¢elijsku smrt prvenstveno putem nekroze.
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Slika 29. Strukture jedinjenja koja sadrze piperazin i ispoljavaju antitumorsku aktivnost.

U literaturi su opisani brojni primjeri u kojima je artemizinin funkcionalizovan uvodenjem
piperazinskog strukturnog motiva, ¢ime je omogucéena sinteza hibridnih molekula sa poboljSanim
bioloskim svojstvima, ukljucujiéi izrazenu antitumorsku aktivnost. Na slici 30 su prikazani hibridni
molekuli (76 1 77), kod kojih je derivat artemizinina povezan sa heterocikli¢nim fragmentom, preko
piperazina, kao i molekuli kod kojih je supstituisani piperazinski prsten vezan direktno za artemizinin,
odnosno artesunat (78 1 79). Hibrid 76 je pokazao izrazenu citotoksi¢nu aktivnost prema humanim
hepatokarcinomskim ¢elijama SMMC-7721 u submikromolarnim vrijednostima ICso, kao i znacajnu
aktivnost prema celijama karcinoma dojke MCF-7 1 istovremeno nisku citotoksi¢nost prema
benignim humanim ¢elijama dojke u in vitro uslovima.!” Takode, pokazano je da hibridni molekul
77 kod kog je derivat artemizinina povezan piperazinskim fragmentom sa akridinskim jezgrom
ispoljava znacajno potentniju antitumorsku aktivnost u odnosu na DHA koji je koriS¢en kao standard,
Sto se ogleda u izraZenoj citotoksi¢noj aktivnosti prema ¢elijskoj liniji HL-60 (ICso = 0,56 pM), kao
i prema ¢elijama karcinoma dojke MCF-7 (ICso = 3,51 uM).!”* Jedinjenje 78 se pokazalo kao potentan
antiproliferativni agens prema humanim celijama karcinoma dojke MCF-7, pri ¢emu je daljim
analizama mehanizma pokazano da jedinjenje indukuje apoptozu Celija 1 efikasno zaustavlja Celijski
ciklus u G1 fazi.!” U literaturi su prijavljeni i derivati artesunata 79 koji sadrze supstituisani
piperazinski prsten, ¢ija je antitumorska aktivnost ispitivana na osjetljivoj i rezistentnoj ¢elijskoj liniji
misije leukemije, pri cemu je jedinjenje sa fenil supstituentom u poloZaju 4 piperazinskog prstena
pokazalo aktivnost prema obe ¢elijske linije, ali bez izrazene selektivnosti.!”®

78 79

76 77

Slika 30. Derivati artemizinina koji sadrZe piperazinski strukturni motiv.
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2.7.3. Derivati triazola u medicinskoj hemiji

Azoli su petoclana aromati¢na heterocikli¢na jedinjenja koja sadrze najmanje jedan atom
azota i dve dvostruke veze.!”” Pored atoma azota, mogu da sadrZe i atom kiseonika ili sumpora, a
najjednostavniji predstavnik ove grupe jedinjenja je pirol. Triazoli su petoClana heterociklicna
jedinjenja koja sadrze dva atoma ugljenika i tri azotova atoma sa molekulskom formulom C2H3N3.!”8
Ova klasa jedinjenja postoji u dve izomerne forme, 1,2,3-triazol i 1,2,4-triazol (Slika 31).

N —\ N N—N
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1H-1,2,3-triazol 2H-1,2,3-triazol 1H-1,2,4-triazol 4H-1,2,4-triazol

Slika 31. Izomerne forme triazola.

1,2,3-triazol je nezasi¢eno, bogato z-elektronima, heterocikli¢no jedinjenje kod kog su 67z-
elektroni delokalizovani kroz prsten §to mu daje aromati¢ni karakter.!” Atomi azota i ugljenika su
sp? hibridizovani, pri ¢emu jedan azotov atom pirolskog, a ostala dva piridinskog tipa. S obzirom da
su 1,2,3-triazoli stabilni u Sirokom spektru uslova, ukljucujuéi redoks reakcije, kiselinsko-baznu
hidrolizu, svjetlost, ¢esto se koriste kao prekursori u reakcijama.'8°

1,2,3-triazoli su prvi put sintetisani 1960. godine reakcijom Huizgenove 1,3-dipolarne
cikloadicije, polazeci od azida i alkina pod termalnim uslovima, pri ¢emu je dobijena smjesa 1,4- i
1,5- disupstituisanih triazola.'®! Medutim, ovaj pristup je imao ograni¢enja zbog potrebe za povisenim
temperaturama, dugim reakcionim vremenom, kao i zbog niskih prinosa, izostanka selektivnosti i
poteskode prilikom hromatografskog razdvajanja 1,4- i 1,5- regioizomera.'®? Primjena klik (engl.
click) hemije za sintezu triazola, posebno u oblasti medicinske hemije, je privukla veliku paznju, a
narocito nakon otkri¢a Sharplessa, Medala i kolega i1 razvoja visoko regioselektivne metodologije za
sintezu triazola.!®3 Nobelova nagrada 2022. godine, za razvoj klik hemije i bioortogonalne hemije
dodijeljena je Sharplessu, Meldalu i Carolyn Bertozzi.'4

Imaju¢i u vidu da je u prirodi tesko formiranje peto€lanog prstena sa tri vezana atoma azota,
efikasna sinteza triazola i njegovih derivata je od velikog znacaja.'®> Bakar(I)-katalizovana azid-alkin
reakcija cikloadicije (CuAAC) omogucava selektivno dobijanje 1,4-disupstituisanih derivata
1,2,3-triazola na sobnoj temperaturi u vodenom rastvoru, dok se reakcijom katalizovanom
jedinjenjima rutenijuma dobijaju regioizomerni 1,5-disupstituisani 1,2,3-triazoli kao glavni proizvod
(Slika 32).13¢
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1,4-regioizomer
1,2,3-triazola

1,5-regioizomer
1,2,3-triazola

Slika 32. Sinteza 1,4- 1 1,5-disupstituisanih 1,2,3-triazola.

S obzirom da hibridna jedinjenja koja u svojoj strukturi sadrze dve ili viSe razliitih
farmakofora mogu posjedovati viSestruke mehanizme djelovanja, hibridizacija 1,2,3-triazolnog
strukturnog motiva sa drugim antitumorskim farmakoforama ima potencijal da obezbijedi nove
kandidate za lijekove sa niskom toksi¢no$éu i visokom efikasnoséu.'®’
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Razlikuju se dva tipa hibridnih molekula koji sadrze 1,2,3-triazolni strukturni motiv (Slika
33):

1) jedinjenja u kojima je 1,2,3-triazol pomocu razli¢itih linkera povezan sa nekom drugom
antitumorskom farmakoforom;

2) jedinjenja u kojima se 1,2,3-triazol ponasa kao linker koji povezuje dve antitumorske farmakofore.

1,2,3-triazol

_________

PON—
NG E:i linker antitumorska
! N : farmakofora

_________

bON—
antitumorska ' N',— | : antitumorska
farmakofora | ! \i\i : farmakofora Il
l )

Slika 33. Dva glavna tipa hibridnih molekula koji sadrze 1,2,3-triazol.

1,2,3-triazoli imaju sposobnost da formiraju razli¢ite nekovalentne interakcije kao $to su
hidrofobne interakcije, vodoni¢ne veze, Van der Waals sile, 1 dipol-dipol veze sa razli¢itim enzimima,
proteinima i receptorima,'®® tako da derivati 1,2,3-triazola posjeduju Sirok spektar obeéavajucée
bioloske aktivnosti kao §to je: antibakterijska,'s’ antimalarijska,'*® antitumorska,'®! antifungalna,'?
antiviralna,' antituberkulozna.'*

antibakterijska

|I?1 R2 antifungalna
N,NI
‘ \\N R3

antimalarijska

antituberkulozna

klik reakcija

Slika 34. Bioloska aktivnost derivata 1,2,3-triazola.

1,2,3-triazoli imaju potencijal da inhibiraju proliferaciju ¢elija raka, zaustave ¢elijski ciklus 1
indukuju apoptozu, i pokazuju obecavajuée in vitro, kao i in vivo aktivnosti na senzitivnim i
rezistentnim ¢elijskim linijama.!”® Derivati 1,2,3-triazola mogu imati viSestruke mehanizme
djelovanja na Celije raka $to predstavlja vazan izvor za razvoj novih antitumorskih jedinjenja.

Primjena bioizosterne supstitucije je Siroko koriS¢ena tehnika u modifikaciji aktivnih
molekula, a triazoli, koji su osnovni gradivni blokovi u razli¢itim bioaktivnim jedinjenjima, spadaju
medu najrasprostranjenije bioizostere.!”® U stvari, njihove strukturne karakteristike, kao $to su
polarnost, sposobnost da djeluju i kao donori vodoni¢nih veza i kao akceptori, omogucavaju im da
imitiraju karakteristike razli¢itih funkcionalnih grupa, uz dodatnu prednost izrazene stabilnosti u
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hidrolitickim, oksidativnim i reduktivnim uslovima, §to opravdava njihovu Siroku upotrebu kao
bioizostera u sintezi novih bioloski aktivnih molekula. Koriste se kao izostera amida, karboksilne
kiseline, estra, kao i nekih heterocikli¢nih petoclanih prstenova koji sadrze azot (imidazol, pirazol,
oksazol)."’

Na slici 35 prikazane su odabrane strukture jedinjenja iz literature koja sadrze triazolski
fragment 1 ispoljavaju antitumorsku aktivnost. Medu sintetisanim kumarinsko-triazolskim derivatima
posebno se izdvojio 7-metilkumarin-1,2,3-triazol-2-metilbenzimidazolski hibrid 80, koji je pokazao
izraZzenu citotoksi¢nost prema celijama hepatocelularnog karcinoma u submikromolarnom opsegu
koncentracija.'”® Pored izrazene citotoksi¢nosti, jedinjenje je ispoljilo i visoku selektivnost, dok su
mehanisticka ispitivanja ukazala na indukciju apoptoze kao dominantan mehanizam ¢elijske smrti.
1,2,3-triazol-ditiokarbamatski derivati su testirani na Cetiri razli¢ite humane tumorske ¢elijske linije
pri ¢emu se jedinjenje 81 izdvojilo sa ICso vrijednostima u submikromolarnom do mikromolarnom
opsegu.'” Ovo jedinjenje je pokazalo potentniju aktivnost na svim ispitivanim ¢elijskim linijama u
poredenju sa S-fluoruracilom, poznatim antitumorskim lijekom koji je koriS¢en kao pozitivna
kontrola.

U cilju razvoja novih potencijalnih antitumorskih agenasa, Yuan i Li su prijavili sintezu
derivata teofilina koji sadrze 1,2,3-triazolski strukturni fragment.?”® Jedinjenje 82 je pokazalo
izrazenu antiproliferativnu aktivnost prema razli¢itim celijskim linijjama, pri ¢emu su celije
nesitnocelijskog karcinoma plu¢a, H460 1 A549, bile najosjetljivije. Mehanisticka ispitivanja
pokazala su da hibrid 82 indukuje apoptozu, uz nisku toksi¢nost prema normalnim c¢elijama.
Ispitivanje antitumorske aktivnosti serije aromati¢nih amida koji sadrze 1,2,3-triazolsko jezgro
dovelo je do identifikacije jedinjenja 83 kao potentnog modulatora visestruke rezistencije
posredovane P-glikoproteinom.?! Ovo jedinjenje pokazalo je visoku aktivnost i selektivnost prema
tumorskim c¢elijama, uz sposobnost povecanja osjetljivosti rezistentnih K562/A02 ¢elija na
doksorubicin 1 druge P-gp supstrate. Mehanisticka ispitivanja pokazala su da jedinjenje 83 povecava
intracelularnu akumulaciju doksorubicina i Rho123 bez uticaja na aktivnost enzima CYP3A4.

80 NW\/ 81
o
|

Slika 35. Strukture jedinjenja koja sadrze 1,2,3-triazol 1 ispoljavaju antitumorsku aktivnost.
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U nastavku je opisana bioloska aktivnost biokonjugata 84 koji u svojoj strukturi sadrzi derivat
ivermektina, 16-Clanog makrociklicnog laktona sa izraZenom antiparazitskom aktivnoScéu, i
artesunat.?’? Za otkriée ivermektina, kao i artemizinina, 2015. godine dodijeljena je Nobelova nagrada
za fiziologiju ili medicinu, ¢ime je potvrden njihov izuzetan znacaj u terapiji protiv parazita.
Biokonjugat 84 artesunata i fragmenta ivermektina, u kojem su ove dvije farmakoforne cjeline
povezane 1,2,3-triazolskim prstenom, pokazao je izrazenu citotoksicnu aktivnost prema humanoj
¢elijskoj liniji adenokarcinoma pluca A549 u niskom mikromolarnom opsegu koncentracija. Ovo
jedinjenje se posebno izdvojilo zahvaljujuéi znacajno vecoj aktivnosti u odnosu na polazna jedinjenja,
odsustvu citotoksi¢nosti prema zdravim ¢elijama i visokim indeksom selektivnosti.

Slika 36. Derivat artesunata 84 koji sadrzi triazolski strukturni fragment.
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3. NASI RADOVI

U okviru ove doktorske disertacije opisana je sinteza novih derivata pirimidina i artesunata,
semisintetskog derivata prirodnog proizvoda artemizinina, kao i njihove antitumorske aktivnosti.
Antitumorska aktivnost odredena je na celijskim linijjama nesitnoéelijskog karcinoma pluca i
glioblastoma. U svrhu ispitivanja potencijala za modulaciju aktivnosti P-glikoproteina i odredivanja
kolateralne senzitivnosti sintetisanih derivata, koriS¢en je model senzitivnih ¢elijskih linija (NCI-
H460 1 U87), kao 1 viSestruko rezistentnih c¢elijskih linija sa prekomjernom ekspresijom P-
glikoproteina (NCI-H460/R i U87-TxR).

Iako je artesunat primarno poznat kao najefikasniji antimalarik, preporucen od strane Svjetske
zdravstvene organizacije, savremena istrazivanja pokazuju da, osim antimalarijske aktivnosti, ovo
jedinjenje pokazuje i Sirok spektar antitumorske aktivnosti kako u in vitro, tako i u in vivo uslovima.?®
Zbog povoljnih farmakokinetickih osobina, artesunat predstavlja dobru osnovu za dalje strukturne
modifikacije i ispitivanje antitumorske aktivnosti s ciljem prevazilazenja rezistencije na lijekove.

Premda mehanizam antitumorske aktivnosti artemizinina nije u potpunosti razjasnjen,
poznato je da je endoperoksidni strukturni motiv, odnosno 1,2,4-trioksanski fragment, kljuan za
ispoljavanje njegove bioloske aktivnosti zbog ¢ega se izmjene dominantno vrse na ugljenikovom
atomu u polozaju C-10.>** Imajuéi ovo u vidu, sve strukturne transformacije izvedene su pod
uslovima koji omogucavaju ocuvanje endoperoksidnog mosta.

Aminopirimidini, a narocito 2-aminopirimidini, predstavljaju vazan heterocikli¢ni motiv u
medicinskoj hemiji, prisutan u brojnim bioloski aktivnim jedinjenjima.'*’ Zna¢aj ovih malih
organskih molekula se ogleda u Sirokoj primjeni u razvoju antitumorskih lijekova, ukljucujuéi i
klini¢ki odobrene lijekove koji se koriste za lijeCenje nesitnocelijskog karcinoma pluéa.

U okviru istrazivanja koja su dio ove doktorske disertacije, sintetisana je i testirana serija
pirimidinskih derivata, jedinjenja male molekulske mase kod kojih je pirimidinsko jezgro vezano za
etilendiaminski ili piperazinski strukturni motiv, u cilju identifikacije jedinjenja koja inhibiraju
aktivnost P-gp.?% Daljom derivatizacijom, odnosno, vezivanjem prethodno sintetisanih pirimidinskih
jedinjenja za artesunat, omogucena je sinteza hibridnih molekula koji pokazuju poboljSanu
antitumorsku aktivnost.

U nastavku istraZivanja, sintetisana su jedinjenja koja pored artesunata i pirimidina, sadrZe jo$
jedan privilegovani strukturni motiv, 1,2,3-triazol. Ova jedinjenja pokazuju vecu citotoksi¢nost na
viSestruko rezistentnim celijama nesitnocelijskog karcinoma plu¢a NCI-H460/R u odnosu na
senzitivne éelije NCI-H460.2% Takode, ispitano je i dejstvo sintetisanih derivata prema ¢elijskim
linijama humanog glioblastoma U87 1 U87-TxR u in vitro uslovima.

Odredivanje antitumorske aktivnosti jedinjenja sintetisanih u okviru ove doktorske disertacije
uradeno je na Institutu za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢” - Institutu od nacionalnog znacaja
za Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu, u saradnji sa istrazivackom grupom dr Milice Pesi¢,
naucnog savjetnika.

3.1. Sinteza derivata artesunata sa etilendiaminskim i piperazinskim linkerom

U okviru ove doktorske disertacije razvijena je efikasna sinteza novih hibridnih derivata
artesunata sa ciljem dobijanja jedinjenja unaprijedene antitumorske aktivnosti, selektivnosti i
potencijala za prevazilazenje visestruke rezistencije u odnosu na artemizinin i artesunat. Ovi hibridni
molekuli dizajnirani su povezivanjem dva bioloski aktivna strukturna motiva, artesunata i
pirimidinskih derivata. Na slici 37 prikazan je retrosintetiCki pristup koji je primjenjen u toku
osmisljavanja sinteze novih hibridnih molekula. Pirimidinski derivati dobijeni reakcijom Suzuki-
Miyaura ukrS§tenog kuplovanja su dalje derivatizovani reakcijom nukleofilne aromati¢ne supstitucije
sa odgovaraju¢im N-Boc zaStiCenim aminima. Gradenjem amidne veze izmedu artesunata i
pirimidinskih derivata uspjesno je ostvarena sinteza novih hibridnih molekula.
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Slika 37. Retrosinteticki pristup u sintezi novih hibridnih molekula.

U literaturi postoji veliki broj metoda za dobijanje pirimidinskih jedinjenja, pri cemu je
ciklokondenzacija derivata guanidina, amidina ili tiouree s jedne strane, i 1,3-dikarbonilnih jedinjenja
s druge, jedna od glavnih metoda za sintezu osnovnog pirimidinskog jezgra.?’” Na ovaj nagin,

sintetisano je i polazno jedinjenje 87 (Shema 1), prema proceduri prethodno opisanoj u literaturi.?%

Polihalogenovani pirimidini predstavljaju znafajne supstrate u reakcijama ukrStenog
kuplovanja koje su katalizovane kompleksnim jedinjenjima paladijuma.’’® Zahvaljujuéi razlici u
reaktivnosti halogenih supstituenata u razli¢itim polozajima pirimidinskog prstena, koja je potvrdena
primjenom racunarskih proracuna, omogucena je regioselektivna funkcionalizacija jezgra. Ovim se
omogucava uvodenje razli€itih supstituenata na definisane polozaje prstena ¢ime se otvara prostor za
strukturnu modifikaciju i optimizaciju bioloski aktivnih molekula.

Suzukijeva reakcija kuplovanja pirimidina sa razli¢ito supstituisanim boronskim kiselinama
je jedna od najcesce primjenjivanih metoda za sintezu supstituisanih derivata pirimidina. Kada se kao
polazno jedinjenje u ovoj reakciji koristi 2,4-dihlorpirimidin, uo€ava se izrazena regioselektivnost u
C-4 polozaju §to se objasnjava lak§om oksidativnom adicijom paladijuma na C4-Cl vezu.?!° U nekim
slucajevima, uocCena su odstupanja od navedenog, pri ¢emu do reakcije dolazi u polozaju C-2,
prvenstveno usljed sternih smetnji izazvanih prisustvom supstituenata u drugim polozajima, narocito
u polozaju C-5.2!!

Reakcijom Suzuki—-Miyaura ukrStenog kuplovanja razli¢ito supstituisanih, 2,4-
dihlorpirimidina 8587 sa odgovaraju¢im boronskim kiselinama 88-92 sintetisani su zeljeni derivati,
4-supstituisani 2-hlorpirimidini 93-103 (Shema 1) u dobrim prinosima (53-78%). U sintezi je kao
katalizator kori§¢en paladijum(Il)-acetat u prisustvu trifenilfosfina kao liganda i natrijum-karbonata
kao baze.?'? Kako bi se ispitao uticaj supstituenata na biolosku aktivnost krajnjih hibridnih molekula,
sintetisana su jedinjenja koja sadrze razli¢ite supstituente kako na pirimidinskom jezgru (-H, -Me, -
Ph) tako i na benzenovom prstenu (supstituenti sa elektron-donorskim i elektron-akceptorskim
svojstvima: -H, -OMe, -F, -Me, -CN).
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85:R=H
86: R = Me
87: R =Ph

rastvara¢
R =H, DME

B(OH),

Pd(OACc),, PPh3, Nay,COgz4q)

Ry
88: R1 =H
89: Ry = OMe
90: R, =F
91: Ry =Me
92: R; =CN

R = Me, Ph, 1,4-dioksan

rastvarac, A

93:
94:
95:
96:

97:
98:
99:

R =Me, Ry = H, 76%
R = Me, R; = OMe, 75%
R =Me, Ry =F, 70%
100: R = Ry = Me, 69%

101: R = Ph, Ry = H, 80%
102: R = Ph, Ry = OMe, 53%
103: R = Ph, Ry = F, 66%

Shema 1. Reakcija Suzuki—Miyaura ukr$tenog kuplovanja izmedu 2,4-dihlorpirimidina 85-87 sa
arilboronskim kiselinama 88-92.

U cilju ispitivanja uticaja strukturnog fragmenta, koji povezuje pirimidinsku farmakoforu sa

artesunatom, na ispoljavanje antitumorske aktivnosti, u nastavku istrazivanja sintetisani su
odgovaraju¢i derivati uvodenjem linearnog etilendiaminskog motiva u polozaj 2 pirimidinskog
jezgra. Reakcijom nukleofilne aromati¢ne supstitucije pirimidinskih derivata 93-97 sa N-Boc-
etilendiaminom u prisustvu K>COs kao baze u 1,4-dioksanu kao rastvaracu dobijena su jedinjenja
105-110 (Shema 2) u dobrim prinosima (74-96%). Nakon reakcije deprotekcije, u prisustvu
trifluorsiréetne kiseline u dihlormetanu kao rastvaracu, na sobnoj temperaturi dobijeni su pirimidinski
prekursori 111-116 u zadovoljavajuéim prinosima.

R4

NN

L A

N

93-97

& HNTNHBOC 1 4-dioksan, A

Cl

104

K,COs

R

R4

SN

H

105: R = R, = H, 96%

106: R = H, Ry = OMe, 75%

107: R=H,R{=F, 91%

108: R=H, Ry =Me, 77%
109: R=H, Ry =CN, 74%

110: R =Me, Ry = H, 80%

|
/
N)\N/\/NHBOC

TFA
CHzclz, s.t.
—_— >

111:
112:
113:
114:
115:

R1
1)
H
R =R, = H, 86%
R = H, R; = OMe, 86%
R=H,Ry=F, 77%
R =H, Ry = Me, 86%
R =H, R; = CN, 62%
R = Me, Ry = H, 90%

116:

Shema 2. Sinteza pirimidinskih derivata sa etilendiaminom 111-116.

Imaju¢i u vidu zastupljenost, kao i1 farmakoloski znacaj piperazinskog prstena u medicinskoj
hemiji koji je opisan u uvodnom dijelu ove doktorske disertacije, u nastavku istrazivanja izvrSena je
transformacija polaznih pirimidinskih derivata 93—103 u odgovaraju¢e amino derivate 118-130
reakcijom nukleofilne aromati¢ne supstitucije. Na ovaj nain uspjes$no su sintetisani derivati koji u
svojoj strukturi sadrze cikli¢ni, strukturno rigidni piperazinski motiv, a nakon reakcije uklanjanja
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zastitne Boc-grupe, pod odgovaraju¢im uslovima, dobijena su jedinjenja 131-143 (Shema 3) u
visokim prinosima (86—100%) i zadovoljavajucoj €istoci.

R4 R, R4
K,COj TFA
[ j 1,4-dioksan, A _ CH,Cly, s.t.
NN

| N/)\CI R | N\/JN\N/H R | N/)\N/\

93-103 117
118: R=R; =H, 99% 131: R=R; =H, 100%
119: R = H, Ry = OMe, 93% 132: R=H = OMe, 100%
120: R=H,Ry=F, 97% 133: R=H, Ry =F, 100%
121: R=H, Ry = Me, 95% 134: R = H, Ry = Me, 86%
122: R=H, Ry =CN, 73% 135: R=H, Ry =CN, 100%
123: R = Me, Ry = H, 95% 136: R = Me, Ry = H, 100%
124: R = Me, Ry = OMe, 98% 137: R = Me, Ry = OMe, 98%
125: R=Me, R =F, 98% 138: R =Me, Ry =F, 99%
126: R = Me, Ry = Me, 98% 139: R = Me, Ry = Me, 96%
127: R = Me, Ry = CN, 86% 140: R = Me, Ry = CN, 89%
128: R = Ph, Ry = H, 98% 141: R = Ph, Ry = H, 90%
129: R = Ph, Ry = OMe, 100% 142: R = Ph, Ry = OMe, 90%
130: R=Ph, Ry =F, 96% 143: R =Ph, Ry = F, 100%

Shema 3. Sinteza pirimidinskih derivata sa piperazinom 131-143.

Posljedn;ji korak u sintezi Zeljenih hibridnih molekula predstavljao je formiranje amidne veze.
Ova transformacija spada medu najceS¢e primjenjivane reakcije u medicinskoj hemiji zahvaljujuci
svojoj jednostavnosti, visokoj selektivnosti, dobrim prinosima i stabilnosti nastalih amidnih
proizvoda.?'*?!* Amidna veza, $iroko je prisutna u mnogim organskim molekulima i biomolekulima,
kao $to su proteini i peptidi. Velika stabilnost amidnih veza pripisuje se njihovoj sposobnosti da
formiraju rezonantnu strukturu, koja C(O)-N vezi daje karakter dvostruke veze.?!'> Amidne veze nisu
ograni¢ene samo na bioloske sisteme, ve¢ su prisutne i u velikom broju drugih molekula, ukljucujuéi
i neke od najvaznijih lijekova na trzi$tu, kao $to su lidokain, paracetamol, penicilin i hloramfenikol.?!®

Na shemi 4 prikazana je sinteza artesunata 32, polaze¢i iz artemizinina 30. U prvom koraku
izvrSena je redukcija karbonilne grupe sa NaBH4 u metanolu kao rastvaracu, a zatim je dobijeni
dihidroartemizinin 31 podvrgnut dalje reakciji sa anhidridom ¢ilibarne kiseline u prisustvu imidazola
1 u dihlormetanu kao rastvaracu na sobnoj temperaturi daju¢i artesunatnu kiselinu, odnosno artesunat
32.

@
NaBH,, MeOH imidazol, CH,Cl,
0-5°C,1,5h st,3h

Shema 4. Sinteza artesunata 32.
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Dizajn 1 sinteza novih hibridnih molekula zasnovani su na literaturnim podacima koji su
predstavljeni u okviru ove doktorske disertacije, a koji ukazuju na znacaj odabranih strukturnih
motiva 1 koji su posluzili kao polazna tacka za dalju modifikaciju pirimidinskog jezgra kao i
artemizinina, odnosno artesunata. Formiranje amidne veze izmedu artesunata 32 i pirimidinskih
derivata koji sadrze etilendiaminski, 111-116, (Shema 5), odnosno piperazinski, 131-140 i 142,
fragment (Shema 6), uz primjenu reagenasa za aktivaciju karboksilne kiseline, EDCI i HOBt,
omogucilo je sintezu krajnjih hibridnih molekula koji u svojoj strukturi objedinjuju dve
farmakofore.2!” Reakcija je izvodena na sobnoj temperaturi pri éemu su Zeljeni derivati artesunata
dobijeni u umjereno dobrim prinosima (Sheme 5 1 6).

H R :
EDCI, HOBt
+ CH20|2, s.t.
(0]
H 0o I NN
0 R
O H
2 111-11
3 6 144: R = R, = H, 56%
145: R = H, Ry = OMe, 36%
146: R=H,R, =F, 61%
147: R = H, Ry = Me, 64% 1
148: R =H, Ry =CN, 31%

149: R = Me, Ry = H, 58%

Shema 5. Sinteza hibrida artesunata i pirimidina povezanih etilendiaminskim mostom.

R4 H
. EDCI, HOBt
CH2C|2, s.t.
B T
s
P
NH R
32 1311;1240 150: R=R,=H, 73%
151: R = H, Ry = OMe, 85%
152: R=H, Ry =F, 62%
153: R = H, Ry = Me, 49%
154: R = H, Ry = CN, 44% Ry

155: R = Me, Ry = H, 56%
156: R = Me, Ry = OMe, 62%
157: R =Me, Ry =F, 54%
158: R=R; = Me, 51%

159: R = Me, R; = CN, 66%

160: R = Ph, Ry = OMe, 87%

Shema 6. Sinteza hibrida artesunata 1 pirimidina povezanih piperazinskim mostom.
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3.2. Odredivanje antitumorske aktivnosti pirimidinskih derivata i hibridnih molekula
artesunata

Preliminarno ispitivanje citotoksi¢nosti derivata pirimidina 111-116, 131-140, 142, kao i
hibridnih jedinjenja sa artesunatom 144-149 i 150-160 sprovedeno je na dve celijske linije
nesitnocelijskog karcinoma pluca i to na senzitivnoj NCI-H460 1 rezistentnoj NCI-H460/R ¢elijskoj
liniji primjenom dve koncentracije, 5 uM i 30 uM (Slika 38 i Slika P8, redom). NCI-H460/R je
rezistentna celijska linija humanog karcinoma pluc¢a dobijena iz NCI-H460 c¢elija kontinuiranim
tretmanom rastuéim koncentracijama doksorubicina (DOX).?!® Pored rezistencije na doksorubicin,
ova celijska linija pokazuje 1 rezistenciju na druge citostatike (paklitaksel, etoposid i1 vinblastin) 1
odlikuje se MDR fenotipom.

Inhibicija ¢elijskog rasta u prisustvu ispitivanih jedinjenja uporedena je sa efektima
artemizinina i artesunata (Slika 38 1 Slika P8). Za dobijanje ovih rezultata koriSc¢en je kolorimetrijski
MTT test koji predstavlja najcesce primjenjivanu in vitro metodu za procjenu vijabilnosti ¢elija nakon
izlaganja tretmanu. Ovaj test se zasniva na sposobnosti zivih ¢elija da redukuju Zuti, u vodi rastvoran,
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromid (MTT) u aktivnim mitohondrijama do
ljubi¢astog, nerastvornog formazana.?!® Kristali formazana se zatim rastvaraju u odgovarajuéem
rastvaracu (DMSO) i mjerenjem apsorbance se odreduje procenat bioloske aktivnosti ispitivanih
supstanci u poredenju sa kontrolnim jedinjenjima. Na osnovu ovog ispitivanja pokazano je da
hibridna jedinjenja (144—149 i 150-160) imaju potentniju antitumorsku aktivnost u poredenju sa
derivatima pirimidina (111-116 i 131-140) koji stoga nisu koriS¢eni u detaljnijim bioloSkim
ispitivanjima (sa izuzetkom jedinjenja 142 koje je pokazalo znacajnu citotoksi¢nost) (Slika 38 1 Slika
P8). Pri tretmanu koncentracijom od 5 uM, gotovo sva hibridna jedinjenja (sa izuzetkom jedinjenja
144) dostigla su 50% inhibicije rasta ¢elija NCI-H460. Medu derivatima pirimidina, izdvojilo se
jedinjenje 142 koje je inhibiralo rast ¢elija NCI-H460 za viSe od 50%. Takode, jedinjenje 142, u
poredenju sa svim ispitivanim jedinjenjima, pokazalo je najvecu citotoksi¢nu aktivnost, dostigavsi
priblizno 90% inhibicije rasta ¢elija, pri cemu nije uocena razlika u osjetljivosti izmedu Celijskih linija
NCI-H460 i NCI-H460/R. Analiza odnosa strukture i aktivnosti pokazala je da je jedinjenje 142, koje
se od ostalih ispitivanih pirimidinskih derivata razlikuje u prisustvu fenil-supstituenta u poloZaju 6
pirimidinskog jezgra, jedino ima znacajnu bioloSku aktivnost, Sto ukazuje na potencijalno vaznu
ulogu ovog strukturnog motiva. Artemizinin je pokazao slab efekat na obe Celijske linije, dok je
artesunat postigao znacajan nivo inhibicije ¢elijskog rasta (viSe od 50% kod NCI-H460 celijske
linije). Takode, na slici 38, moZe se uociti razlika u osjetljivosti dve ¢elijske linije, NCI-H460 1 NCI-
H460/R, pri ¢emu je vecina ispitivanih jedinjenja pokazala slabiji efekat na rezistentnoj liniji NCI-
H460/R.
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Slika 38. Preliminarno ispitivanje citotoksi¢nog dejstva pirimidinskih derivata 111-116, 131-140,
142 1 hibridnih molekula 144-149 1 150-160. Artemizinin, artesunat i nova sintetisana jedinjenja su
testirana pri koncentraciji od 5 uM na senzitivnim NCI-H460 1 rezistentnim NCI-H460/R ¢elijama
upotrebom MTT testa nakon 72 sata tretmana. Eksperiment je nezavisno ponovljen tri puta. Plava
isprekidana linija oznacava granicu 50% inhibicije rasta ¢elija.

3.2.1 Odredivanje selektivnosti novosintetisanih derivata prema tumorskim celijama

Pirimidinski derivat 142, kao 1 sva hibridna jedinjenja (144-149 1 150-160), odabrana su za
dalja bioloSka ispitivanja, koja su obuhvatala odredivanje ICso vrijednosti, parametra relativne
rezistencije 1 indeksa selektivnosti (Tabela 1). Za derivate pirimidina 111-116 1 131-140, koji su
pokazali manje od 50% inhibicije Celijskog rasta NCI-H460 celija, ICso vrijednosti nisu odredivane.
Primjenom MTT testa ispitana je, a odredivanjem ICso vrijednosti, kvantifikovana, aktivnost
odabranih jedinjenja u odgovaraju¢em opsegu koncentracija na dve tumorske celijske linije, NCI-
H460 1 NCI-H460/R, kao 1 na MRC-5 ¢elijskoj liniji fibroblasta plu¢a (Tabela 1, Slika P9 1 Slika
P10). Polovina maksimalne inhibitorne koncentracije, ICso, predstavlja koncentraciju jedinjenja koja
izaziva smanjenje u prezivljavanju ¢elija za 50% u odnosu na kontrolne netretirane ¢elije. U tabeli 1
su prikazani rezultati inhibicije ¢elijskog rasta u prisustvu hibridnih jedinjenja u in vitro uslovima.
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Tabela 1. Citotoksi¢nost, profili rezistencije i1 selektivnosti artemizinina, artesunata, pirimidinskog
derivata 142 i hibridnih molekula 144-149 i 150-160 uporedeni na osnovu ICso vrijednosti (UM)
dobijenih na NCI-H460, NCI-H460/R i MRC-5 ¢elijama.

Jedinjenje  NCI-H460  NCI-H4oRe ~ Relatvna MRC-5" Indeks

rezistencija selektivnosti
Artemizinin®  202,0 4,710 215,7 % 2,605 1,07 322,1+5,934 1,59
Artesunat’  3,134+0,034 4,131 +0,049 1,32 5,757 + 0,088 1,84
142 2,019+0,050 3,811 +0,077 1,90 3,471 £ 0,086 1,72
144 557140,069 1642340229 2,95  10,295+0,138 1,85
145 5467+0,074 6,063 = 0,075 1,09 8,426 + 0,154 1,54
146 7,120 £0,086 13,337 +0,130 1,87 10,360 = 0,159 1,45
147 7,002 0,100 7,745 + 0,942 111 11,182+ 0,110 1,60
148 5,853 0,073 10,030 + 0,102 1,71 7,701 £ 0,133 1,32
149 6,319+0,109 8,477 +0,124 1,34 9,743 + 0,086 1,54
150 3,059+0,045 13,936+0,193 4,55/ 11256+0,117  3,68°
151 24760045 11,768=0,153 4,75/ 12248+0220 495
152 1,234+0,019 2,892+ 0,042 2347 9,160+0,157 7,42¢
153 2,040 0,048 12,501+£0206 6,13/  12,582+0336  6,17¢
154 3,071£043 8,185+ 0,087 2,66 13,130+0,137  427¢
155 1,759+0,042 5,422+ 0,076 3,09/ 8,993+0,156 5,118
156 1,870 0,035 8,361 +0,197 4477 8392+0,178 4,48¢
157 2,321+0,046 4,312+ 0,081 1,85 6,859 + 0,159 2,95¢
158 2,219+0,053  4,323+0,101 1,95 7,299 + 0,195 3,29¢
159 3,582+£0,057 6,084 +0,108 1,70 9,212+0,118 2,57¢
160 1,507 +0,058 1,661 = 0,061 1,10 5,517 + 0,209 3,66¢
DOX 61,13+0,52 524,54 + 891 8,58/ 588,00+ 1585 9,628

“ rezistentna celijska linija NCI-H460/R sa visokom eksperesijom P-gp dobijena je nakon izlaganja NCI-H460 ¢elija
medijumu sa postepeno rastu¢im koncentracijama DOX u toku 3 mjeseca;

> model zdravih (netumorskih) ¢elija: humana ¢elijska linija fibroplasta plu¢a (MRC-5);

¢ opseg koncentracija za artemizinin: 5, 10, 25, 50 i 100 uM;

4 opseg koncentracija za artesunat, 142 i sve derivate artesunata: 1, 2,5, 5, 10125 uM;

¢ opseg koncentracija za DOX: 100, 250, 500, 1000 i 2000 nM;

7 rezistencija: 1Cso vrijednost odredenog jedinjenja je najmanje dva puta veéa kod rezistentnih tumorskih éelija u
poredenju sa ICsp vrijednosti kod odgovarajucih senzitivnih tumorskih celija;

¢ selektivnost prema tumorskim ¢elijama: ICsy vrijednost odredenog jedinjenja je najmanje dva puta veca kod
normalnih (netumorskih) ¢elija u poredenju sa ICso vrijednosti kod senzitivnih tumorskih celija.

Artesunat je pokazao zna¢ajan antitumorski potencijal, sa ICso vrijednostima nizim od 5 uM
na obe ¢elijske linije (NCI-H460 1 NCI-H460/R), za razliku od artemizinina, koji pokazuje zna¢ajno
slabiji efekat sa ICso vrijednostima visim od 100 uM. Efekti artemizinina i artesunata nisu bili
umanjeni u prisustvu MDR fenotipa kod NCI-H460/R ¢elija koje su selektovane iz NCI-H460 ¢elija
kontinuiranom primjenom doksorubicina. Medutim, u literaturi drugi autori su pokazali znacajnu
rezistenciju na artesunat u doksorubicin-rezistentnim éelijama leukemije (K562/ADR).??° Pored toga,
artemizinin 1 artesunat nisu pokazali znacajniju selektivnost prema NSCLC ¢elijama u odnosu na
MRC-5 fibroblaste pluca.

Rezultati prikazani u tabeli 1 ukazuju na najvecu osjetljivost ¢elija NCI-H460 na derivat pirimidina
142 1 hibridna jedinjenja 150-160 sa ICso vrijednostima manjim od 5 puM, dok su za hibridna
jedinjenja 144—149 ICso vrijednosti bile u opsegu od 5 do 10 uM. Prisustvo MDR fenotipa znacajno
je uticalo na efikasnost osam hibridnih jedinjenja (144 1 150-156), sa vrijednostima relativne
rezistencije ve¢im od 2. Znacajno je ista¢i da su sva hibridna jedinjenja sa piperazinskim linkerom
(150-160) pokazala povoljan profil selektivnosti (Tabela 1), Sto ukazuje da piperazinska podstruktura
predstavlja vazan strukturni motiv. lako je selektivnost jedinjenja 150160 bila niza u odnosu na
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selektivnost postignutu primjenom DOX, ¢elije NCI-H460/R pokazale su manji stepen rezistencije
na hibridna jedinjenja u poredenju sa DOX (Tabela 1).

3.2.2 Uticaj na aktivnost P-glikoproteina (P-gp)

Rodamin 123 (Rho123) predstavlja fluorescentnu boju koja se lokalizuje u mitohondrijama
¢elija. Ova supstanca je supstrat P-glikoproteina, i shodno tome, koristi se kao molekularna proba u
ispitivanjima fenotipa viSestruke rezistencije na lijekove. Intenzitet fluorescencije rodamina 123
akumuliranog u vijabilnim ¢elijama, koji je obrnuto proporcionalan aktivnosti P-gp transportera,
odredivan je primjenom protocne citometrije. Kako bi se ispitao uticaj pirimidinskog derivata 142,
kao 1 hibridnih jedinjenja 144-149 i 150-160 na aktivnost P-gp, rezistentne ¢elije NCI-H460/R su
tretirane istovremeno rastvorom Rho123 i hibridnih derivata artesunata 144-149 i 150-160 (Tabela
2, Slika 39, Tabela P2, Slika P11). Tarikvidar (TQ), tre¢a generacija inhibitora P-gp, koris¢en je kao
referentna kontrola za inhibiciju P-gp, dok je NCI-H460 linija, takode, koris¢ena kao kontrola.
Povecanje srednje vrijednosti intenziteta fluorescencije (engl. mean fluorescence intensity, MFI),
mjerenog nakon tretmana, ukazuje na smanjenu aktivnost P-gp. Visoka ekspresija i aktivnost P-gp
predstavljaju glavne karakteristike MDR fenotipa éelija NCI-H460/R >

Tabela 2. Interakcija sa P-gp odredena testom akumulacije Rho123.

Celijska linija/jedinjenje MFT¢ FAR+S.E.?
NCI-H460°¢ 340 061 11,57 + 0,46
NCI-H460/R 29 394 -
Artemizinin 52 361 1,78 £0,15
Artesunat™H 63 674 2,17+0,16
TQ? 390 460 13,28 £ 0,58
142™NH 128 209 436+0,21
144 54 489 1,85+0,16
145 46 478 1,58 +0,19
146™H 67 715 2,30+£0,21
147™H 91 112 3,10+ 0,20
148 33 825 1,15+0,13
149 39075 1,33 +0,12
1505UB 76 266 2,59+0,19
1515UB 143 802 4,89 + 0,28
1525UB 114 129 3,88 + 0,24
1535YB 99 563 3,39+ 0,20
154 33757 1,15+0,12
1555UB 111 450 3,79 £ 0,22
1565VB 132 961 4,52 + 0,30
157™H 109 620 3,73 £0,28
158™H 147 315 5,01 0,36
159™H 147 583 5,02 +£0,31
160™H 83011 2,82+0,19

@ MFI - izmjereni srednji intezitet fluorescencije kori§¢en je za izraCunavanje FAR;

» FAR - odnos fluorescence i aktivnosti izradunat je prema formuli: FAR = MFI tretiranih rezistentnih éelija / MFI
netretiranih rezistentnih ¢elija;

¢ senzitivna ¢elijska linija nesitnocelijskog karcinoma plu¢a NCI-H460 i njena viSestruko rezistentna analogna linija
NCI-H460/R koris¢ene u ovom istrazivanju;

4 Tarikvidar (TQ) - inhibitor P-gp tre¢e generacije, primjenjen je kao pozitivna kontrola za inhibiciju P-gp;

INH Jedinjenja koja se ponaSaju kao inhibitori P-gp, zaobilaze MDR fenotip i inhibiraju aktivnost P-gp (prema MTT
testu i rezultatima akumulacije Rho123);

SUB Jedinjenja koja se ponaSaju kao supstrati za P-gp ¢&ija je ICso vrijednost znadajno visa u rezistentnim ¢elijama u
poredenju sa senzitivnim (pokazujuéi profil rezistencije prema MTT testu), ali istovremeno sposobna da povecaju
akumulaciju Rho123.
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Odnos fluorescentne aktivnosti (engl. fluorescence activity ratio, FAR) predstavlja parametar
koji se koristi u proto¢noj citometriji za kvantifikaciju inhibicije transportera visestruke rezistencije
na lijekove, npr. P-gp, i moguce ga je izracunati nakon §to je odredena MFI vrijednost. Izracunava se
kao odnos srednjeg inteziteta fluorescencije rezistentnih Celija tretiranih ispitivanim jedinjenjima i
Rho123 i MFI rezistentnih ¢elija tretiranih samo sa Rho123.

Artesunat, primjenjen u koncentraciji od 5 uM, doveo je do priblizno dvostrukog povecanja
akumulacije Rho123 u ¢elijama NCI-H460/R. Pored artesunata, medu derivatima pirimidina, samo
su jedinjenja 132, 136 1 142 znacajno povecala akumulaciju Rho123. Nasuprot tome, ve¢ina hibridnih
jedinjenja povecava akumulaciju Rho123 (146, 147, 150-153 i 155-160). Znacajno je istaci da su
jedinjenja 142, 147, 151-153 1 155159 ispoljila jaci inhibitorni efekat na funkcije P-gp u poredenju
sa artesunatom.

Izbjegavanje ili zaobilaZzenje mehanizma visestruke rezistencije (MDR) posredovanog aktivno§cu
P-gp ogleda se u nesmanjenom efektu jedinjenja prema rezistentnim tumorskim ¢elijama u odnosu
na odgovarajuce senzitivne ¢elije, dok se inhibicija P-gp utvrduje na osnovu poveéane akumulacije
Rho123 u ¢elijama. Rezultati dobijeni MTT testom i testom akumulacije Rho123 ukazali su na
postojanje Cetiri tipa jedinjenja:

» jedinjenja sposobna da zaobidu MDR i inhibiraju aktivnost P-gp (artesunat, 142, 146, 147 i
157-160);

» jedinjenja sposobna da zaobidu MDR, ali bez uticaja na aktivnost P-gp (145, 148 i 149);

» jedinjenja Cija je efikasnost umanjena MDR fenotipom, te vjerovatno predstavljaju supstrate
P-gp koji mogu kompetitivno inhibirati aktivnost P-gp (150153, 155 1 156);

» jedinjenja Cija je efikasnost umanjena MDR fenotipom te vjerovatno predstavljaju supstrate
P-gp, ali ne uti¢u na aktivnost P-gp (144 i 154) (Tabela 2, Tabela P2 i Slika 39).
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Slika 39. Uticaj na aktivnost P-glikoproteina pirimidinskih derivata i odgovaraju¢ih hibrida sa
artesunatom. Srednji intezitet fluorescencije (MFI) Rho123 odreden je 30 minuta nakon inkubacije
Rho123 (2 uM) sa testiranim jedinjenjima (5 uM). Senzitivne NCI-H460 ¢elije, kao i rezistentne NCI-
H460/R ¢elijje tretirane sa 50 nM TQ su koriS¢ene kao pozitivna kontrola za akumulaciju Rho123.
Isprekidane linije oznacavaju nivoe akumulacije Rho123 u netretiranim rezistentnim NCI-H460/R
¢elijama, NCI-H460/R Celijama tretiranim sa artesunatom i u netretiranim NCI-H460 celijama.
Pirimidinski derivati i odgovaraju¢i hibridni molekuli su predstavljeni istom bojom. Akumulacija
Rho123 je odredena protocnom citometrijom u zelenom kanalu (emisija na 525 nm) 1 analizirano je
najmanje 10 000 dogadaja (¢elija) po uzorku.
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Na osnovu MTT testa i rezultata akumulacije Rhol123, odabrana su dva jedinjenja 153
(potencijalni supstrat P-gp) i 160 (potencijalni inhibitor P-gp) kako bi se uporedio njihov
koncentraciono-zavisan efekat na aktivnost P-gp sa artesunatom kao polaznim jedinjenjem i TQ kao
poznatim inhibitorom P-gp (Slika 40). Efekat artesunata je bio slabiji u poredenju sa 153, 160 i TQ
(Slika 40A 1 40B) 1 nije pokazao koncentraciono-zavisan efekat. Medutim, efekti jedinjenja 153, 160
i TQ bili su koncentraciono-zavisni. Jedinjenje 153 je bilo efikasnije u poveéanju akumulacije
Rho123 u odnosu na TQ (Slika 40A 1 B). Hibridno jedinjenje 160, koje je identifikovano kao
potencijalni inhibitor za P-gp, sposoban da prevazide viSestruku rezistenciju na lijekove, pokazao je
sli¢an profil akumulacije Rho123 kao TQ (Slika 40B).

Kako bi se potvrdilo da je dejstvo hibridnih jedinjenja 150—156 povezano sa aktivnoséu P-gp,
u NCI-H460/R ¢elijama ispitana je mogucénost reverzije rezistencije kombinovanom primjenom
jedinjenja i 50 nM TQ (Slika P12). Reverzija rezistencije uocena je kod svih testiranih hibrida, osim
kod jedinjenja 154, koje jedino nije pokazalo uticaj na funkciju P-gp (Tabela 2 i Tabela P2).
Osjetljivost ostalih jedinjenja 150-153, 155 i1 156, za koja je pretpostavljeno da su supstrati P-gp,
povecana je pri istovremenom tretmanu sa TQ u NCI-H460/R ¢elijama. Najizrazenija reverzija
rezistencije posredovana TQ uocena je kod jedinjenja 150 (Slika 41A), dok su jedinjenja 152 1 155
pokazala najmanju sklonost ka poveéanju osjetljivosti.
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Slika 40. Ispitivanje koncentraciono-zavisnog efekta TQ, artesunata 1 dva odabrana jedinjenja 153 1
160 na aktivnost P-gp. A) srednji intezitet fluorescencije (MFI) Rho123 je odreden 30 minuta nakon
inkubacije Rho123 (2 uM) sa Cetiri rastu¢e koncentracije odabranih hibridnih jedinjenja (2, 5, 101 20
UM za artesunat, 153 1 160; 2, 5, 10 i 20 nM za TQ). Senzitivne NCI-H460 ¢elije su koris¢ene kao
pozitivna kontrola za akumulaciju Rhol123. Crvena linijja oznacava nivo akumulacije Rho123 na
netretiranim rezistentnim NCI-H460/R ¢elijama, plava linija oznacava nivo akumulacije Rho123 na
netretiranim NCI-H460 ¢elijama. B) Odgovaraju¢i profili dobijeni protocnom citometrijom ilustruju
koncentraciono-zavisni efekat testiranih jedinjenja. Akumulacija Rho123 je odredena proto¢nom
citometrijom u zelenom kanalu (emisioni maksimum na 525 nm) i analizirano je najmanje 20 000
dogadaja (Celija) po uzorku. Statisticki znacajna razlika izmedu tretiranih uzoraka i netretirane
(kontrolne) NCI-H460/R je odredena primjenom dvofaktorskog ANOVA Bonferroni testa: p <
0,01**, p <0,001***,
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Vrijednosti relativne rezistencije za jedinjenja 152, 154 1 155 bile su nize u poredenju sa
vrijednostima dobijenim za jedinjenja 150, 151, 153 1 156 (Tabela 1), Sto moZe objasniti razlike u
reverziji rezistencije u prisustvu TQ. Medutim, koncentracija TQ od 50 nM nije bila dovoljna kako
bi se postigao maksimalni efekat, niti je u potpunosti obnovila osjetljivost ¢elija na hibridna jedinjenja
do nivoa zabiljezenog u senzitivnim ¢elijama NCI-H460 (Slika P12), sto ukazuje na to da, pored
aktivnosti P-gp, u mehanizmu rezistencije NCI-H460/R ¢elija na jedinjenja 150—156 ucestvuju i neki
drugi faktori.

Da bi se potvrdilo da jedinjenja 157—-160 mogu uticati, odnosno smanjiti aktivnost P-gp, ova
hibridna jedinjenja su kombinovana sa DOX, koji predstavlja supstrat P-gp. Sva ispitivana jedinjenja
pokazala su znacCajan potencijal da prevazidu rezistenciju na DOX u ¢elijama NCI-H460/R (Slika
41B), kada se primjene u koncentraciji od 500 nM, koja je znacajno niza od njihovih ICso vrijednosti
(Tabela 1). Najizrazeniji efekat postignut je kod jedinjenja 158 i 159, koja su pokazala najvise FAR
vrijednosti (Tabela 2 i Tabela P2). Zapravo, efikasnost jedinjenja 157-160 u reverziji rezistencije na
DOX (Slika 41B) bila je proporcionalna njihovim FAR vrijednostima (Tabela 2 i Tabela P2).
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Slika 41. A) Reverzija rezistencije na hibridno jedinjenje 150 primjenom TQ. Efekat jedinjenja 150
prikazan je na NCI-H460/R celijama (crveni stubi¢), na NCI-H460 celijama (crni stubi¢) i1 pri
istovremenom tretmanu sa 50 nM TQ na NCI-H460/R celijama (rozi stubi¢). Jedinjenje 150
ispitivano je u koncentracionom opsegu 1-25 pM, primjenom MTT testa nakon 72 sata tretmana (n >
3). Dobijeni rezultati analizirani su nelinearnom regresijom u softveru GraphPad Prism 8.0.2.
Statisticki znacajna razlika u odnosu na koncentraciono-zavisni efekat 150 u NCI-H460/R ¢elijama
odredena je primjenom Danetovog testa za viSestruka poredenja (engl. Dunmnett’s multiple
comparisons test): *** p <0,001. B) Reverzija rezistencije na DOX, primjenom hibridnih molekula
157-160. DOX (u koncentracionom opsegu 100-2000 nM) u kombinaciji sa 500 nM jedinjenja 157—
160 ispitivan je MTT testom nakon 72 sata tretmana (n > 3). Dobijeni rezultati analizirani su
nelinearnom regresijom u softveru GraphPad Prism 8.0.2. ICs¢ vrijednosti doksorubicina (DOX)
odredene u senzitivnim NCI-H460 ¢elijama (plavi stubi¢), rezistentnim NCI-H460/R ¢elijama (crveni
stubi¢) 1 nakon kombinovanog tretmana sa jedinjenjima 157-160 u NCI-H460/R ¢elijama (crni
stubici). Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na koncentraciono-zavisni efekat DOX u NCI-H460/R
¢elijama odredena je primjenom Danetovog testa za viSestruka poredenja: *** p <0,001.
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3.2.3 Odnos strukture i bioloske aktivnosti (SAR) sintetisanih jedinjenja

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 1, tabeli 2 i tabeli P2, uoceni su odredeni opsti obrasci
odnosa strukture i1 aktivnosti (SAR) ispitivanih supstanci.

Sva hibridna jedinjenja sa piperazinskim linkerom 150-160 pokazala su znacajno vecu
selektivnost prema NSCLC ¢elijama u poredenju sa hibridima sa etilendiaminskim linkerom 144—
149 i polaznim jedinjenjem, artesunatom.

Poredenjem hibridnih molekula 150-160 sa artesunatom moze se zakljuciti da je uvodenje
pirimidinskog jezgra sa piperazinskim linkerom dovelo do znacajnog poboljSanja aktivnosti prema
¢elijskoj liniji NCI-H460 kod gotovo svih hibridnih jedinjenja. Medutim, samo su dva hibridna
molekula, 152 i 160, ispoljila vecu potentnost u odnosu na artesunat prema celijskoj liniji NCI-
H460/R. Artesunat pokazuje povoljniji profil rezistencije u poredenju sa hibridima 150-159, sa
izuzetkom jedinjenja 160. Vazno je istaci da sva hibridna jedinjenja sa piperazinskim linkerom (150-
160) imaju bolji indeks selektivnosti u odnosu na artesunat.

Takode, sva hibridna jedinjenja 144-149 i 150-160 pokazala su poboljSanu aktivnost u
poredenju sa odgovaraju¢im derivatima pirimidina 111-116 1 131-140, 142.

Poredenjem hibrida sa istim supstituentom na pirimidinskom jezgru (144-149 u odnosu na
150-155) moze se zakljuciti da su hibridna jedinjenja sa piperazinskim linkerom bila potentnija
prema celijskoj liniji NCI-H460 u odnosu na hibridna jedinjenja sa etilendiaminskim linkerom. Ovi
rezultati naglaSavaju znaCaj izbora linkera u hibridnim molekulima na ispoljavanje bioloSke
aktivnosti.

Takode, elektronski efekti supstituenata (-OMe, -Me, -F, -CN) na benzenovom jezgru
vezanom za pirimidinski prsten ne uticu znacajno na aktivnost ispitivanih jedinjenja. Najaktivniji
hibrid 160 kao i najaktivniji pirimidinski derivat 142, sadrzali su fenil-supstituent u polozaju C-6
pirimidinskog jezgra, Sto ukazuje na znacaj ovog strukturnog motiva za ispoljavanje antitumorske
aktivnosti na ispitivanim ¢elijskim linijama.

Hibridi 152 (sa ICso vrijednostima 1,234 uM na NCI-H460 1 2,892 uM na NCH-H460/R
¢elijama) 1 160 (sa ICso vrijednostima 1,507 uM na NCI-H460 1 1,661 uM na NCH-H460/R ¢elijama)
predstavljaju najaktivnija jedinjenja. Hibridni molekul 160 posjeduje povoljan profil rezistencije, dok
je hibrid 152 (SI = 7,42) najselektivniji medu hibridnim molekulima.

Na osnovu FAR vrijednosti (Tabela 2 i Tabela P2), gotovo sva hibridna jedinjenja sa
piperazinskim linkerom 150-155 pokazala su izrazeniju modulaciju aktivnosti P-gp u poredenju sa
odgovaraju¢im hibridima sa etilendiaminskim linkerom 144—149.

Prisustvo metil-grupe na C-6 poloZaju pirimidinskog skeleta dovelo je do povecane aktivnosti
jedinjenja 155-159 prema P-gp u poredenju sa odgovaraju¢im hibridima bez supstitucije na C-6
poloZaju (150-154), kao i u odnosu na jedinjenje 160 sa fenil-grupom na C-6 poloZaju.

3.3 In silico ispitivanja

In silico metode predstavljaju vazan alat u razvoju antitumorskih lijekova, omogucavajuci
predvidanje bioloSke aktivnosti, proucavanje interakcija sa ciljanim proteinima i identifikaciju novih
kandidata za lijekove.??!*?> NajceS¢ée primjenjivani pristupi ukljucuju molekulsko dokovanje,
molekulsku dinamiku, QSAR analizu i farmakoforno modelovanje, pri ¢emu je eksperimentalna
validacija neophodna za potvrdu dobijenih rezultata.

Analiza fizickohemijskih parametara sintetisanih jedinjenja, dobijenih koris¢enjem platforme
SwissADME, pokazala je da nijedan od hibrida ne odstupa od vise od jednog od ukupno pet pravila
Lipinskog (Tabela P3). Dalje, imajuéi u vidu da se izracunate vrijednosti topoloske polarne povrSine
(TPSA) i koeficijenta raspodjele oktanol/voda logP kreéu u opsegu 112,55-121,78 A2, odnosno 3,56

53



4,43 za jedinjenja 150-153 1 155158, moze se zakljuciti da ova hibridna jedinjenja imaju veliku
vjerovatnoéu pasivne apsorpcije putem gastrointestinalnog trakta (Slika P13).22»??* Za preostala
jedinjenja predvideno je da se ne apsorbuju u znacajnoj mjeri iz gastrointestinalnog trakta.

Takode, prema SwissADME predikcijama, nijedan od sintetisanih hibrida ne bi trebalo da
prolazi krvno-mozdanu barijeru niti da prevazide aktivnost P-gp transportera, dok su za artemizinin i
artesunat predvidena ova svojstva. Medutim, eksperimentalni rezultati pokazali su da pojedina
jedinjenja, ukljucujuéi artesunat, 142, 146, 147 i 157-160, posjeduju sposobnost inhibicije P-gp
transportera i prevazilazenja viSestruke rezistencije. Ovi rezultati ukazuju na odredena odstupanja
izmedu in silico predikcija i rezultata dobijenih u bioloskim sistemima.

S obzirom na to da su ispitivanja sprovedena na paru celijskih linija nesitnocelijskog
karcinoma pluc¢a, senzitivna 1 odgovaraju¢a MDR c¢elijska linija, koje se razlikuju po ekspresiji i
aktivnosti P-gp, eksperimentalni podaci pruzaju pouzdaniji uvid u interakcije ispitivanih jedinjenja
sa P-gp. Dodatno, iako je artesunat pokazao odredeni inhibitorni efekat prema P-gp, njegovo
djelovanje nije bilo zavisno od koncentracije i bilo je slabije u poredenju sa jedinjenjima 153, 160 i
TQ (Slika 40). Bez eksperimentalne validacije, rezultati dobijeni primjenom platforme SwissADME
mogli bi dovesti do pogresnog zakljucka da artemizinin i artesunat posjeduju povoljnije osobine u
odnosu na sintetisana jedinjenja kada je rije¢ o interakciji sa P-gp transporterom.

Molekulsko dokovanje reprezentativnih hibrida 153 (identifikovanog kao potencijalni
supstrata P-gp) 1 160 (identifikovanog kao potencijalni inhibitora P-gp), pokazalo je da se oba
jedinjenja vezuju u istom regionu proteina, ali zbog razlika u veli¢ini i funkcionalnim grupama,
ostvaruju interakcije sa razli¢itim aminokiselinskim ostacima (Slika 42A, C). U oba slucaja
dominiraju hidrofobne interakcije, dok je za jedinjenje 153 dominantna interakcija u najpovoljnijoj
konformaciji vodoni¢na veza sa ostatkom GIn725 (Slika 42B). Ova interakcija vjerovatno doprinosi
povoljnijoj vrijednosti doking skora za jedinjenje 153 u odnosu na 160 (—8,676 naspram —7,848), §to
je u skladu sa eksperimentalnim rezultatima koji ukazuju na snazniju interakciju jedinjenja 153 sa P-
gp (Slika 40).

Pored toga, uocene su n—n interakcije sa aminokiselinskim ostacima Trp232 1 Phe343, kao 1
viSe hidrofobnih n—alkil interakcija sa ostacima Phe336, Phe728 i Phe983 (Slika 42B). Najpovoljnija
doking konformacija jedinjenja 160 pokazala je pretezno hidrofobne interakcije, ukljucujuéi n—c
interakciju sa Phe343, n—sumpor interakciju sa Met949, kao 1 n—alkil interakcije sa ostacima Phe336,
Phe983 1 Met986 (Slika 42D). Takode su uocene m—anjon interakcije sa ostatkom Glu875, kao i1
hidrofobne interakcije sa ostacima Met986, Leu339 1 Ala871.

54



PHE
728

SER

GLN
A:195

SER
TYR A:196

e -
- = -
— . B e

Slika 42. Vezivno mjesto P-gp sa prikazom interakcija aminokiselinskih ostataka sa jedinjenjima 153
(A) 1160 (C), 1 2D Sematski prikaz interakcija liganda 153 (B) 1 160 (D) sa aminokiselinama.

3.4. Dizajn i sinteza hibridnih molekula koji sadrze 1,2,3-triazolski strukturni motiv

U cilju ispitivanja uticaja strukture na antitumorsku aktivnost jedinjenja, a uzimajuci u obzir
prethodno ostvarene rezultate, koji su pokazali da jedinjenja sa piperazinskim fragmentom ispoljavaju
vecu aktivnost u poredenju sa analozima koji sadrze etilendiamin, u nastavku istrazivanja sintetisana
je serija jedinjenja koja u svojoj strukturi kombinuju tri privilegovana strukturna motiva, pirimidin,
piperazin i 1,2,3-triazol. Istovremeno, sintetisana je i nova serija derivata pirimidina koji u svojoj
strukturi sadrZze samo pirimidin 1 1,2,3-triazol. Zahvaljuju¢i hemijskoj inertnosti, metabolikoj
stabilnosti kao i sposobnosti ostvarivanja interakcije sa bioloSkim metama, 1,2,3-triazol predstavlja
strukturni motiv prisutan u brojnim bioloski aktivnim jedinjenjima i posluZzio je kao znacajan element
u dizajnu novih hibridnih molekula, derivata artemizinina.’*> U zavr$nom koraku sinteze, novi
pirimidinski derivati su vezani za artesunat, a na slici 43 prikazan je retrosinteticki pristup primjenjen
u dizajnu novih derivata. Klju¢na transformacija u predstavljenoj sintetickoj strategiji bila je bakar(I)
katalizovana azid-alkin cikloadicija, primjenjena za formiranje 1,2,3-triazolskog fragmenta koji je
iskori$¢en za povezivanje farmakofora.
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Slika 43. RetrosintetiCki pristup u sintezi novih hibridnih molekula.

Daljom strukturnom optimizacijom prethodno sintetisanih derivata pirimidina koji sadrze
piperazinski prsten sintetisani su novi derivati koji u svojoj strukturi sadrze 1 1,2,3-triazolski fragment
¢ime su u jednoj strukturi objedinjene tri privilegovane farmakofore. U prvom koraku sintetisani su
odgovarajuc¢i alkinski derivati pirimidina reakcijom propargilovanja azotovog atoma piperizina
(Shema 7). Jedinjenja 161-169 su dobijena u umjereno dobrim prinosima u reakciji prethodno
sintetisanih piperazinskih derivata pirimidina 131-133, 136-138, 141-143 sa propargil-bromidom u
prisustvu K>CO3 kao baze na 60 °C.
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K,COj, EtOAC
60 °C

_ 161: R =R, = H, 80%
131:R=Ry=H 162: R = H, R; = OMe, 84%
132: R=H, R; = OMe 163: R=H, Ry =F, 79%
133: R=H,R,=F
164: R = Me, R, = H, 69%

136: R=Me, Ri=H 165: R = Me, Ry = OMe, 63%
137: R = Me, Ry = OMe 166: R =Me, R; =F, 75%
138: R=Me, Ry =F

o ) 167: R =Ph, R; = H, 81%
141: R=Ph,Ry=H 168: R = Ph, R, = OMe, 63%

142: R = Ph, R, = OMe 169: R = Ph. R, = F. 65%
143: R=Ph, R, =F

Shema 7. Sinteza propargilovanih derivata pirimidina 161-169.

Pojam , klik* koristi se da opiSe jednostavno spajanje molekulskih gradivnih jedinica.??¢ Klik
reakcije odlikuju se brzinom, visokom selektivnos¢u, jednostavnom primjenom, kao i ¢injenicom da
nisu osjetljive na prisustvo kiseonika i vode. Takode, omogucavaju sintezu velikog broja razli¢itih
jedinjenja u visokom prinosu. Jedna od velikih prednosti ovih reakcija je Sto nakon reakcije gotovo
da nije potrebno preciS¢avanje proizvoda pomocu hromatografskih tehnika, Sto cijeli proces ¢ini
veoma jednostavnim. Klik reakcije su termodinamicki vodene reakcije koje se odvijaju brzo,
nepovratne su i daju proizvode sa visokom hemijskom selektivno$¢u. Sporedni proizodi koji nastaju
tokom reakcije lako se uklanjaju, bez potrebe za sloZenim preciS¢avanjem. Da bi se neka reakcija
smatrala klik reakcijom, mora da ispunjava odredene kriterijume: da se odvija pod blagim
(neagresivnim) uslovima, da se koriste lako dostupni reaktanti, da ne zahtijeva koriS¢enje rastvaraca
ili da koristi vodu ili neki drugi lako uklonjiv rastvarac, i da omogucava jednostavno izdvajanje 1

precis¢avanje proizvoda.

Sinteza hibridnih jedinjenja 170-178, koji u svojoj strukturi sadrze 1,2,3-triazolski strukturni
motiv, ostvarena je 1,3-dipolarnom cikloadicionom bakar(I) katalizovanom reakcijom (CuAAC)
derivata pirimidina koji sadrZe trostruku vezu 161-169 i 2-azidoetanola. Kao izvor kataliticki aktivne
vrste bakra(l) koriS¢ene su kataliticke koli¢ine bakar(Il)-sulfata i natrijum-askorbata, pri cemu je
bakar(I) generisan in situ redukcijom bakra(Il). Ovom reakcijom dobijeni su Zeljeni molekuli 170—
178 u umjereno dobrim prinosima.

57



Ho N

CuSOy, - 5H,0, Na-askorbat
CH,CI,/MeOH/H,0, s.t., 3 h

OH
B B N\,iN/\ ~
NN (N

161-169 170: R = R, = H, 68%
171: R = H, R; = OMe, 85%
172: R=H, R, = F, 49%

173: R=Me, Ry =H, 62%
174: R = Me, R; = OMe, 65%
175: R=Me, Ry = F, 55%

176: R = Ph, Ry = H, 67%
177: R = Ph, R, = OMe, 72%
178: R = Ph, Ry = F, 79%

Shema 8. Primjena klik reakcije u sintezi jedinjenja 170—178.

Za sintezu zeljenih hibridnih molekula kod kojih su pirimidinski derivati i artesunat povezani
putem 1,2,3-triazolskog fragmenta, bilo je neophodno prethodno sintetisati odgovarajuce prekursore
koji sadrze alkinsku funkcionalnu grupu. Jedinjenja 93-95, 97-99, 101-103 su uspjesno prevedena u
alkinske derivate reakcijom sa propargil-alkoholom u prisustvu kalijum zerc-butoksida. Primjenom
ovih reakcionih uslova, u acetonitrilu kao rastvaracu, Zeljeni derivati 179—-187 su dobijeni u visokim
prinosima (Shema 9).

HO/\

KOt-Bu, MeCN
80 °C
A 2N

R” N7 e RN
93:R:R1=H 179:R=R1=H,98%
94: R =H, R, = OMe 180: R = H, R4 = OMe, 95%
95:R=H,R,=F 181: R=H, Ry =F, 90%
97:R=Me, Ry =H 182: R=Me, Ry =H, 95%
98: R = Me, R1 = OMe 183: R = Me, R1 = OMe, 89%
99:R=Me, R;=F 184: R=Me, Ry =F, 93%
101: R=Ph,R; =H 185: R=Ph,Ry=H, 91%
102: R = Ph, R; = OMe 186: R = Ph, Ry = OMe, 99%
103: R=Ph,R;=F 187: R=Ph, Ry =F, 80%

Shema 9. Sinteza alkinskih derivata 179-187.

Nakon dobijanja odgovarajucih alkinskih prekursora 179-187, primjenom CuAAC reakcije,
pod uslovima koji su prethodno opisani, sintetisana je nova serija pirimidin-triazolskih derivata 188—
196. Zeljena jedinjenja, prikazana na shemi 10, dobijena su u umjereno dobrim prinosima.
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R4
Ho >N
CuSO0y - 5H,0, Na-askorbat
CH,Cl,/MeOH/H,0, s.t.,, 3 h

179-187

188: R = H
189: R = H, R, = OMe, 72%
190: R=H, Ry = F, 80%

191: R=Me, Ry =H, 76%
192: R = Me, Ry = OMe, 83%
193: R = Me, Ry =F, 85%

194: R = Ph, Ry = H, 82%
195: R = Ph, Ry = OMe, 83%
196: R = Ph, Ry = F, 79%

Shema 10. Primjena klik reakcije u sintezi jedinjenja 188—196.

Tokom protekle decenije, molekulska hibridizacija prirodnih proizvoda pokazala se kao jedna
od najuspjesnijih strategija u medicinskoj hemiji i dizajnu novih lijekova, prvenstveno zahvaljujuci
mogucnosti unapredenja farmakoloskih, farmakokinetickih i farmakodinamickih osobina polaznih
jedinjenja. Polazeé¢i od znacaja ovog koncepta, kao i prethodno potvrdenog potencijala derivata
artemizinina dobijenih primjenom molekulske hibridizacije, sintetisana je nova serija hibrida
artesunata i pirimidina. Sinteza zeljenih jedinjenja ostvarena je kovalentnim povezivanjem artesunata
32 sa prethodno sintetisanim pirimidinskim derivatima koji sadrze 1,2,3-triazolski strukturni motiv
170-178 ili 188-196, pri cemu je formirana estarska veza izmedu karboksilne grupe artesunata i
odgovaraju¢e hidroksilne grupe na pirimidinskom fragmentu. Ova transformacija izvedena je
primjenom Steglihove esterifikacije koriséenjem N,N-dicikloheksilkarbodiimida (DCC) kao
aktivatora karboksilne kiseline i1 4-(dimetilamino)piridina (DMAP) kao katalizatora, u acetonitrilu
kao rastvaracu. Reakcija je izvedena pod blagim uslovima na sobnoj temperaturi, ¢cime je omogucéeno
ocuvanje osjetljivog endoperoksidnog mosta, klju¢nog za biolosku aktivnost derivata artemizinina.
Na ovaj nacin uspjesno su sintetisani hibridni molekuli 197-205 1 206214, koji su izolovani u dobrim
do odli¢nim prinosima (Shema 11 i Shema 12).

R4
= R4 =
N N g
DCC, DMAP, )~=N
+ MeCN, s.t. N
OH ( J
(0] NN (@] N

OWOH R | N/)\D ~ OWO/\/ —
N~

32 170-178 197: R =R, = H, 96%
198: R = H, Ry = OMe, 98%
199:R=H, R, = F, 85%

200: R = Me, Ry =H, 90%
201: R = Me, Ry = OMe, 88%
202: R = Me, Ry =F, 80%

203:R = Ph, Ry = H, 87%

204: R = Ph, Ry = OMe, 81%
205: R=Ph, Ry =F, 88%
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Shema 11. Sinteza hibridnih jedinjenja artesunata 197-205.

= R4 =
R1
DCC, DMAP,
MeCN, s.t.
)
/)\ N \ N=
R N (0] o)

\<'\1 P

32 188-196 \\\ 206: R=R; = H, 84% R

OH
207: R=H, Ry = OMe, 81%

208:R=H,Ry=F, 89%

209: R = Me, R; = H, 93%
210: R = Me, R; = OMe, 96%
211: R= Me, Ry = F, 73%

212: R=Ph,R; = H, 81%
213: R = Ph, Ry = OMe, 87%
214: R = Ph, R, = F, 83%

Shema 12. Sinteza hibridnih jedinjenja artesunata 206-214.

Dodatno, radi ispitivanja uticaja tipa hemijske veze na bioloSku aktivnost krajnjih hibrida,
sintetisana su dva derivata artesunata u kojima su farmakoforne cjeline povezane amidnom vezom.
U tu svrhu prethodno su izvrSene strukturne modifikacije pirimidinskih derivata 194 1 195, ¢ime je
omoguceno poredenje uticaja estarske i amidne veze izmedu artesunata i pirimidinskog fragmenta na
antitumorsku aktivnost. Polazni pirimidinski derivati 194 i 195 koji sadrze hidroksilnu funkcionalnu
grupu prevedeni su u odgovarajuée primarne amine 2151216 u dva sintetska koraka. U prvom koraku,
hidroksilna grupa transformisana je u azidnu funkcionalnu grupu primjenom Mitsunobu reakcije u
prisustvu DIAD, DPPA i PPhs, pri ¢emu su dobijeni odgovarajuéi azidni intermedijeri. U drugom
koraku, izvrSena je redukcija azidne grupe zagrijavanjem reakcione smjese u prisustvu PPhs, §to je
omogucilo dobijanje Zeljenih primarnih amina 215 1 216 u umjereno dobrim prinosima (Shema 13).

R1 R1

1. PPh3, DIAD, DPPA

THF, 0 °C - s.t.
| \)N\ 2. PPha, THF, H,0 | \)N\
7 o 7
OH NH,
194195 215: R = Ph, R' = H, 51% (prinos iz dva koraka)

216: R = Ph, R' = OMe, 60% (prinos iz dva koraka)

Shema 13. Sinteza amina 2151 216.

Sinteza hibridnih molekula 217 1 218 ostvarena je reakcijom kuplovanja artesunata i amino
pirimidinskih derivata 215 1 216, pri ¢emu su Zeljena jedinjenja izolovana u prinosima od 86% 1 76%.
Reakcija je sprovedena u prisustvu EDCI kao reagensa za aktivaciju karboksilne grupe, koristeci
dihlormetan kao rastvara¢ na sobnoj temperaturi.
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EDCI, DMAP, R
CH2C|2, s.t.
—_—
I \/)N\ e) i /\ N
RN 0 N7 o—
(6] H N /

32 215-216 \\\ R

NH,
217: R=Ph, R; = H, 86%
218: R = Ph, Ry = OMe, 76%

Shema 14. Sinteza hibridnih jedinjenja artesunata 217 1 218.

3.5. Odredivanje antitumorske aktivnosti 1,2,3-triazolskih derivata artesunata

Preliminarno ispitivanje antitumorske aktivnosti derivata pirimidina 170-178, 188-196, 215—
216, kao 1 hibridnih jedinjenja artesunata 197-205, 206214 i 217-218, sprovedeno je na senzitivnoj
¢elijskoj liniji nesitnocelijskog karcinoma plu¢a NCI-H460 i odgovarajucoj rezistentnoj celijskoj
liniji NCI-H460/R. Nivoi inhibicije rasta ¢elija u prisustvu ovih jedinjenja uporedeni su sa efektima
postignutim primjenom artemizinina i artesunata (Slika 44). Sva hibridna jedinjenja artesunata, kao i
sam artesunat, pokazala su vecu citotoksi¢nost prema rezistentnim NCI-H460/R ¢elijama u odnosu
na senzitivne, pri koncentraciji od 5 puM.
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Slika 44. Preliminarno ispitivanje citotoksi¢nog dejstva pirimidinskih derivata 170-178, 188-196,
215, 216 i hibridnih molekula artesunata 197-205, 206214, 217, 218. Citotoksi¢nost artemizinina,
artesunata, derivata pirimidina kao i hibridnih jedinjenja je odredena MTT testom nakon 72 h
tretmana. Senzitivna Celijska linija nesitnocelijskog karcinoma plu¢a NCI-H460 i rezistentna ¢elijska
linija NCI-H460/R tretirane su ispitivanim jedinjenjima pri koncentraciji od 5 uM. Vijabilnost
kontrolnih netretiranih ¢elija je predstavljena kao 100%. Horizontalna linija ozna¢ava granicu od 50%
vijabilnih ¢elija, dok sivi stubi¢i oznacavaju derivate koji su ispoljili vecu citotoksi¢nost prema
rezistentnim ¢elijama. Eksperiment je nezavisno ponovljen 3 puta.

Na osnovu rezultata inicijalnog skrininga, za dalja ispitivanja antitumorske aktivnosti
odabrano je dvadeset hibridnih jedinjenja, derivata pirimidina 1 artesunata, koja su pokazala vecu
citotoksi¢nost na rezistentnim NCI-H460/R ¢elijama. Jedinjenja 197-214, 217 1 218 su zatim detaljno
ispitano u opsegu koncentracija od 1-25 puM na senzitivnim NCI-H460 i rezistentnim NCI-H460/R
¢elijama, kao i na normalnim pluénim fibroblastima MRC-5, s ciljem odredivanja njihove
selektivnosti kako prema senzitivnim, tako 1 prema rezistentnim tumorskim ¢elijama (Tabela 3 1 Slika
P14). Inhibicija rasta ¢elija izazvana razli¢itim koncentracijama artesunata i odabranih jedinjenja
odredena je primjenom MTT testa 1 prikazana pomocu ICso (Tabela 3).
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Tabela 3. Citotoksicnost, indeksi kolateralne senzitivnosti i selektivnosti pirimidinskih derivata
artesunata uporedeni na osnovu ICso vrijednosti (uM) dobijenih u NCI-H460, NCI-H460/R i MRC-5

¢elijama.
Indeks Indeks
Jedinjenje NCI-H460 NCI-H560/R kolateralne MRC-5 . .
.. . selektivnosti
senzitivnosti
Artesunat 6,878 £ 0,111 3,764 £ 0,069 1,83%* 7,676 £ 0,090 1,44%*
197 9,950 £ 0,136 5,034 £ 0,087 1,98** 8,756 £ 0,181 1,17
198 9,530 +£0,110 5,537 £ 0,080 1,72%* 15,207 +£ 0,262 2,0285%:*
199 9,014 +£0,132 4,166 = 0,098 2,16%* 12,299 + 0,275 1,87%**
200 7,091 £0,100 4,816 = 0,086 1,47* 13,924 + 0,231 2,345#:*
201 8,155+ 0,137 5,032 +£0,115 1,62%* 15,696 + 0,339 2,385#:*
202 9,348 + 0,123 4,612 +0,108 2,03%* 22,368 £ 0,350 3,208%:%%
203 4,951 £0,048 3,617 £0,055 1,37* 11,599 + 0,122 2,715%*x*
204 7,702 + 0,084 6,165+ 0,043 1,25% 12,490 + 0,138 1,80%*%*
205 8,026 + 0,079 4,932 +0,039 1,63%* 12,574 + 0,099 1,74%**
206 16,380 + 0,133 14,235+ 0,175 1,15% 32,947 £ 0,366 2,155 %
207 16,539+ 0,165 12,487 £ 0,120 1,08* 91,403 + 1,372 7,028k
208 19,140 £ 0,151 9,149 £ 0,108 2,09%* 37,899 + 0,545 2,685%*:*
209 11,633 £ 0,137 9,693 £ 0,095 1,20%* 182,89 + 2,980 17,158%:%*
210 14,465 £ 0,169 8,332+ 0,157 1,74%* 65,850 £+ 0,800 5,785 4%
211 11,397 £ 0,124 7,583 £0,123 1,50%* 379,74 + 5,781 40,0]8%x**
212 9,080+ 0,122 5,181 £0,088 1,75%* 24,313 £ 0,310 3,41 5%#*
213 12,414 £ 0,181 3,154 + 0,046 3,94%%* 24,808 + 0,312 3,19S%:%*
214 13,240 +£ 0,159 8,189 + 0,094 1,62%* 136,065 + 1,409 12,708***
217 12,298 + 0,096 2,512 +£0,028 4,90%** 43,564 + 0,563 5,88SHskk
218 7,512 + 0,044 4,417 + 0,063 1,70%* 6,568 + 0,071 1,10

Znacajne razlike izmedu ICs vrijednosti ¢elijskih linija NCI-H460 i NCI-H460/R, koje ukazuju na pojavu kolateralne
senzitivnosti (indeks veéi od 1), utvrdene su primjenom Welch-ovog testa (n=3), kao i znaéajne razlike izmedu I1Csg
vrijednosti tumorskih i zdravih (netumorskih) ¢éelija. Statisti¢ki znacajne razlike oznaéene su na sledeci nacin: p <
0,05*, p <0,01**, p <0,001***,

SSelektivnost ka tumorskim ¢elijama: ICsy vrijednost za dato jedinjenje je najmanje dva puta veéa kod normalnih
(netumorskih) ¢elija fibroplasta porijeklom iz plu¢a (MRC-5) u odnosu na prosje¢nu ICso vrijednost dobijenu kod
senzitivnih NCI-H460 i rezistentnih NCI-H460/R ¢éelija.

Indeks kolateralne senzitivnosti definiSe se kao odnos ICso vrijednosti dobijenih na
senzitivnim NCI-H460 i rezistentnim NCI-H460/R ¢elijama. Sva testirana jedinjenja pokazuju nize
ICsp vrijednosti na rezistentnim NCI-H460/R ¢elijama u poredenju sa senzitivnim ¢elijama, ukazujuéi
na fenomen kolateralne senzitivnosti. Jedinjenja 213 1 217 ispoljila su najizraZeniju kolateralnu
senzitivnost, a samim tim 1 najvecu selektivnost prema rezistentnim celijama raka (Tabela 3).
Izuzetnu selektivnost ka tumorskim ¢elijama, koju predstavlja indeks selektivnosti preko 10, pokazala
su jedinjenja 209, 211 1 214 (Tabela 3), a posebno jedinjenje 211 sa indeksom selektivnosti preko 40.

Poredenjem antitumorske aktivnosti hibrida 197-214, 217 i 218 sa prethodno sintetisanim
jedinjenjima 144-160, ¢ija je aktivnost ispitivana na istom paru ¢elijskih linijja (NCI-H460 1 NCI-
H460/R), uo€ena je znacajna promjena u profilu djelovanja. Dok jedinjenja 144—160 nisu ispoljila
kolateralnu senzitivnost, hibridi 197-214 1 217, 218 su pokazali vecu aktivnost prema rezistentnoj
¢elijskoj liniji NCI-H460/R nego prema odgovarajucoj senzitivnoj liniji, $to ukazuje da je uvodenje
1,2,3-triazolskog strukturnog motiva doprinijelo razvoju kolateralne senzitivnosti 1 poboljsanoj
aktivnosti prema MDR ¢elijama.

3.5.1 Inhibicija aktivnosti P-glikoprotina u prisustvu hibridnih molekula

Primjenom testa akumulacije rodamina 123 ispitan je uticaj artesunata, jedinjenja 197-214,
217 1 218 na aktivnost P-gp, a ispitivanje je sprovedeno na rezistentnoj ¢elijskoj liniji NCI-H460/R
koju karakteriSe prekomjerna ekspresija P-gp (Tabela 4 i Slika P15). Dobijeni rezultati su uporedeni
sa efektom tarikvidara (TQ), specifi¢nim inhibitorom P-gp.
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Sva ispitivana jedinjenja dovodila su do pove¢ane akumulacije Rho123, odnosno, ispoljila su
osobine inhibitora P-glikoproteina, pri ¢emu su jedinjenja 199, 203-205 i 218 pokazala izraZeniji
inhibitorni efekat na aktivnost P-gp u poredenju sa TQ, $to je dodatno potvrdeno poredenjem sa
nivoom akumulacije Rhol23 u senzitivnim NCI-H460 ¢elijama (Tabela 4). Navedena jedinjenja
dovela su do potpune inhibicije P-gp, buduci da su vrijednosti srednjeg intenziteta fluorescence
povecane iznad nivoa zabiljezenog u senzitivnim ¢elijama koje ne eksprimiraju P-glikoprotein na
¢elijskoj membrani.

Nivo inhibicije P-gp postignut u NCI-H460/R ¢elijama primjenom hibridnih jedinjenja 197—
214, 217 1 218 izrazen kroz vrijednost odnosa fluorescentne aktivnosti (FAR, Tabela 4), bio je
znacajno veci u odnosu na vrijednosti dobijene kod hibridnih jedinjenja 144—160. Na primjer, FAR
vrijednost za jedinjenje 217 iznosi 9,15 (Tabela 4), $to ukazuje na superiorniju inhibiciju P-gp u
poredenju sa jedinjenjem 160 ¢ija FAR vrijednost iznosi 2,82 (Tabela 2). Moze se uociti da su
novosintetisana jedinjenja pokazala efikasniju inhibiciju P-gp, sa FAR vrijednostima u rasponu od
4,21 do 20,02 u poredenju sa jedinjenjima 144-160 koja u svojoj strukturi nisu sadrzala 1,2,3-
triazolski prsten i koja su ispoljavala FAR vrijednosti u rasponu od 1,15 do 5,02.

Tabela 4. Inhibicija aktivnosti P-gp u prisustvu hibridnih jedinjenja.

el MFT* FAR® SI¢
linija/jedinjenje

NCI-H460 659,003 + 1352 14,61 100,00
NCI-H460/R 45,108 + 253 / 6,85
TQ! 643,274 + 1194 14,26 97,61
Artesunat 50,831 + 292 1,13 7,71
197 278,607 + 986 6,18 42,28

198 196,247 + 805 435 29,78

199 730,424 + 1492 16,19 110,84

200 553,103 + 1258 12,26 83,93

201 384,848 + 1118 8,53 58,40

202 522,302 + 1237 11,58 79,26

203 730,955 = 1398 16,20 110,92

204 682,061 + 1192 15,12 103,50

205 841,920 + 1464 18,66 127,76

206 234,874 + 674 5,21 35,64

207 190,095 + 655 421 28,85

208 282,006 + 842 6,25 42,79

209 284,239 + 926 6,30 43,13

210 549,527 + 1060 12,18 83,39

211 467,604 + 996 10,37 70,96

212 483,285 + 953 10,71 73,34

213 628,171 = 1168 13,93 95,32

214 428,669 + 936 9,50 65,05

217 412,601 + 762 9,15 62,61

218 903,202 + 1630 20,02 137,06

“MFI — srednji intezitet fluorescence;

5 FAR — odnos fluorescence i aktivnosti izracunat prema formuli: FAR = MFI tretiranih rezistentnih éelija / MFI
netretiranih rezistentnih ¢elija;

¢SI — indeks osjetljivosti - odreden primjenom sledece formule: SI = (MFI tretiranih rezistentnih ¢elija x 100) / MFI
senzitivnih kontrolnih ¢elija;

4 TQ — tarikvidar je kori§¢en kao referentno jedinjenje u koncentraciji od 50 nM.
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3.5.2 Zavisnost aktivnosti ispitivanih jedinjenja od strukture

Detaljnom analizom rezultata prikazanih u tabelama 3 i 4 uoc¢eno je postojanje opstih obrazaca
zavisnosti aktivnosti od strukture medu ispitivanim jedinjenjima. Sva sintetisana hibridna jedinjenja
197-214, 217 i 218 ispoljila su izrazeniju citotoksi¢nu aktivnost prema rezistentnoj ¢elijskoj liniji
NCI-H460/R u odnosu na njihovu aktivnost prema senzitivnim c¢elijama NCI-H460 (Tabela 3).
Takode, moze se uociti da je formiranjem estarske, odnosno amidne veze izmedu derivata pirimidina
170-178, 188196, 215-216 (Slika 44) 1 artesunata 32 dovelo do sinteze jedinjenja sa poboljSanom
aktivno$c¢u prema NCI-H460/R ¢elijskoj liniji u poredenju sa polaznim derivatima (Slika 44, Tabela
3). Vazno je napomenuti da su sva hibridna jedinjenja 197-205, 206214, 217-218, izuzev jedinjenja
197, pokazala bolji indeks selektivnosti (SI) u odnosu na sam artesunat.

Poredenjem aktivnosti hibrida 206-214 sa njihovim odgovaraju¢im piperazinskim analozima
197-205, moze se zakljuciti da su gotovo sva hibridna jedinjenja koja sadrze piperazinski strukturni
motiv potentnija prema obe celijske linije, NCI-H460 i NCI-H460/R. Medutim, uoceno je i da
odsustvo piperazinskog fragmenta, dovodi do manje toksi¢nosti i povoljnijeg indeksa selektivnosti
(jedinjenja 206-214 u poredenju sa 197205, Tabela 3).

Medu serijom jedinjenja 197205, derivat 202 pokazao je najpovoljniji indeks selektivnosti 1
izrazenu kolateralnu senzitivnost. Prisustvo fenil-grupe, u polozaju C-6 pirimidinskog jezgra, u
jedinjenjima 212-214 doprinosi povecanju aktivnosti, ¢ine¢i ih efikasnijim prema rezistentnoj
¢elijskoj liniji. Jedinjenja 206208, bez supstituenta u polozaju C-6 pirimidinskog jezgra, pokazala
su najnizu aktivnost prema obe ¢elijske linije u poredenju sa jedinjenjima koja sadrze fenil 1 metil-
grupe. Takode, jedinjenje 213 pokazalo je najvecu vrijednost indeksa kolateralne senzitivnosti medu
svim ispitivanim jedinjenjima sa estarskom funkcionalnom grupom. Dalje, jedinjenje 211 je ispoljilo
najnizu toksi¢nost i najvecu selektivnost prema tumorskim ¢elijama.

Poredenjem estra 212 (R = Ph, R; = H) i odgovaraju¢eg amidnog analoga 217 (R = Ph, R; =
H), pokazano je da amidni derivat ima povoljniji sigurnosni profil, odnosno nizu toksi¢nost i vecu
selektivnost prema rezistentnoj celijskoj liniji nego prema osjetljivoj. Medutim, pri poredenju
estarskog derivata 213 (R = Ph, R; = OMe) i jedinjenja 218 (R = Ph, Ry = OMe), odgovarajuceg
amidnog analoga, estarski derivat 213 pokazao je povoljniji sigurnosni profil, sa manjom toksi¢nos¢u
1 veCom selektivnos¢u prema rezistentnoj ¢elijskoj liniji u odnosu na senzitivnu.

Elektronski efekti supstituenata na benzenovom prstenu vezanom u polozaju 4 pirimidinskog
jezgra ne uti¢u znacajno na bioloSku aktivnost ispitivanih jedinjenja (Tabela 3). Vazno je napomenuti
da hibridizacija artesunata sa derivatima pirimidina povec¢ava njegovu sposobnost modulacije P-gp
(Tabela 4). Jedinjenja 199, 203205 1 218 ispoljila su znatno izrazeniji inhibitorni efekat na aktivnost
P-gp u poredenju sa poznatim P-gp inhibitorom, TQ (Tabela 4).

3.5.3 Zavisnost kolateralne senzitivnosti od aktivnosti P-gp

U nastavku je odreden nacin djelovanja jedinjenja 213 1217, s ciljem utvrdivanja da li njihovo
dejstvo ima citotoksiCan, citostatski ili antiproliferativni efekat, kao 1 da i se navedeni efekti razlikuju
izmedu senzitivnih i MDR NSCLC ¢elija. U tu svrhu koriS¢en je xCELLigence sistem, koji
omogucava pracenje rasta ¢elija u realnom vremenu na osnovu mjerenja napona koji stvaraju celije
dok se umnoZzavaju, adheriraju i vrSe pritisak na zlatne elektrode u plo¢ama namijenjenim za
pomenuta ispitivanja. Dobijeni rezultati (Slika 45A, C) su pokazali da oba jedinjenja tokom
logaritamske faze rasta ispoljavaju antiproliferativni efekat prema NCI-H460/R ¢elijama. Nasuprot
tome, ova jedinjenja su ubrzala rast na senzitivnoj Celijskoj liniji NCI-H460 u poredenju sa
netretiranim kontrolnim ¢elijama. Ova razlika potvrdena je i prosjecnim ICso vrijednostima
odredenim tokom logaritamske faze rasta, Sto ukazuje na izraZenu kolateralnu senzitivnost NCI-
H460/R ¢elija (Slika 45B, D).

Kod NCI-H460 ¢elija tretiranih jedinjenjima 213 1217 faza platoa dostignuta je brze nego kod
netretiranih kontrolnih ¢elija, dok je naknadni pad ¢elijskog rasta bio izraZeniji u odnosu na kontrolne
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¢elije (Slika 45A, C). Najizrazeniji citotoksi¢ni efekat oba jedinjenja u NCI-H460 ¢elijama uocen je
nakon 119 sati, Sto odgovara cetvorodnevnom tretmanu, imajuci u vidu da je tretman zapocet nakon
24 sata perioda adaptacije ¢elija. Nasuprot tome, u rezistentnim NCI-H460/R ¢elijama, jedinjenja 213
1 217 su tokom logaritamske faze rasta ispoljila antiproliferativni efekat, dok je tokom faze platoa
zabiljezen citostatski efekat u poredenju sa netretiranim ¢elijama. Naknadni pad ¢elijskog rasta, koji
ukazuje na citotoksi¢no djelovanje, bio je manje izraZzen nego kod senzitivnih NSCLC ¢elija (Slika
45A, C). Kolateralna senzitivnost jedinjenja 213 bila je izrazena tokom logaritamske faze rasta, faze
platoa i faze opadanja, dok je kod jedinjenja 217 zabiljezena samo tokom logaritamske faze rasta
¢elija (Slika 45B, D). Ovi rezultati su u saglasnosti sa podacima dobijenim MTT testom.
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Slika 45. Pracenje efekta jedinjenja 213 i 217 u realnom vremenu na senzitivnim i rezistentnim
¢elijama NSCLC. A) Dinamicki profil rasta senzitivnih NCI-H460 1 rezistentinth NCI-H460/R celija
tretiranih jedinjenjem 213 u koncentracionom opsegu 1-25 uM; B) ICso vrijednosti za jedinjenje 213,
odredene tokom logaritamske faze rasta, faze platoa i faze opadanja, na osnovu mjerenja sprovedenih
u intervalima od 30 minuta; C) Analogne krive rasta obe Celijske linije tretirane jedinjenjem 217 u
koncentracijama od 1 do 25 uM; D) ICso vrijednosti za jedinjenje 217 na celijskim linijama NCI-
H460 1 NCI-H460/R. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija iz Cetiri
nezavisna ponavljanja (n = 4).

Reaktivne kiseonicne vrste (engl. reactive oxygen species, ROS) predstavljaju grupu visoko
reaktivnih 1 nestabilnih radikalskih i neradikalskih vrsta koje nastaju nepotpunom redukcijom
molekulskog kiseonika.??” U ROS spadaju neradikalske vrste, poput vodonik-peroksida (H20.) i
singletnog kiseonika, kao i radikalske vrste, u koje se ubrajaju superoksidni anjon (O2*") i hidroksilni
radikal (HO®). Superoksidni anjon radikal (O»*") predstavlja primarnu reaktivnu kiseoni¢nu vrstu koja
nastaje u ¢elijama redukcijom molekulskog kiseonika, pri ¢emu moze sluziti kao prekursor drugih
bioloski znacajnih oksidanasa, ukljuéujuéi vodonik-peroksid (H202) i peroksinitrit (ONOQO").2?
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Medu najcesce koris¢enim jedinjenjima za detekciju superoksidnog anjona nalazi se dihidroetidijum
(DHE), redoks-senzitivno jedinjenje koje u reakciji sa superoksidom formira specifi¢ne
hidroksilovane proizvode, medu kojima je najznacajniji 2-hidroksietidijum, fluorescentno jedinjenje
sa maksimumom emisije na 585 nm.?* Na taj na¢in omoguéeno je selektivno praéenje njegove
intracelularne produkcije, pri ¢emu povecanje srednjeg intenziteta fluorescencije ukazuje na
povecanu produkciju superoksida u ¢elijama. Dihidrorodamin (DHR) je koris¢en za odredivanje
vodonik-peroksida (H20>) i peroksinitrita (ONOO").?*° Ova metoda se zasniva na oksidaciji DHR do
flourescentnog proizvoda, rodamina.

Jedan od mogucih mehanizama kolateralne senzitivnosti moze biti povezan sa razli¢itim
redoks statusom i metabolickim reprogramiranjem viSestruko rezistentnih NCI-H460/R ¢elija.
Analiza proto¢nom citometrijom pokazala je da jedinjenja 213 i 217, pri koncentraciji od 5 pM, nisu
znaCajno povecala nivoe superoksidnih anjon radikala niti vodonik-peroksida/peroksinitrita u
senzitivnim NCI-H460 ¢elijama (Slika 46A, C). Zapazeno je, medutim, da je jedinjenje 217 dovelo
do znacajnog smanjenja koncentracije superoksidnih anjon radikala u ovim celijama (Slika 46A).
Nasuprot tome, pri istoj koncentraciji, rezistentne NCI-H460/R ¢elije pokazale su znac¢ajno povecanje
DHE fluorescencije nakon 4 sata tretmana za oba jedinjenja, kao i pove¢anje DHR signala nakon 24
sata u poredenju sa netretiranim kontrolama, pri ¢emu je povecanje bilo narocito izrazeno za
jedinjenje 217 (Slika 46B, D).

Ovi rezultati ukazuju na postojanje redoks-specificne kolateralne senzitivnosti; rezistentne
¢elije, uprkos pojacanim antioksidativnim odbrambenim mehanizmima, postaju osjetljive na
povecanje nivoa reaktivnih kiseoni¢nih 1 azotnih vrsta (ROS/RNS), koje nije uoceno kod senzitivnih
¢elija. Ovaj fenomen usko je povezan sa konceptom ,,redoks zavisnosti (engl. redox addiction)
rezistentnih éelija.*! Kako bi se suprotstavile dejstvu konvencionalnih hemoterapeutika, ove ¢elije
povecavaju sintezu glutationa (GSH), pojacavaju protok nikotinamidadenindinukleotid-fosfata
(NADPH) i podsti¢u ciklus metionina, kao $to je prethodno opisano u literaturi.*> Ovakvo
metabolicko reprogramiranje dovodi do smanjenja bazalne produkcije ROS, pri ¢emu antioksidativni
putevi funkcioniSu na granici svojih kapaciteta. Posljedicno, nakon izlaganja pro-oksidativnim
jedinjenjima 213 1 217 dolazi do kolapsa GSH/NADPH puferskog sistema, $to dovodi do znacajnog
povecanja nivoa ROS/RNS.

Sa terapijskog aspekta, iskoriS¢avanje ove ranjivostti MDR tumorskih ¢elija predstavlja
znacajnu prednost. Jedinjenja 213 1 217 imaju potencijal da selektivno ciljaju i eliminiSu rezistentne
¢elijske klonove, uz istovremeno smanjenje oksidativnog oStecenja normalnih celija ili tumorskih
¢elija osjetljivih na klasi¢ne hemoterapeutike.
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Slika 46. Indukcija oksidativnog stresa jedinjenjima 213 1 217 na senzitivnim 1 rezistentnim NSCLC
¢elijama. A) Generisanje superoksidnog anjona u NCI-H460 c¢elijama nakon 4 sata tretmana
jedinjenjima 213 1 217 (5 uM), odredeno protocnom citometrijom (fluorescencija DHE). B)
produkcija superoksidnog anjona u NCI-H460/R ¢elijama pod istim uslovima. C) nivoi vodonik-
peroksida i peroksinitrita u NCI-H460 ¢elijama nakon 24 sata tretmana sa 2131217 (5 uM), odredeni
protonom citometrijom  (fluorescencija DHR). D) DHR analiza nivoa vodonik-
peroksida/peroksinitrita u NCI-H460/R ¢elijama nakon 24 sata tretmana. Podaci su prikazani kao
srednja vrijednost = SEM od > 10 000 ¢elija po uslovu. Fluorescencija je detektovana na 585 nm
(DHE, crveni kanal) 1 525 nm (DHR, zeleni kanal).

Kako bi se dodatno ispitala uloga P-gp u posredovanju ove senzitivnosti, oba jedinjenja su
testirana u kombinaciji sa dva mehanisti¢ki razli¢ita inhibitora P-gp. Deksverapamil (Dex-Ver),>*
inhibitor druge generacije i supstrat P-glikoproteina, smanjio je citotoksi¢ne efekte jedinjenja 213 1
217, pri cemu je statisticki znacajna razlika postignuta samo u kombinaciji sa jedinjenjem 217 (Tabela
5 i Slika P16). Medutim, tarikvidar,®* inhibitor treée generacije koji nije supstrat za P-gp, je
sinergizovao sa oba jedinjenja, pojacavajuci njihovu citotoksicnost (Tabela 5 1 Slika P16).

Razlike u efektima Dex-Ver-a i TQ mogu se pripisati njihovim razli¢itim mehanizmima
djelovanja. Dex-Ver vjerovatno kompetitivno ometa vezivanje ili transport ispitivanih jedinjenja
preko P-glikoproteina, smanjujuéi njihovu intracelularnu akumulaciju i biolosku aktivnost.>** S druge
strane, TQ alosterno inhibira P-glikoprotein blokiraju¢i njegovu ATPaznu aktivnost, §to rezultuje
potpunom inhibicijom efluksa i poveéanim zadravanjem ispitivanih jedinjenja unutar éelije.?*>

Tabela S. Citotoksi¢ni efekti jedinjenja 213 1 217 u prisustvu P-gp inhibitora.

- +Dex-Ver p- p-
n + +
Jedinjenja ICs0 (+5D) ICso (+SD)  vrijednost* TQICs0 (+5D) vrijednost*

213 2168,64 £223,52 2966,21 +512,72  0,0983 1532,47 + 174,83 0,0198
217 2127,49 £ 88,83  2799,40 £ 141,06  0,0041 1604,58 + 121,36 0,0050
* p-vrijednost ukazuje na statisticki znacajne razlike izmedu tretmana samim jedinjenjima i
tretmana u kombinaciji sa Dex-Ver ili TQ koji su analizirani primjenom Welchovog #-testa.
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U cilju procjene uticaja aktivnosti P-gp na efekat kolateralne senzitivnosti pod dejstvom 213
1217, sproveden je test akumulacije Rho123 nakon kombinovanog tretmana 213 i 217 sa Dex-Ver i
TQ. Tretman jedinjenjima 213 1 217 doveo je do povecanja akumulacije Rho123 u NCI-H460/R
¢elijama, Sto ukazuje na parcijalnu inhibiciju P-gp u poredenju sa akumulacijom Rho123 u NCI-H460
¢elijama, pri cemu je Cohen-ov d bio manji od -0,50 (Tabela 6 i Slika P17). Istovremena primjena sa
Dex-Ver dodatno je povecala nivo akumulacije Rho123, uz Cohen-ov d ve¢i od -0,50, $to ukazuje na
aditivni inhibitorni efekat (Tabela 6 1 Slika P17). Medutim, u kombinaciji sa TQ, akumulacija Rho123
bila je uporediva sa onom postignutom primjenom samog TQ, uz Cohen-ov d priblizno 0, $to sugerise
da je P-gp ve¢ bio maksimalno inhibiran, dostizu¢i nivo akumulacije Rhol123 slican onom u
senzitivnim NCI-H460 celijama, tako da ispitivana jedinjenja nisu dodatno doprinijela ovom efektu
(Tabela 6 1 Slika P17).

Tabela 6. Poredenje akumulacije Rho123 u NCI-H460 ¢elijama (pozitivna kontrola) sa rezistentnim
NCI-H460 ¢elijama nakon tretmana sa 213 1 217, pojedinacno i u kombinaciji sa Dex-Ver i TQ.

. Srednja 95%
Sl lika u interval t- -
Tretman  vrijednost + raz . . " P . Cohenovd®  Tumacenje
SD (n) odnosu na pouzdzfmostl vrijednost vrijednost
kontrolu razlike
NCI-H460 953341,2 + - - - - - -
3278483
(9719)
NCI- 138820,9 + -814520,3 [-827931,6 -93,2 <0,0001 -2,49 izrazito
H460/R 114479,7 -801109,0] smanjena
(9801) akumulacija
213 634309,8 + -319031,4 [-331312,2 -41,7 <0,0001 -0,97 znacajno
249426,8 -306750,6] smanjena
(9844)
217 740278,1 + -213063,1 [-226620,9 27,3 <0,0001 -0,65 znacajno
324606,3 -199505,3] smanjena
(9650)
Dex-Ver  715094,9 + -238246,3 [-250805,2 -30,1 <0,0001 -0,73 znacéajno
299634,6 -225687,4] smanjena
(9696)
213 + Dex- 807073,4 + -146267,8 [-159825,6 -22,5 <0,0001 -0,45 umjereno
Ver 351138,1 -132710,0] smanjen®ditivni
(9726) efekat
217 + Dex- 879754,1 + -73587,1 [-87144,9 -10,5 <0,0001 -0,22 blago
Ver 376865,0 -60029,3] smanjena?ditvni
(9665) efekat
TQ 975155,6 + +21814,4 [4928.,9 2,52 0,012 +0,05 blago veéi nego
407657,0 38699,9] u  NCI-H460
(9445) ¢elijama
213+ TQ  952507,9 = -833,3 [-17429,3 -0,10 0,92 ~0 statisticki
396877,7 +15762,7] ekvivalentno
(9666)
217+ TQ  977466,9 £ +24125,7 [7239,2 2,76 0,006 +0,06 blago veéi nego
401371,3 41012,2] u  NCI-H460
(9667) ¢elijama

*Welchov #-test je koriS¢en za poredenje srednjih vrijednosti akumulacije Rho123 izmedu senzitivnih NCI-H460 ¢elija
i razlicitih tretmana primijenjenih na NCI-H460/R ¢elije. Ovaj test je pogodan za poredenje grupa sa nejednakim
veli¢inama uzoraka ili razli¢itim varijansama. t-vrijednost pokazuje veli¢inu i smjer razlike izmedu srednjih vrijednosti
grupa, pri ¢emu veca apsolutna #-vrijednost ukazuje na izrazeniju razliku. p-vrijednost predstavlja vjerovatnoc¢u da
takva razlika nastane slu¢ajno ako ne postoji pravi efekat pri ¢emu se p-vrijednost ispod 0,05 smatra statisticki
znacajnom.

#Cohenov d je statisticka mjera koja se koristi za oznatavanje veli¢ine efekta kojom se procjenjuje razlika izmedu
senzitivnih NCI-H460 ¢elija i razli¢itih tretmana primijenjenjih na rezistentnim NCI-H460/R éelijama. Sto je vrijednost
Cohenovog d dalje od nule, to je veca jacina efekta bez obzira na njegov smjer. Pozitivne vrijednosti ukazuju na
povecanu akumulaciju u odnosu na NCI-H460, dok negativne vrijednosti ukazuju na smanjenu akumulaciju takode u
odnosu na NCI-H460.
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Ovi rezultati potvrduju da oba jedinjenja ostvaruju interakciju sa P-gp i utiCu na njegovu
aktivnost, iako sa manjim intenzitetom u poredenju sa TQ. Aditivni efekat koji je uocen u kombinaciji
sa Dex-Ver ukazuje na moguce zajednicko mjesto vezivanja ili transportni mehanizam, dok odsustvo
dodatnog efekta u kombinaciji sa TQ sugeriSe da je postignuta maksimalna inhibicija P-gp.

Imajuéi u vidu navedeno, moze se zakljuciti da je fenomen kolateralne senzitivnosti jedinjenja
213 1 217 slozene prirode. Poznato je da ¢elije sa povecanom ekspresijom P-gp pokazuju vecu
osjetljivost na oksidativni i druge oblike éelijskog stresa,?*® a ispitivana jedinjenja mogu dodatno
pojacati ovaj efekat.

Zanimljivo je da, iako Dex-Ver povecava akumulaciju Rhol23, istovremeno smanjuje
citotoksi¢nost ispitivanih jedinjenja. Ovaj rezultat ukazuje da odredeni stepen aktivnosti P-gp moze
biti neophodan za ispoljavanje kolateralne senzitivnosti, vjerovatno odrzavanjem specificnog nivoa
metabolickog stresa. Nasuprot tome, TQ, koji u potpunosti blokira aktivnost P-gp, ispoljava
sinergisticko dejstvo sa ispitivanim jedinjenjima. To ukazuje na mogucnost da konformacione
promjene P-gp ili ¢elijski stres izazvan djelovanjem TQ dodatno pojacavaju citotoksi¢nost jedinjenja
2131 217.

3.6. In silico proracuni za jedinjenje 217

Kako bi se ispitala sposobnost jedinjenja 217 da se veze za P-gp i1 konkuriSe deksverapamilu
(Dex-Ver), sprovedeno je molekulsko dokovanje Dex-Ver-a i 217 u vezivnhom mjestu verapamila u
tri strukture P-gp sa vezanim verapamilom: 8SA0, 8SA1 i 8SB7. Analiza molekulskog dokovanja
Dex-Ver-a i veceg, strukturno razli¢itog jedinjenja 217, u tri navedene strukture P-gp jasno je
pokazala da oba jedinjenja mogu da zauzimaju isto centralno vezivno mjesto.

Uprkos tome, najbolje dokovane pozicije pokazuju da, zbog razlika u hemijskoj strukturi i
veli¢ini, ova jedinjenja ne ostvaruju interakcije sa identicnim skupom aminokiselinskih ostataka.
Ovakvo ponaSanje nije neuobicajeno kod visoko fleksibilnih i polispecifi¢nih transportnih proteina
kao $to je P-gp, kod kojih razli¢iti supstrati mogu zauzimati istu opstu veznu Supljinu, ali se vezuju
putem razlic¢itih, djelimi¢no preklapaju¢ih skupova aminokiselinskih ostataka.

Jedinjenje 217 pokazalo je veéi predvideni afinitet vezivanja u svim ispitivanim
konformacijama, sa doking skorovima od —11,027 za 8SAO (Slika 47), —11,023 za 8SA1 (Slika 48) 1
—10,087 za 8SB7 (Slika P18D), u poredenju sa Dex-Ver skorovima od —8,674, —7,421 1 —9,734,
respektivno (Slike P18A, C 1 B). Ova kombinacija kompetitivhog zauzimanja istog vezivnog mjesta
1 razli¢itih energija vezivanja ukazuje da 217, zahvaljujuéi ve¢im dimenzijama i specificnim
strukturnim  karakteristikama, ostvaruje drugacije, povoljnije specifiéne interakcije unutar
zajedni¢kog, multifunkcionalnog veznog domena P-gp.

Rezultati molekulskog dokovanja ukazuju da se 217 vezuje za verapamil vezivno mjesto P-
glikoproteina sa ve¢im afinitetom od Dex-Ver, kako u zatvorenoj tako 1 u inward-open konformaciji.
Snazna interakcija izmedu 217 1 P-gp objasnjava povecanu akumulaciju Rho123 u kombinaciji sa
Dex-Ver. Cvr§¢im vezivanjem unutar vezivnog dZepa, jedinjenje 217 moze djelimiéno kompetitirati
Dex-Ver za vezivno mjesto ili zauzeti susjedne poddomene, ¢ime efikasnije stabilizuje P-gp u
inward-open konformaciji 1 otezava oslobadanje supstrata efikasnije u odnosu na Dex-Ver
primijenjen samostalno. Kao rezultat toga dolazi do povecanog intracelularnog zadrzavanja Rho123.

Medutim, prema dobijenim rezultatima, kombinacija jedinjenja 217 sa Dex-Ver dovodi do
smanjenja citotoksicnosti jedinjenja 217. Na osnovu navedenog, pretpostavlja se da Dex-Ver i 217
mogu dijeliti 1 medusobno se nadmetati za vezivna mjesta 1 na drugim molekulima uklju¢enim u
regulaciju ROS/RNS i ¢elijske smrti, S§to za posljedicu ima smanjenje citotoksi¢nog efekta jedinjenja
217.
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Slika 47. Jedinjenje 217 dokovano u vezivno mjesto zatvorene konformacije P-gp (PDB ID: 8SA0)
sa detaljnim prikazom interakcija sa aminokiselinskim ostacima u vezivnom mjestu.

Slika 48. Jedinjenje 217 dokovano u vezivno mjesto konformacije inward-facing 2 P-gp (PDB ID:
8SALl) sa detaljnim prikazom interakcija sa aminokiselinskim ostacima u vezivnom mjestu.

3.7. Odredivanje antitumorske aktivnosti derivata artesunata sa 1,2,3-triazolom na ¢elijama
glioblastoma

Preliminarno ispitivanje antitumorske aktivnosti derivata pirimidina 170-178, 188-196, 215—
216, kao 1 hibridnih jedinjenja artesunata 197205, 206-214 1 217-218, koji u svojoj strukturi sadrze
1,2,3-triazolski fragment, je takode sprovedeno na dvije ¢elijske linije humanog glioblastoma (U87 i
U87-TxR). Celijska linija U87-TxR pokazuje rezistentni fenotip, povezan sa prekomjernom
ekspresijom P-glikoproteina, a dobijena je selekcijom od U87 ¢elijske linije nakon kontinuiranog
izlaganja U87 éelija postepeno rastuéim koncentracijama paklitaksela u toku 9 mjeseci.??’

Ispitivanje citotoksi¢nosti, primjenom MTT eseja pri koncentraciji od 5 uM, pokazalo je da
vecina sintetisanih jedinjenja ne dovodi do zna¢ajnog smanjenja vijabilnosti U87 ¢elija nakon 72 sata
tretmana (Slika 49). Samo nekoliko jedinjenja (202, 206, 207) je dovelo do smanjenja vijabilnosti
¢elija ispod 50% na U87 celijskoj liniji. Rezistentna Celijska linija U87-TxR pokazala je vecu
osjetljivost na pojedina jedinjenja u odnosu na senzitivnu U87 liniju, pri ¢emu su najizraZeniji efekat
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na ovim c¢elijama ispoljila jedinjenja: 199, 200 i 201, dok su ostala ispitivana jedinjenja odrzala
¢elijsku vijabilnost iznad 50%

Artemizinin, kao ni artesunat, nisu pokazali znacajnu aktivnost prema senzitivnoj i prema
rezistentnoj Celijskoj liniji glioblastoma, pri ¢emu su pojedini hibridni derivati bili aktivniji Sto
ukazuje na uticaj strukturne modifikacije na poboljsanje bioloske aktivnosti (Slika 49). Takode,
hibridna jedinjenja artesunata 197-205, 206-214 i 217-218 su ispoljila potentniju antitumorsku
aktivnost 1 na senzitivnoj kao i na rezistentnoj celijskoj liniji glioblastoma kada se porede sa
pirimidinskim derivatima 170-178, 188-196, 215-216.

Hibridi artesunata su pokazali antitumorsko dejstvo zavisno od tipa tumorskih celija.
Sveobuhvatno gledano, 20 hibridnih jedinjenja dovode do kolateralne senzitivnosti viSestruko
rezistentnih NSCLC ¢elija, dok je efekat na Celije glioblastoma slabiji i samo tri hibrida se izdvajaju
kao kandidati za detaljnije ispitivanje fenomena kolateralne senzitivnosti. Kako broj aktivnih
jedinjenja nije dovoljan za uspostavljanje pouzdane SAR analize na ¢elijama glioblastoma, dalja
mehanisticka istrazivanja antitumorskog dejstva bila su usmjerena na NSCLC ¢elije.
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Slika 49. Uticaj artemizinina, artesunata, derivata pirimidina 170-178, 188-196, 215 i 216 kao i
hibridnih jedinjenja artesunata 197-205, 206214, 217 1 218 na vijabilnost ¢elija glioblastoma nakon
72 sata tretmana. Jedinjenja su testirana pri koncentraciji od 5 uM na senzitivnim U87 i rezistentnim
U87-TxR ¢elijama, koris¢enjem MTT testa. Vijabilnost netretiranih kontrolnih ¢elija prikazana je kao
100%. Horizontalna linija oznacava granicu od 50% vijabilnih Celija, a sivi stubi¢i ukazuju na
jedinjenja sa vecom citotoksi¢nos¢u kod rezistentnih U87-TxR celija.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO

Tacke topljenja odredivane su na aparatu Boetius PMHK 1 nisu korigovane. IC spektri su
snimani na Thermo-Scientific Nicolet 6700 FT-IR "diamond crystal" spektrofotometru. Polozaji
apsorpcionih traka izrazeni su u cm™. "TH NMR i 1*C NMR spektri snimani su na Varian spektrometru
(na 400 MHz 1 100 MHz) i Bruker Ultrashield AVANCE III spektrometru (na 500 MHz i 125 MHz)
u navedenom rastvaracu. Hemijska pomjeranja izraZzena su u ppm, konstante kuplovanja (J) u Hz, a
multiplicitet signala je oznacen kao s (singlet), d (dublet), t (triplet), q (kvartet), dd (dublet dubleta),
dt (dublet tripleta), td (triplet dubleta), brs (prosireni singlet) i m (multiplet). Opticka aktivnost je
mjerena na automatskom polarimetru Rudolph Research Analytical Autopol IV sa natrijumovom
lampom (589 nm) i ¢elijom za mjerenje od 10 cm. Kao rastvara¢ za polarimetrijska odredivanja
koris¢eni su dihlormetan ili metanol. HRMS-HESI spektri snimani su na Q Exactive Plus
(ThermoFisher Scientific, Inc., Bremen, Germany) masenom spektrometru opremljenom zagrijanim
izvorom HESI-II. Jonizacija je vrSena u pozitivnom modu na zagrijanoj sondi za eletrospre]
jonizaciju. Koris¢eni su slede¢i HESI parametri: napon spreja + 3,5 kV, temperatura kapilare 320 °C,
protok gasa za suSenje 1 pomoc¢nog gasa 36 1 11 a. u. (arbitrary units), respektivno, S-Lens RF nivo
50,00. HRMS-HESI spektri snimani su i na LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
masenom spektrometru. Uzorci su rastvoreni u acetonitrilu (HPLC cistoce) i direktno injektovani u
instrument. Jonizacija je vrSena u pozitivnom modu na zagrijanoj sondi za eletrosprej jonizaciju.
Koris$¢eni su slede¢i HESI parametri: napon spreja + 4.7 kV, temperatura isparivaca 60 °C, protok
gasa za susenje i pomocnog gasa 24 i 10 a.u., respektivno, napon kapilare 49 V, temperatura kapilare
275 °C, napon so€iva na cijevi 80 V, rezolucija (za m/z 400): 30 000. Takode, za sintetisana jedinjenja
HRMS-HESI spektri snimani su i na OrbitrapExploris 240 masenom spektrometru. Uzorci su
rastvoreni u metanolu (HPLC Ccistoce) 1 direktno injektovani u instrument. Jonizacija je vrSena u
pozitivnom modu na zagrijanoj sondi za eletrosprej jonizaciju. Koris¢eni su slede¢i HESI parametri:
napon spreja + 3600 V, temperatura isparivaca 40 °C, protok gasa za suSenje i pomoc¢nog gasa 510,3
a.u., respektivno, rezolucija (za m/z 200): 45 000. Za tankoslojnu hromatografiju koris¢ene su ploce
SiO, i RP-18 (Merck). Za dry-flash hromatografiju koris¢en je SiO» (0,018—0,032 mm). Cisto¢a
jedinjenja odredivana je pomocu Agilent 1200 HPLC sistema opremljenog pumpom Quat Pump
(G1311B), injektorom (G1329B, 1260 ALS, TCC 1260 (G1316A) i detektorom 1260 DAD VL+
(G1315C). HPLC cistoca svih bioloski ispitanih jedinjenja odredena je pomocu dve razli¢ite metode.
Hromatogram je sniman na UV maksimumu ispitivanog jedinjenja (254 nm) da bi se ostvarila
maksimalna selektivnost. Kori§¢eni su rastvori jedinjenja u metanolu konacne koncentracije ~1
mg/mL.

Metoda A. Kolona InfinityLab Poroshell 120 CS-C18, 4,6 x 100 mm, 2,7 um, S.N. USKBMO01053
je koriS¢ena kao stacionarna faza. Eluent su €inili slede¢i rastvaraci: 0,1% mravlja kiselina u vodi (A)
i acetonitril (B). Brzina protoka iznosila je 0,6 mL/min. Jedinjenja su eluirana koris¢enjem gradijenta:
0—-1min95% A, 1 —6 min 95% A — 5% A, 6 — 12 min 5% A, 12 — 14 min 5% A — 95% A, 14 —
15 min 95% A.

Metoda B. Kolona InfinityLab Poroshell 120 CS-C18, 4,6 x 100 mm, 2,7 um, S.N. USKBM01053
was used as the stationary phase. Eluent su ¢inili sledeci rastvaraci: 0,1% mravlja kiselina u vodi (A)
1 metanol (B). Brzina protoka iznosila je 0,6 mL/min. Jedinjenja su eluirana koriS¢enjem gradijenta:
0-1min95% A, 1 -6 min 95% A — 5% A, 6 — 12 min 5% A, 12 — 14 min 5% A — 95% A, 14 —
15 min 95% A.

Metoda C. Kolona ZORBAX Eclipse Plus C18, 4,6 x 150 mm, 1,8 pum, S.N. USWKY01594 je
koriS¢ena kao stacionarna faza. Eluent su €inili slede¢i rastvaraci: 0,1% mravlja kiselina u vodi (A) 1
metanol (B). Brzina protoka iznosila je 0,5 mL/min. Jedinjenja su eluirana koriS¢enjem gradijenta: 0
—1min95% A, 1 -6 min 95% A — 5% A, 6 — 12 min 5% A, 12 — 14 min 5% A — 95% A, 14— 15
min 95% A.
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Metoda D. Kolona ZORBAX SB-C18, 4,6 x 150 mm, 5 pm, S.N. USCMO074615 je kori$¢ena kao
stacionarna faza. Eluent su Cinili slede¢i rastvaraci: 0,1% mravlja kiselina u vodi (A) i metanol (B).
Brzina protoka iznosila je 0,5 mL/min. Jedinjenja su eluirana koriS¢enjem gradijenta: 0 — 1 min 95%
A, 1-6min95% A — 5% A, 6 —12min 5% A, 12 — 14 min 5% A — 95% A, 14 — 15 min 95% A.

Metoda E. Kolona ZORBAX SB-C18, 4,6 X 150 mm, 5 um, S.N. USCMO074615 je koris¢ena kao
stacionarna faza. Eluent su €inili slede¢i rastvaraci: 0,1% mravlja kiselina u vodi (A) 1 acetonitril (B).
Brzina protoka iznosila je 0,6 mL/min. Jedinjenja su eluirana kori§¢enjem gradijenta: 0 — 1 min 95%
A, 1-6min95% A — 5% A,6—11 min 5% A, 11 — 14 min 5% A — 95% A, 14 — 17 min 95% A.

Metoda F. Kolona ZORBAX SB-C18, 4,6 x 150 mm, 5 pm, S.N. USCMO074615 je koris¢ena kao
stacionarna faza. Eluent su Cinili slede¢i rastvaraci: 0,1% mravlja kiselina u vodi (A) i metanol (B).
Brzina protoka iznosila je 0,6 mL/min. Jedinjenja su eluirana koriS¢enjem gradijenta: 0 — 1 min 95%
A, 1-5min95% A — 5% A,5—-12min 5% A, 12— 15 min 5% A — 95% A, 15 — 17 min 95% A.

Metoda G. Kolona InfinityLab Poroshell 120 CS-C18, 4,6 x 100 mm, 2,7 um, S.N. USKBM01053
je korisc¢ena kao stacionarna faza. Eluent su €inili slede¢i rastvaraci: 0,1% mravlja kiselina u vodi (A)
1 acetonitril (B). Brzina protoka iznosila je 0,5 mL/min. Jedinjenja su eluirana koriS¢enjem gradijenta:
0—1min95% A, 1 — 6 min 95% A — 5% A, 6 — 12 min 5% A, 12 — 14 min 5% A — 95% A, 14 —
15 min 95% A.

Metoda H. Kolona ZORBAX SB-C18, 4,6 x 150 mm, 5 um, S.N. USCMO074615 je koriS¢ena kao
stacionarna faza. Eluent su ¢inili slede¢i rastvaraci: 0,1% mravlja kiselina u vodi (A) i metanol (B).
Brzina protoka iznosila je 0,5 mL/min. Jedinjenja su eluirana kori§¢enjem gradijenta: 0 — 1 min 95%
A,1-8min95% A — 5% A, 8- 12min 5% A, 12 — 14 min 5% A — 95% A, 14 — 17 min 95% A.

Metoda I. Kolona ZORBAX SB-C18, 4,6 x 150 mm, 5 um, S.N. USCMO074615 je koriS¢ena kao
stacionarna faza. Eluent su €inili slede¢i rastvaraci: 0,1% mravlja kiselina u vodi (A) 1 acetonitril (B).
Brzina protoka iznosila je 0,6 mL/min. Jedinjenja su eluirana koris¢enjem gradijenta: 0 — 1 min 95%
A, 1-6min95% A — 5% A, 6—12min 5% A, 12 — 14 min 5% A — 95% A, 14 — 15 min 95% A.

Metoda J. Kolona ZORBAX Eclipse XDB-C18, 4,6 x 150 mm, 5 pm, USKH161360 je koriS¢ena
kao stacionarna faza. Eluent su Cinili sledeci rastvaraci: 0,1% mravlja kiselina u vodi (A) i acetonitril
(B). Brzina protoka iznosila je 1 mL/min. Jedinjenja su eluirana koriS¢enjem gradijenta: 0 — 1 min
95% A, 1 —6min 95% A — 5% A, 6 — 12 min 5% A, 12 — 14 min 5% A — 95% A, 14 — 15 min
95% A.

Metoda K. Kolona ZORBAX Eclipse XDB-C18, 4,6 x 150 mm, 5 um, USKH161360 je koris¢ena
kao stacionarna faza. Eluent su ¢inili sledeci rastvaraci: 0,1% mravlja kiselina u vodi (A) 1 metanol
(B). Brzina protoka iznosila je 1 mL/min. Jedinjenja su eluirana koriS¢enjem gradijenta: 0 — 1 min
95% A, 1 -6 min 95% A — 5% A, 6 — 12 min 5% A, 12 — 14 min 5% A — 95% A, 14 — 15 min
95% A.

Jedinjenja 2,4-dihlor-6-metilpirimidin 86,>** 2,4-dihlor-6-fenilpirimidin 87,>® N-Boc-etilendiamin
104,>* 1-Boc-piperazin 117?* i 2-azidoetanol>*! sintetisana su prema procedurama prethodno
prijavljenim u literaturi.
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Sinteza artesunata 32

Dihidroartemiznin 31 i artesunat 32 su sintetisani prema proceduri koja je opisana u literaturi sa
malim modifikacijama, polazeéi iz artemizinina.?#?%3

Artemizinin 30 (50 mg, 0,18 mmol) je rastvoren u metanolu (0,55 mL), nakon ¢ega je natrijum-
borhidrid (20 mg, 0,54 mmol) postepeno dodavan u porcijama na temperaturi od 0 — 5 °C tokom 10
minuta. Reakciona smjesa je zatim mijeSana 90 minuta pod istim uslovima. Po zavrSetku reakcije,
smjesa je neutralisana dodatkom siréetne kiseline do pH 6-7, razblazena dodatkom dihlormetana (10
mL) 1 isprana redom vodom (2 x 20 mL) i1 zasi¢enim vodenim rastvorom NaCl (20 mL). Organski
rastvor je osusen iznad anhidrovanog Na>SOq i1 isparljive komponente su uklonjene pod snizenim
pritiskom. Dobijen je Zeljeni proizvod, dihidroartemizinin 31 (49 mg, 98%) u obliku bezbojne ¢vrste
supstance koji je kori$¢en u sledecoj fazi bez dodatnog precis¢avanja.

U rastvor dihidroartemizinina 31 (49 mg, 0,17 mmol) u dihlormetanu (3,7 mL) dodati su anhidrid
¢ilibarne kiseline (27 mg, 0,27 mmol) 1 imidazol (13,9 mg, 0,2 mmol). Reakciona smjesa je mijeSana
3 sata na sobnoj temperaturi, nakon c¢ega je dodat 1 M rastvor hlorovodoni¢ne kiseline do postizanja
pH 3. Smjesa je razblazena dodatkom dihlormetana (20 mL), isprana redom vodom (2 x 10 mL) i
zasi¢enim vodenim rastvorom NaCl (20 mL) 1 organski rastvor je osuSen iznad anhidrovanog Na;SOs.
Isparljive komponente su uklonjene pod snizenim pritiskom i dobijen je artesunat 32, koji je bez
dodatnog preciS¢avanja direktno koriS¢en u narednom koraku.

IC (ATR): v=2931, 2874, 2654,2542, 1743, 1713, 1452, 1423, 1378, 1363, 1311, 1282, 1267, 1253,
1202, 1161, 1132, 1100, 1052, 1036, 1015, 943, 927, 878, 847, 826, 803, 731, 702, 639, 619, 584,
549, 509, 487, 450 cm’".

'H NMR (400 MHz, CD;0D): § = 5,77 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 5,54 (s, 1H), 2,74 — 2,54 (m, 4H), 2,51
— 2,42 (m, 1H), 2,33 (td, J = 14,0 Hz, J = 4,0 Hz, 1H), 2,05 (dt, J = 14,6 Hz, J = 4,0 Hz, 1H), 1,95 —
1,88 (m, 1H), 1,81 — 1,70 (m, 2H), 1,61 (dt, J = 13,8 Hz, J= 4,3 Hz, 1H), 1,54 — 1,39 (m, 3H), 1,36
(s, 3H), 1,29 — 1,22 (m, 1H), 1,09 — 1,01 (m, 1H), 0,97 (d, J = 6,3 Hz, 3H), 0,87 (d, J = 7,1 Hz, 3H)
ppm.

I3C NMR (100 MHz, CD3;0D): 6 = 175,8; 172,9; 105,6; 93,7, 92,9; 81,4; 53,0; 46,6; 38,3; 37,3; 35,3;
33,1; 30,1; 29,5; 25,9; 25,8; 22.8; 20,6; 12,3 ppm.

Opsta procedura A — reakcija Suzuki-Miyaura ukritenog kuplovanja2!?

U rastvor Pd(OAc)2 (0,05 ekv.) u DME (7,5 mL/mmoL) dodan je PPh3 (0,10 ekv.) i poslije 2 minuta
mijeSanja na sobnoj temperaturi, u atmosferi argona, u rastvor je dodan odgovaraju¢i 2,4-
dihlorpirimidin 85-87 (1,0 ekv.) i rastvor Na;CO3 (3,1 ekv.) u H2O (1,5 mL/mmoL). Poslije 5 minuta
mijeSanja na sobnoj temperaturi u reakcionu smjesu je dodana arilboronska kiselina 8892 (1,0 ekv.).
Reakciona smjesa je zagrijavana na 95 °C tokom 3 sata. Nakon hladenja do sobne temperature,
rastvarac je uklonjen pod snizenim pritiskom, reakciona smjesa je razblazena dodatkom dihlormetana
(20 mL) 1 isprana redom vodom (2 x 20 mL) 1 zasi¢enim vodenim rastvorom NaCl (20 mL). Organski
rastvor je osuSen iznad anhidrovanog Na>SOq 1 isparljive komponente su uklonjene pod sniZzenim
pritiskom. Sirovi proizvod preciscen je dry-flash hromatografijom na stubu SiO».

*Jedinjenja 4-(2-hlorpirimidin-4-il)benzonitril 1 4-(2-hlor-6-metilpirimidin-4-il)benzonitril dobijena
su prema opstoj proceduri A za Suzukijevu reakciju, medutim, zbog prisustva necisto¢a nije bilo
moguce izvrSiti njihovu adekvatnu karakterizaciju NMR spektroskopijom. Sirovi rekacioni proizvod
je direktno upotrebljen u slede¢em reakcionom koraku.

OpSta procedura B za sintezu Boc-zaSticenih amino derivata pirimidina

U balon, opremljen povratnim kondenzatorom, dodat je pirimidinski derivat 93—100/102 (1,0 ekv.),
odgovaraju¢i N-Boc-zasti¢eni amin 104/117 (3,0 ekv.), KoCOs; (1,2 ekv.) i 1,4-dioksan (7,6
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mL/mmoL). Dobijena smjesa je mijeSana uz refluks u uljanom kupatilu tokom 20 sati. Nakon
hladenja do sobne temperature, reakciona smjesa je procijedena kroz Hirsch-ov lijevak i isparljive
komponente su uklonjene pod snizenim pritiskom. Sirovi proizvod precis¢en je dry-flash
hromatografijom na stubu SiO».

Opsta procedura C za deprotekciju amina

U reakcioni balon su odmjereni 105-110/118-130 (1,0 ekv.), dihlormetan (21,4 mL/mmoL) i
trifluorsiréetna kiselina (16,0 ekv.). Reakciona smjeSa je mijeSana na sobnoj temperaturi u toku 18
sati. Nakon toga, pH vrijednost reakcione smjese je podeSena na 8 dodatkom zasi¢enog vodenog
rastvora NaHCOs3. Reakciona smjesa je razblazena dodatkom dihlormetana (20 mL) 1 isprana redom
vodom (2 x 20 mL) i zasi¢enim vodenim rastvorom NaCl (20 mL). Organski rastvor je osusen iznad
anhidrovanog Na;SOy i isparljive komponente su uklonjene pod snizenim pritiskom. Sirovi proizvod
je koriS¢en u sledecoj fazi bez potrebe za dodatnim precis¢avanjem.

Opsta procedura D?7

Artesunat 32 (1,0 ekv.) je rastvoren u dihlormetanu (14,7 mmol/mL) i1 zatim su dodani EDCI
hidrohlorid (1,0 ekv.) i HOBt monohidrat (1,0 ekv.). Reakciona smjeSa je mijeSana na sobnoj
temperaturi u toku sat vremena, a zatim je dodat odgovaraju¢i pirimidinski derivat 111-116/131-143
(1,0 ekv.) i dobijena smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi preko noéi. Reakciona smjesa je
razblazena dodatkom dihlormetana (30 mL) i isprana redom vodom (2 x 15 mL) i zasi¢enim vodenim
rastvorom NaCl (30 mL). Organski rastvor je osuSen iznad anhidrovanog NaSOgs 1 isparljive
komponente su uklonjene pod snizenim pritiskom. Sirovi proizvod preciscen je dry-flash
hromatografijom na stubu SiO».

Opsta procedura E za reakciju alkilovanja®*

U rastvor aminskih derivata pirimidina 131-133/136-138/141-143 (1,0 ekv.) u EtOAc (5,3
mL/mmol) dodat je KoCOs (2,0 ekv.), a zatim je dodat propargil-bromid (1,2 ekv, 80% rastvor u
toluenu). Dobijena smjeSa je mijeSana na sobnoj temperaturi u toku no¢i. Nakon §to je utvrdeno da je
reakcija zavrSena (TLC), u reakcionu smjeSu je dodana voda i rastvor je mijeSan na sobnoj
temperaturi u toku 30 minuta. Reakciona smjeSa je razblazena dodatkom EtOAc (20 mL) i isprana
redom vodom (2 x 10 mL) i1 zasi¢enim vodenim rastvorom NaCl (20 mL). Organski rastvor je osusen
iznad anhidrovanog Na>SOs 1 isparljive komponente su uklonjene pod snizenim pritiskom. Sirovi
proizvod preciSéen je dry-flash hromatografijom na stubu SiOo.

Opsta procedura F za klik reakciju

U rastvor odgovarajuceg alkinskog derivata pirimidina 161-169/179-187 (1,0 ekv.) i 2-azidoetanola
(1,2 ekv.) u smjesi rastvaraca MeOH:CH>Cl (0,06 M, 1:1, v/v), dodata je suspenzija CuSO4 x SH2O
(20 mol%) 1 natrijum-askorbata (50 mol%) u vodi (1,5 mL/0,35 mmol 161-169 ili 179-187).
Dobijena smjeSa je mijeSana na sobnoj temperaturi u toku 1-5 sati. Nakon zavrSetka reakcije,
isparljive komponente reakcione smjese uklonjene su pod snizenim pritiskom, a u ostatak u balonu
dodati su CH>Cl> (30 mL) i H>O (30 mL). Organski rastvor je odovojen, a vodeni rastvor je
ekstrahovan sa CH>Cl> (2 x 30 mL). Spojeni organski rastvori isprani su zasi¢enim vodenim
rastvorom NaCl (30 mL). Organski rastvor je osuSen iznad anhidrovanog Na;SOs 1 isparljive
komponente su uklonjene pod sniZzenim pritiskom. Sirovi proizvod precisé¢en je dry-flash
hromatografijom na stubu SiO;.

Opsta procedura G za reakciju nukleofilne aromatic¢ne supstitucije sa propargil-alkoholom

U rastvor odgovarajuceg pirimidinskog derivata 93—95/97-99/101-103 (1,0 ekv.) u acetonitrilu (3,9
mL/mmol) redom su dodati KO/Bu (1,2 ekv.) i propargil-alkohol (3 ekv.). Reakciona smjesa je
mijesana i1 zagrijavana na 80 °C u uljanom kupatilu tokom 1-5 sati. Nakon hladenja do sobne
temperature, reakciona smjesa je razblaZzena dodatkom CH2Clz (20 mL) i isprana redom vodom (20
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mL) 1 zasi¢enim vodenim rastvorom NaCl (30 mL). Organski rastvor je osusen iznad anhidrovanog
NazSOq 1 isparljive komponente su uklonjene pod snizenim pritiskom. Sirovi proizvod preciséen je
dry-flash hromatografijom na stubu SiO,.

Opsta procedura H za sintezu amina 215 i 216>

Rastvor pirimidinskih derivata, 194/195 (1,0 ekv.), u anhidrovanom THF (8 mL/mmol) je ohladen na
0 °C i zatim je dodan PPh3 (2,0 ekv.). Reakciona smjeSa je mijeSana na sobnoj temperaturi u toku 5
minuta i nakon dodatka DIAD (2,0 ekv.) 1 DPPA (2,0 ekv.) reakciona smjeSa je zagrijana do sobne
temperature 1 nastavljeno je sa mijeSanjem u toku 18 sati. Rastvara¢ je uklonjen pod snizenim
pritiskom, smjesa je procijedena kroz tanak sloj silika gela i sirov proizvod je koris¢en u sledecoj fazi
bez dodatnog precis¢avanja.

U rastvor odgovaraju¢eg azidnog derivata pirimidina iz prethodne faze (1,0 ekv.) u THF (3,3
mL/mmol) dodan je PPh; (1,0 ekv.). Reakciona smjesa je mijeSana na 67 °C u toku 2 sata. Nakon
konverzije azida, dodana je voda (3,3 mL/mmol) i nastavljeno je sa mijeSanjem u toku 20 sati na istoj
temperaturi. Nakon $to je utvrdeno da je reakcija zavrsena (TLC), isparljive komponente su uklonjene
pod sniZzenim pritiskom. Sirovi proizvod preciScen je dry-flash hromatografijom na stubu SiO:
(MeOH).

Opsta procedura I za sintezu estarskih derivata'*

U rastvor odgovaraju¢ih pirimidinskih derivata, 170-178/188-196 (1,0 ekv.), u acetonitrilu (30
mL/mmol) dodani su artesunat 32 (1,3 ekv.), DMAP (50 mol%) i molekulska sita. Reakciona smjeSa
je ohladena na 0 °C i zatim je dodan DCC (1,3 ekv.). Dobijena smjeSa je mijeSana na sobnoj
temperaturi u toku no¢i. Nakon §to je utvrdeno da je reakcija zavrSena (TLC), reakciona smjesa je
procijedena kroz filter papir kako bi se uklonio DCU koji nastaje u toku reakcije i isparljive
komponente su uklonjene pod sniZenim pritiskom. Sirovi proizvod preciséen je dry-flash
hromatografijom na stubu SiO2 (EtOAc/MeOH = 8/2 za jedinjenja 197205 i heksan/EtOAc = 2/8 za
jedinjenja 206-214).

Opsta procedura J za sintezu amidnih derivata®®

Odgovarajuc¢i pirimidinski derivat 215/216 (1,0 ekv.) je rastvoren u dihlormetanu (30 mL/mmol), a
zatim su dodani artesunat (1,0 ekv.), DMAP (1,0 ekv.), EDCI (1,0 ekv.) i molekulska sita. Dobijena
smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi u toku no¢i. Nakon §to je utvrdeno da je reakcija zavrSena
isparljive komponente su uklonjene pod sniZenim pritiskom. Sirovi proizvod preciScen je dry-flash
hromatografijom na stubu SiO2 (heksan/EtOAc = 2/8).

Karakterizacija sintetisanih jedinjenja:
2-Hlor-4-fenilpirimidin (93)

Primjenom opste procedure A, polazeci iz 2,4-dihlorpirimidina 85 (150 mg, 1,01 mmol) i
fenilboronske kiseline 88 (123 mg, 1,01 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2:

heksan/EtOAc = 9/1), dobijeno je jedinjenje 93 (141 mg, 73%). Bezbojna ¢vrsta supstanca.
SN

B .
N)\CI t.t. 85— 87 °C

IC (ATR): v=3141, 3110, 3065, 3043, 3018, 2985, 2918, 1610, 1601, 1571, 1532, 1496, 1450, 1421,
1347, 1288, 1182, 1119, 1070, 999, 985, 860, 841, 816, 784, 750, 706, 687, 623, 466, 423 cm™.

'TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,63 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 8,09 (d, J= 6,7 Hz, 2H), 7,64 (d, J= 5,3
Hz, 1H), 7,57 — 7,48 (m, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCIl3): 6 = 167,3; 162,0; 160,0; 135,2; 132,0; 129,3; 127,6; 115,3 ppm.

77



2-Hlor-4-(4-metoksifenil)pirimidin (94)

o~ Primjenom opste procedure A, polazeci iz 2,4-dihlorpirimidina 85 (150 mg, 1,01 mmol) i
(4-metoksifenil)boronske kiseline 89 (153 mg, 1,01 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(S102: heksan/EtOAc = 6/4), dobijeno je jedinjenje 94 (174 mg, 78%). Bezbojna Cvrsta
supstanca.

SN

| o tt136-139°C

N~
IC (ATR): v=3063, 3023, 2981, 2937, 2840, 2555, 2031, 1901, 1608, 1572, 1530, 1510,
1463, 1452, 1434, 1408, 1347, 1321, 1300, 1258, 1178, 1124, 1106, 1071, 1023, 985, 827, 804, 781,
769, 728, 688, 645, 580, 514, 425 cm™.

H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,54 (d, J= 5,1 Hz, 1H), 8,06 (d, J= 8,7 Hz, 2H), 7,55 (d, J= 5,1
Hz, 1H), 7,00 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 3,88 (s, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 166,8; 163,0; 161,9; 159,6; 129,3; 127,5; 114,6; 114,3; 55,6 ppm.
2-Hlor-4-(4-fluorfenil)pirimidin (95)

F Primjenom opste procedure A, polazeci iz 2,4-dihlorpirimidina 85 (150 mg, 1,01 mmol) i
(4-fluorfenil)boronske kiseline 90 (141 mg, 1,01 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02: heksan/EtOAc = 8/2), dobijeno je jedinjenje 95 (159 mg, 76%). Bezbojna Cvrsta
supstanca.
SN
| A, e 127-130°C
IC (ATR): v=3109, 3066, 2918, 1599, 1572, 1535, 1507, 1433, 1403, 1346, 1316, 1305, 1287, 1237,

1191, 1164, 1121, 1100, 1068, 1015, 986, 836, 791, 770, 689, 642, 569, 503, 494, 431, 402 cm’".

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,63 (d, /= 5,3 Hz, 1H), 8,11 (dd, J=9,0 Hz, J = 5,3 Hz, 2H), 7,60
(d,J=5,3 Hz, 1H), 7,20 (t, J = 8,6 Hz, 2H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCL): & = 166,1; 165.3 (d, Je.r = 253 Hz); 162,0; 160,0; 131,4 (d, Jor = 3
Hz); 129,8 (d, Jor= 9 Hz); 116,4 (d, Jer= 22 Hz); 114,9 ppm.

2-Hlor-4-(p-tolil)pirimidin (96)

Primjenom opste procedure A, polazeci iz 2,4-dihlorpirimidina 85 (150 mg, 1,01 mmol) i
p-tolilboronske kiseline 91 (137 mg, 1,01 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
heksan/EtOAc = 9/1), dobijeno je jedinjenje 96 (159 mg, 77%). Bezbojna ¢vrsta supstanca.

| SN t.t. 98 — 100 °C

N" ClC (ATR): v=3108, 3062, 2987, 2919, 1613, 1573, 1532, 1509, 1429, 1404, 1377, 1343,

1314, 1286, 1189, 1128, 1108, 1068, 985, 949, 863, 832, 818, 779, 767, 716, 688, 568, 542,482, 425
-1
cm™.

"H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,58 (d, J= 5,3 Hz, 1H), 7,98 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,60 (d, J= 5,3
Hz, 1H), 7,30 (d, /= 7,9 Hz, 2H), 2,42 (s, 3H) ppm.
I3C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 167,2; 161,9; 159,7; 142,7; 132,4; 130,0; 127,5; 114,9; 21,6 ppm.
2-Hlor-4-metil-6-fenilpirimidin (97)

Primjenom opste procedure A, polazeci iz 2,4-dihlor-6-metilpirimidina 86 (70 mg, 0,43

mmol) i fenilboronske kiseline 88 (52 mg, 0,43 mmol), nakon dry-flash hromatografije
q (S102: heksan/EtOAc = 9/1), dobijeno je jedinjenje 97 (67 mg, 76%). Bezbojno ulje.
B
N)\CI
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IC (ATR): v=3064, 2985, 2923, 1578, 1521, 1495, 1436, 1379, 1354, 1302, 1280, 1250, 1205, 1083,
1073, 1030, 1002, 916, 859, 840, 828, 785, 752, 690, 645, 570, 548, 452 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,07 — 8,03 (m, 2H), 7,54 — 7,46 (m, 4H), 2,58 (s, 3H) ppm.
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 170,9; 166,9; 161,5; 135,4; 131,7; 129,1; 127,5; 114,8; 24,3 ppm.
2-Hlor-4-(4-metoksifenil)-6-metilpirimidin (98)

o~ Primjenom opste procedure A, polazeci iz 2,4-dihlor-6-metilpirimidina 86 (50 mg, 0, 31
mmol) i (4-metoksifenil)boronske kiseline 89 (47 mg, 0,31 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 9/1), dobijeno je jedinjenje 98 (54 mg, 75%).
Bezbojna ¢vrsta supstanca.

| /j'\ t.t. 59— 61 °C
N Cl
IC (ATR): v=3017, 2982, 2935, 2841, 1610, 1588, 1577, 1516, 1453, 1362, 1304, 1270,
1252, 1204, 1176, 1111, 1084, 1024, 982, 918, 866, 841, 827, 768, 647, 590, 548, 505, 443 cm’.

'"H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,03 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,40 (s, 1H), 6,98 (d, J = 8,7 Hz, 2H),
3,87 (s, 3H), 2,54 (s, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 170,5; 166,4; 162,7; 161,4; 129,2; 127,8; 114,5; 113,8; 55,6; 24,3
ppm.

2-Hlor-4-(4-fluorfenil)-6-metilpirimidin (99)

F Primjenom opste procedure A, polazeci iz 2,4-dihlor-6-metilpirimidina 86 (70 mg, 0,43
mmol) i (4-fluorfenil)boronske kiseline 90 (60 mg, 0,43 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 9/1), dobijeno je jedinjenje 99 (67 mg, 70%).
Bezbojna ¢vrsta supstanca.

SN

| A, tt100-102°C
IC (ATR): v = 3065, 2927, 1602, 1582, 1525, 1510, 1447, 1420, 1402, 1386, 1357, 1295, 1255,
1228, 1205, 1164, 1105, 1084, 1031, 1013, 983, 919, 868, 853, 838, 790, 767, 645, 581, 546, 531,

495, 446 cm’.

'TH NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,06 (dd, J = 8,0 Hz, J= 5,4 Hz, 2H), 7,44 (s, 1H), 7,16 (t, J= 8.2
Hz, 2H), 2,57 (s, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,1; 165,7; 165,1 (d, Jcr = 251 Hz); 161,5; 131,6 (d, Jer=3
Hz); 129,7 (d, Jc.r = 9 Hz); 116,3 (d, Jc.r= 22 Hz); 114,4; 24,3 ppm.

2-Hlor-4-metil-6-(p-tolil)pirimidin (100)

Primjenom opste procedure A, polazeci iz 2,4-dihlor-6-metilpirimidina 86 (70 mg, 0,43
mmol) i p-tolilboronske kiseline 91 (58 mg, 0,43 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(S102: heksan/EtOAc = 9/1), dobijeno je jedinjenje 100 (65 mg, 69%). Bezbojna Cvrsta

SN supstanca.

| o
Pag t52-53°C
IC (ATR): v=3040, 2921, 2851, 1612, 1586, 1521, 1507, 1442, 1402, 1385, 1357, 1291, 1254, 1218,

1201, 1184, 1111, 1087, 1041, 1010, 984, 916, 873, 842, 824, 776, 766, 719, 649, 580, 545, 476, 444
-1
cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7,97 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,46 (s, 1H), 7,29 (d, J = 7,9 Hz, 2H),
2,57 (s, 3H), 2,42 (s, 3H) ppm.
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13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 170,7; 166,9; 161,5; 142,4; 132,6; 129,9; 127,4; 114,4; 24,3; 21,6
ppm.
2-Hlor-4,6-difenilpirimidin (101)

Primjenom opste procedure A, polazeci iz 2,4-dihlor-6-fenilpirimidina 87 (50 mg, 0,22

mmol) 1 fenilboronske kiseline 88 (27 mg, 0,22 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(S102: heksan/EtOAc = 9/1), dobijeno je jedinjenje 101 (47 mg, 80%). Bezbojna ¢vrsta

By supstanca.
tt. 111 -114°C

IC (ATR): v=3051,2961, 2923, 2851, 1599, 1583, 1568, 1531, 1511, 1496, 1438, 1408, 1370, 1311,
1261, 1233, 1157, 1096, 1070, 1028, 1000, 982, 931, 876, 840, 820, 784, 749, 687, 657, 639, 624,
483,456 cm’!

TH NMR (500 MHz, CDCls): § = 8,14 — 8,10 (m, 4H), 7,96 (s, 1H), 7,55 — 7,49 (m, 6H) ppm.
I3C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 167,6; 162,1; 135,7; 131,7; 129,1; 127,5; 110,9 ppm.
2-Hlor-4-(4-metoksifenil)-6-fenilpirimidin (102)

o~ Primjenom opste procedure A, polazeci iz 2,4-dihlor-6-fenilpirimidina 87 (50 mg, 0,22
mmol) i (4-metoksifenil)boronske kiseline 89 (33 mg, 0,22 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 9/1), dobijeno je jedinjenje 102 (35 mg, 53%).
Bezbojna ¢vrsta supstanca.

ottt 125-128 °C

IC (ATR): v = 3042, 2977, 2935, 2839, 2599, 1603, 1583, 1571, 1518, 1503, 1452,
1423, 1403, 1376, 1305, 1265, 1231, 1186, 1173, 1114, 1070, 1025, 981, 924, 873, 847, 830, 778,
759, 729, 693, 656, 641, 580, 508, 463, 442 cm’!.

'TH NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,15 8,10 (m, 4H), 7,93 (s, 1H), 7,55 — 7,49 (m, 3H), 7,04 — 7,00
(m, 2H), 3,89 (s, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl): 6 = 167,4; 167,2; 162,8; 162,1; 136,0; 131,6; 129,3; 129,2; 128,1;
127,5; 114,6; 110,1; 55,6 ppm.

2-Hlor-4-(4-fluorfenil)-6-fenilpirimidin (103)

F Primjenom opste procedure A, polazeci iz 2,4-dihlor-6-fenilpirimidina 87 (50 mg, 0,22
mmol) 1 4-fluorfenilboronska kiselina 90 (31 mg, 0,22 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 9/1), dobijeno je jedinjenje 103 (45 mg, 66%).
Bezbojna ¢vrsta supstanca.

N | A, tt112-115°C

IC (ATR): v=3062, 2918, 2850, 1729, 1599, 1585, 1573, 1531, 1447, 1417, 1402, 1369, 1310, 1297,
1230, 1159, 1107, 1068, 1027, 1013, 1001, 985, 871, 840, 777, 757, 724, 687, 654, 641, 572, 502,
477,450 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,18 — 8,12 (m, 4H), 7,97 (s, 1H), 7,56 — 7,51 (m, 3H), 7,24 — 7,20
(m, 2H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 167,9; 166,6; 165,2 (d, Jer= 251 Hz); 162,2; 135,7; 131,9 (d, Jc.
r=4 Hz); 131,9; 129,8 (d, Jc.r =9 Hz); 129,3; 127,6; 116,4 (d, Jc.r = 22 Hz); 110,7 ppm.
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terc-Butil (2-((4-fenilpirimidin-2-il)amino)etil)karbamat (105)

Primjenom opste procedure B, polaze¢i iz 93 (69 mg, 0,36 mmol) i N-Boc-
etilendiamina 104 (171 mg, 1,07 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO:
heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje 105 (108 mg, 96%). Bezbojna Cvrsta

=N
supstanca.

| N/)\N/\/NHBOC
H t.t. 112-114°C

IC (ATR): v=3377,3277,3091, 3056, 3017, 2877, 2941, 2919, 1683, 1589, 1565, 1517, 1458, 1439,
1413, 1367, 1354, 1321, 1273, 1253, 1214, 1179, 1080, 1039, 1027, 1000, 980, 919, 860, 812, 783,
761, 730, 626, 589, 552, 513, 476, 432 cm™.

'TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,31 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 8,03 — 7,97 (m, 2H), 7,48 — 7,43 (m, 3H),
6,97 (d, J=5,1 Hz, 1H), 5,73 (brs, 1H), 5,27 (brs, 1H), 3,61 (q, J = 5,9 Hz, 2H), 3,40 (q, J = 5,8 Hz,
2H), 1,41 (s, 9H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 165,0; 162,9; 158,6; 156,4; 137,4; 130,7; 128,8; 127,1; 106,9;
79,3; 41,7; 41,1; 28,5 ppm.

terc-Butil (2-((4-(4-metoksifenil)pirimidin-2-il)amino)etil)karbamat (106)

o~ Primjenom opste procedure B, polaze¢i iz 94 (31 mg, 0,14 mmol) i N-Boc-
etilendiamina 104 (70 mg, 0,44 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje 106 (35 mg, 75%). Bezbojna ¢vrsta
supstanca.

SN

[ nBoe tt:123-125°C
N~ N
H IC (ATR): v = 3366, 2977, 2935, 2839, 1707, 1607, 1567, 1511, 1462, 1412,

1392, 1366, 1342, 1306, 1252, 1211, 1175, 1091, 1073, 1032, 985, 846, 807, 583 cm™.

'H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 8,25 (d, J=5,2 Hz, 1H), 7,97 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,95 (d, J= 8,5
Hz, 2H), 6,90 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 5,71 (brs, 1H), 5,31 (brs, 1H), 3,84 (s, 3H), 3,60 (q, J = 5,8 Hz,
2H), 3,39 (q, J = 5,9 Hz, 2H), 1,40 (s, 9H) ppm.

B3C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 164,4; 162,8; 161,8; 158,3; 156,3; 129,8; 128,6; 114,1; 106,1; 79,3;
55,5; 41,6; 41,1, 28,5 ppm.

terc-Butil (2-((4-(4-fluorfenil)pirimidin-2-il)amino)etil)karbamat (107)

F Primjenom opste procedure B, polaze¢i iz 95 (70 mg, 0,34 mmol) 1 N-Boc-
etilendiamina 104 (162 mg, 1.01 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOx:
Hex/EtOAc = 1/1) dobijeno je jedinjenje 107 (102 mg, 91%). Bezbojna Cvrsta
supstanca.
SN
[ A~ NHBos £ 139 - 141 °C
4 IC (ATR): v =3379, 3265, 3019, 2984, 2929, 1682, 1603, 1574, 1538, 1519,
1506, 1456, 1416, 1369, 1356, 1319, 1273, 1226, 1171, 1104, 1085, 1041, 1013, 1000, 923, 851, 826,
813, 801, 784, 597, 571, 512, 455 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,30 (d, /= 5,2 Hz, 1H), 8,00 (dd, /= 8,7 Hz, J= 5,5 Hz, 2H), 7,13
(t,J=28,6 Hz, 2H), 6,91 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 5,68 (brs, 1H), 5,20 (brs, 1H), 3,61 (q, J = 5,8 Hz, 2H),
3,39(q,J=5,9 Hz, 2H), 1,41 (s, 9H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 164.5 (d, Jer = 251 Hz); 163.9; 162,9; 158.7; 156,4; 133.6 (d, Jc-
r=3 Hz); 129,1 (d, Jor = 9 Hz); 115,8 (d, Jer = 22 Hz); 106,5; 79,4; 41,7; 41,0; 28,5 ppm.
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terc-Butil (2-((4-(p-tolil)pirimidin-2-il)amino)etil)karbamat (108)

Primjenom opste procedure B, polaze¢i iz 96 (37 mg, 0,18 mmol) i N-Boc-
etilendiamina 104 (86 mg, 0,54 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOx:
heksan/EtOAc = 7/3) dobijeno je jedinjenje 108 (45 mg, 77%). BeZ Cvrsta

SN supstanca.

[ AN~ NHBos g, 133 — 135 °C

H
IC (ATR): v = 3382, 3263, 3015, 2982, 2940, 2921, 1683, 1586, 1559, 1517,
1456, 1415, 1390, 1368, 1356, 1320, 1273, 1254, 1210, 1170, 1113, 1088, 1038, 1020, 1000, 924,
859, 835, 797, 784, 764, 703, 592, 573, 550, 500, 444 cm™,

IH NMR (400 MHz, CDCls): § = 8,29 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 7,91 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 7,29 — 7,24 (m,
2H), 6,95 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 5,61 (brs, 1H), 5,23 (brs, 1H), 3,62 (q, J= 5,7 Hz, 2H), 3,40 (q, J = 5,8
Hz, 2H), 2,41 (s, 3H), 1,42 (s, 9H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 165,0; 162,9; 158,5; 156,4; 141,0; 134,6; 129,6; 127,0; 106,7,
79,3; 41,7; 41,1; 28,5; 21,5 ppm.

terc-Butil (2-((4-(4-cijanofenil)pirimidin-2-il)amino)etil)karbamat (109)

CN Primjenom opste procedure B, polazeéi iz 4-(2-hlorpirimidin-4-il)benzonitrila
(54 mg, 0,25 mmol) i N-Boc-etilendiamina 104 (120 mg, 0,75 mmol), nakon
dry-flash hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje 109

(62 mg, 74%). Bezbojna ¢vrsta supstanca.
SN
[ A NHBoc t.t. 166 °C

" IC (ATR): v = 3394, 3253, 3117, 3051, 2981, 2916, 2226, 1714, 1686, 1600,
1580, 1561, 1524, 1454, 1422, 1392, 1366, 1325, 1280, 1249, 1193, 1160, 1093, 1074, 1042, 1020,
985, 952, 855, 803, 728, 697, 675, 636, 550, 530, 461, 436 cm’".

TH NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,37 (d, J = 5,1 Hz, 1H), 8,10 (d, /= 8,0 Hz, 2H), 7,73 (d, J = 8,4
Hz, 2H), 6,96 (d, J= 5,1 Hz, 1H), 5,80 (brs, 1H), 5,13 (brs, 1H), 3,61 (q, J =5,9 Hz, 2H), 3,39 (q, J
=5,9 Hz, 2H), 1,40 (s, 9H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 162,9; 162,7; 159,3; 156,4; 141,7; 132,6; 127,7; 118,6; 114,0;
107,0; 79,5; 41,8; 40,8; 28,5 ppm.

terc-Butil (2-((4-metil-6-fenilpirimidin-2-il)amino)etil)karbamat (110)

Primjenom opste procedure B, polazeci iz 97 (62 mg, 0,30 mmol) i N-Boc-
etilendiamina 104 (146 mg, 0,91 mmol) nakon dry-flash hromatografije (SiO2:
heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje 110 (80 mg, 80%). Bezbojna

N N .
¢vrsta supstanca.

| N/)\N/\/NHBOC
H t.t. 97 -99 °C

IC (ATR): v=3376, 3263, 3070, 2986, 2935, 1686, 1593, 1580, 1559, 1514, 1466, 1435, 1422, 1391,
1358, 1345, 1274, 1249, 1215, 1167, 1084, 1032, 1001, 983, 956, 923, 885, 867, 853, 827, 787, 769,
693, 644, 591, 549, 465 cm™.

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,03 — 7,97 (m, 2H), 7,48 — 7,43 (m, 3H), 6,88 (s, 1H), 5,51 — 5,49
(m, 2H), 3,63 (q, J = 5,8 Hz, 2H), 3,40 (q, J = 5,6 Hz, 2H), 2,39 (s, 3H), 1,41 (s, 9H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 168,5; 164,8; 162,9; 156,3; 137,7; 130,5; 128,8; 127,1; 106,7,
79,2; 41,6; 28,5; 24,4 ppm.
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terc-Butil 4-(4-fenilpirimidin-2-il)piperazin-1-karboksilat (118)

Primjenom opste procedure B, polaze¢i iz 93 (70 mg, 0,37 mmol) i 1-Boc
piperazina 117 (205 mg, 1,10 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2:
heksan/EtOAc = 9/1) dobijeno je jedinjenje 118 (123 mg, 99%). Bezbojna Cvrsta

| \/j‘\ supstanca.
" NO tt. 120 - 123 °C

N.
Boc
IC (ATR): v=2994, 2968, 2919, 2853, 1700, 1587, 1566, 1553, 1504, 1450, 1419,
1366, 1344, 1280, 1243, 1164, 1133, 1112, 1077, 1026, 1001, 983, 957, 926, 862, 844, 820, 768, 692,
629, 533 cm™.

H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,37 (d, J= 5,1 Hz, 1H), 8,07 — 8,01 (m, 2H), 7,49 — 7,44 (m, 3H),
6,96 (d, /=52 Hz, 1H), 3,91 (t, J = 5,3 Hz, 4H), 3,54 (t, J = 5,3 Hz, 4H), 1,50 (s, 9H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 164,5; 162,0; 158,5; 155,0; 137,7; 130,7; 128,8; 127,1; 106,2;
80,0; 43,8; 28,6 ppm.

terc-Butil 4-(4-(4-metoksifenil)pirimidin-2-il)piperazin-1-karboksilat (119)

o~ Primjenom opste procedure B, polaze¢i iz 94 (70 mg, 0,32 mmol) i 1-Boc
piperazina 117 (177 mg, 0,95 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
heksan/EtOAc = 8/2) dobijeno je jedinjenje 119 (110 mg, 93%). Bezbojna ¢vrsta
supstanca.
) t.t. 103 — 106 °C
N/)\N/\
K/N IC (ATR): v=2979, 2897, 2862, 1685, 1607, 1585, 1567, 1552, 1510, 1441, 1411,

“Boc

1365, 1345, 1313, 1278, 1244, 1170, 1133, 1113, 1092, 1080, 1027, 999, 982, 957,
864, 846, 822, 800, 770, 736, 699, 581, 558, 531 cm’".

'TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,33 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 8,02 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 6,98 (d, J = 8,9
Hz, 2H), 6,91 (d, J= 5,2 Hz, 1H) 3,90 (t, /= 5,3 Hz, 4H), 3,87 (s, 3H), 3,53 (t, J= 5,3 Hz, 4H), 1,49
(s, 9H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): J = 164,0; 161,9; 158,2; 155,4; 155,0; 130,1; 128,6; 114,2; 105,4;
80,0; 55,5; 43,8; 28,6 ppm.

terc-Butil 4-(4-(4-fluorfenil)pirimidin-2-il)piperazin-1-karboksilat (120)

F Primjenom opste procedure B, polaze¢i iz 95 (70 mg, 0,34 mmol) 1 1-Boc
piperazina 117 (188 mg, 1,01 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
heksan/EtOAc = 9/1) dobijeno je jedinjenje 120 (117 mg, 97%). Bezbojna Cvrsta
supstanca.

) e
N)\N/\ t.t. 111 —115°C

K/N\Boc IC (ATR): v=2975, 2930, 2862, 1686, 1603, 1571, 1556, 1510, 1484, 1459, 1444,

1425, 1387, 1364, 1341, 1328, 1281, 1243, 1221, 1159, 1131, 1111, 1091, 1073,

1054, 1017, 1002, 984, 968, 953, 863, 851, 807, 764, 731, 702, 683, 652, 625, 572, 550, 503, 458,
424 cm™,

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,37 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 8,04 (dd, J=8,7 Hz, J = 5,5 Hz, 2H), 7,14
(t,J=28,5 Hz, 2H), 6,91 (d, J= 5,1 Hz, 1H), 3,90 (t, J = 5,3 Hz, 4H), 3,53 (t, /= 5,3 Hz, 4H), 1,50
(s, 9H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 164,5 (d, Jer= 251 Hz); 163,4; 162,0; 158,6; 155,0; 133,8 (d, Jc-
r=3 Hz); 129,1 (d, Jcr=9 Hz); 115,8 (d, Jc.r =22 Hz); 105,8; 80,1; 43.8; 28,6 ppm.
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terc-Butil 4-(4-(p-tolil)pirimidin-2-il)piperazin-1-karboksilat (121)

Primjenom opste procedure B, polaze¢i iz 96 (80 mg, 0,39 mmol) i 1-Boc
piperazina 117 (218 mg, 1,17 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2:
heksan/EtOAc = 8/2) dobijeno je jedinjenje 121 (132 mg, 95%). Bezbojna Cvrsta
supstanca.

| o
N/)\Nﬂ t.t. 120 - 122 °C

K/N‘Boc IC (ATR): v=3018, 3001, 2969, 2889, 2859, 1680, 1611, 1583, 1564, 1551, 1496,
1437, 1405, 1375, 1364, 1343, 1306, 1287, 1276, 1246, 1226, 1169, 1127, 1112, 1092, 1047, 1018,
1000, 982, 960, 928, 865, 848, 801, 774, 760, 724, 700, 664, 640, 620, 573, 551, 526, 495, 451 cm\.

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,35 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 7,94 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,26 (d, J= 7.9
Hz, 2H), 6,94 (d, J=5,2 Hz, 1H), 3,90 (t, /= 5,2 Hz, 4H), 3,53 (t, /= 5,2 Hz, 4H), 2,41 (s, 3H), 1,50
(s, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCL): 6 = 164,5; 162,0; 158,3; 155,0; 141,0; 134,8; 129,5; 127,0; 105.9;
80,0; 43,8; 28,6; 21,5 ppm.

terc-Butil 4-(4-(4-cijanofenil)pirimidin-2-il)piperazin-1-karboksilat (122)

CN Primjenom opste procedure B, polaze¢i iz 4-(2-hlorpirimidin-4-il)benzonitrila (70
mg, 0,32 mmol) i 1-Boc piperazina 117 (181 mg, 0,974 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 7/3) dobijeno je jedinjenje 122 (87 mg,
73%). Bezbojna ¢vrsta supstanca.

B 1640
N/)\N/\ t.t. 162 — 164 °C

K/N\Boc IC (ATR): v=2989, 2969, 2927, 2859, 2227, 1693, 1583, 1556, 1511, 1460, 1426,
1363, 1344, 1289, 1277, 1250, 1229, 1171, 1140, 1108, 1087, 1041, 1018, 998,
982, 957, 865, 841, 802, 762, 688, 615, 565, 548, 535 cm™.

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,44 (d, J= 5,1 Hz, 1H), 8,14 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,76 (d, J = 8,6
Hz, 2H), 6,96 (d, J= 5,1 Hz, 1H), 3,91 (t, J= 5,2 Hz, 4H), 3,54 (t, J = 5,2 Hz, 4H), 1,50 (s, 9H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 162,4; 162,0; 159,2; 155,0; 141,9; 132,6; 127,7; 118,7; 114,0;
106,3; 80,2; 43,8; 28,6 ppm.

terc-Butil 4-(4-metil-6-fenilpirimidin-2-il)piperazin-1-karboksilat (123)
Primjenom opste procedure B, polaze¢i iz 97 (40 mg, 0,20 mmol) 1 1-Boc

piperazina 117 (109 mg, 0,586 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOz:
heksan/EtOAc = 9/1) dobijeno je jedinjenje 123 (66 mg, 95%). Bezbojna Cvrsta

| \)N\ supstanca.
=
N” °N

Q)“ t.t. 144 — 146 °C

“Boc
IC (ATR): v = 3006, 2969, 2898, 2861, 1685, 1586, 1556, 1514, 1479, 1429,
1380, 1364, 1346, 1288, 1262, 1234, 1176, 1139, 1119, 1082, 1003, 989, 967, 929, 889, 869, 828,
794,772, 695, 650, 632, 584, 545 cm™,

IH NMR (400 MHz, CDCls): § = 8,06 — 8,00 (m, 2H), 7,47 — 7,43 (m, 3H), 6,86 (s, 1H), 3,92 (t, J =
5,3 Hz, 4H), 3,53 (t, J= 5,3 Hz, 4H), 2,41 (s, 3H), 1,50 (s, 9H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): d = 168,4; 164,3; 162,1; 155,1; 138,0; 130,4; 128,7; 127,1; 105,8;
80,0; 43,9; 28,6; 24,7 ppm.
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terc-Butil 4-(4-(4-metoksifenil)-6-metilpirimidin-2-il)piperazin-1-karboksilat (124)

o~ Primjenom opste procedure B, polaze¢i iz 98 (49 mg, 0,21 mmol) 1 1-Boc
piperazina 117 (117 mg, 0,626 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
heksan/EtOAc = 9/1) dobijeno je jedinjenje 124 (79 mg, 98%). Bezbojna ¢vrsta
supstanca.
\N o
IN/)\N/\ t.t. 114 - 117 °C
K/N\ IC (ATR): v = 2969, 2932, 2840, 1701, 1606, 1584, 1549, 1511, 1459, 1420,

1381, 1364, 1347, 1305, 1277, 1251, 1234, 1209, 1170, 1143, 1118, 1082, 1056,
1024, 1002, 891, 863, 845, 829, 817, 791, 768, 731, 636, 594, 541, 511 cm™.

H NMR (400 MHz, CDCL): 6 = 8,01 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,96 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 6,80 (s, 1H),
3,90 (t, J = 5,2 Hz, 4H), 3,86 (s, 3H), 3,52 (t, J = 5,2 Hz, 4H), 2,39 (s, 3H), 1,49 (s, 9H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 168,0; 163,8; 162,1; 161,6; 155,1; 130,4; 128,6; 114,1; 105,0;
80,0; 55,5; 43,8; 28,6; 24,6 ppm.

terc-Butil 4-(4-(4-fluorfenil)-6-metilpirimidin-2-il)piperazin-1-karboksilat (125)

F Primjenom opste procedure B, polaze¢i iz 99 (60 mg, 0,27 mmol) i 1-Boc
piperazina 117 (151 mg, 0,808 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
heksan/EtOAc = 9/1) dobijeno je jedinjenje 125 (98 mg, 98%). Bezbojna ¢vrsta
supstanca.

t.t. 90 - 92 °C

K/N\ IC (ATR): v = 3004, 2977, 2897, 2860, 1688, 1601, 1561, 1508, 1451, 1426,
1378, 1365, 1346, 1285, 1259, 1234, 1174, 1157, 1137, 1122, 1081, 1004, 990,
968, 891, 869, 848, 834, 813, 790, 770, 731, 674, 639, 592, 544, 501, 426 cm’".

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,06 — 8,00 (m, 2H), 7,16 — 7,10 (m, 2H), 6,81 (s, 1H), 3,90 (t, J =
5,2 Hz, 4H), 3,52 (t, J = 5,3 Hz, 4H), 2,40 (s, 3H), 1,49 (s, 9H) ppm.

I3C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 168,5; 164,4 (d, Jc.r= 251 Hz); 163,2; 162,1; 155,1; 134,1 (d, Jc-
r=3 Hz); 129,1 (d, Jc.r= 9 Hz); 115,7 (d, Jc.r =22 Hz); 105,4; 80,0; 43,8; 28,6; 24,7 ppm.

terc-Butil 4-(4-metil-6-(p-tolil)pirimidin-2-il)piperazin-1-karboksilat (126)

Primjenom opste procedure B, polaze¢i iz 100 (59 mg, 0,27 mmol) i 1-Boc
piperazina 117 (153 mg, 0,82 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
heksan/EtOAc = 9/1) dobijeno je jedinjenje 126 (99 mg, 98%). Bezbojna ¢vrsta

Sy supstanca.

[ .
N*Nﬂ tt. 114— 116 °C

Ngoc  IC (ATR): v = 1688, 1614, 1570, 1554, 1512, 1481, 1462, 1445, 1420, 1366,
1347, 1282, 1252, 1169, 1121, 1087, 1002, 893, 861, 846, 812, 789, 772, 593, 534, 480 cm™".

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 7,93 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 7,25 (d, J = 8,2 Hz, 3H), 6,84 (s, 1H),
3,91 (t,J= 5,1 Hz, 4H), 3,52 (t, J = 5,0 Hz, 4H), 2,42 — 2,39 (m, 6H), 1,49 (s, 9H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): d = 168,1; 164,2; 162,1; 155,1; 140,6; 135,2; 129,5; 127,0; 105,5;
80,0; 43,9; 28,6; 24,6; 21,5 ppm.
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terc-Butil 4-(4-(4-cijanofenil)-6-metilpirimidin-2-il)piperazin-1-karboksilat (127)

CN Primjenom opste procedure B, polaze¢i iz 4-(2-hlor-6-metilpirimidin-4-
il)benzonitrila (53 mg, 0,23 mmol) i 1-Boc piperazina 117 (129 mg, 0,692
mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 8/2) dobijeno je
jedinjenje 127 (75 mg, 86%). Cvrsta supstanca Zute boje.

t.t. 89 -91 °C

K/N\ IC (ATR): v = 2999, 2971, 2898, 2863, 2227, 1699, 1581, 1568, 1552, 1505,
1480, 1446, 1419, 1379, 1364, 1350, 1280, 1250, 1173, 1137, 1120, 1084, 1017,
993, 894, 862, 844, 808, 784, 754, 733, 665, 630, 592, 540, 492, 429 cm™".

H NMR (400 MHz, CDCL): 6 = 8,12 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,74 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 6,85 (s, 1H),
3,90 (t, J= 5,2 Hz, 4H), 3,52 (t, J = 5,2 Hz, 4H), 2,42 (s, 3H), 1,49 (s, 9H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 169,2; 162,1; 162,1; 155,0; 142,3; 132,5; 127,7; 118,8; 113,7,
106,0; 80,1; 43,8; 28,6; 24,7 ppm.

terc-Butil 4-(4,6-difenilpirimidin-2-il)piperazin-1-karboksilat (128)

Primjenom opste procedure B, polazeci iz 101 (200 mg, 0,75 mmol) i 1-Boc
piperazina 117 (419 mg, 2,25 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOxz:
q heksan/EtOAc = 9/1) dobijeno je jedinjenje 128 (307 mg, 98%). Cvrsta
| N bezbojna supstanca.
h N/)\N

K/)“ t.t. 225 -226 °C

“Boc
IC (ATR): v =3062, 2975, 2928, 2856, 1697, 1587, 1564, 1546, 1494, 1452,
1419, 1361, 1282, 1251, 1234, 1171, 1121, 1072, 1029, 1000, 985, 963, 865, 837, 762, 690, 632 cm™
1

P

TH NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,14 — 8,11 (m, 4H), 7,51 — 7,48 (m, 6H), 7,43 (s, 1H), 4,03 (t, J =
5,2 Hz, 4H), 3,58 (t, J= 5,2 Hz, 4H), 1,51 (s, 9H) ppm.

I3C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 165.,4; 162,4; 155,1; 138,2; 130,5; 128,8; 127,2; 102,4; 80,0; 43,9;
28,6 ppm.

terc-Butil 4-(4-(4-metoksifenil)-6-fenilpirimidin-2-il)piperazin-1-karboksilat (129)

o~ Primjenom opste procedure B, polaze¢i iz 102 (53 mg, 0,18 mmol) i 1-Boc
piperazina 117 (102 mg, 0,546 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2:
Hex/EtOAc =9/1) dobijeno je jedinjenje 129 (81 mg, 100 %). Cvrsta supstanca
svetlozute boje.
B t.t. 151 — 153 °C
Ph N)\N/\

N-goc IC (ATR): v = 3003, 2979, 2932, 2852, 1678, 1607, 1585, 1565, 1543, 1512,
1494, 1450, 1429, 1364, 1306, 1284, 1252, 1237, 1172, 1127, 1084, 1030,
1004, 986, 967, 867, 846, 827, 772, 752, 693, 665, 648, 581, 541, 517 cm™.

H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,12 — 8,07 (m, 4H), 7,52 — 7,47 (m, 3H), 7,38 (s, 1H), 7,03 — 6,98
(m, 2H), 4,01 (t, J = 5,2 Hz, 4H), 3,88 (s, 3H), 3,57 (t, J = 5,3 Hz, 4H), 1,51 (s, 9H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 165,2; 164,9; 162,3; 161,8; 155,1; 138,4; 130,6; 130,4; 128,8;
128,7; 127,2; 114,1; 101,6; 80,0; 55,6; 43,9; 28,6 ppm.
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terc-Butil 4-(4-(4-fluorfenil)-6-fenilpirimidin-2-il)piperazin-1-karboksilat (130)

F Primjenom opste procedure B, polazeci iz 103 (185 mg, 0,65 mmol) i 1-Boc
piperazina 117 (363 mg, 1,95 mmol) nakon dry-flash hromatografije (SiOx:
heksan/EtOAc = 9/1) dobijeno je jedinjenje 130 (270 mg, 96%). Cvrsta
supstanca svetlo zute boje.

) t.t.217 - 218 °
N )\Nﬂ £.217-218 °C
L_UN..  IC (ATR): v = 3062, 2975, 2927, 2857, 1695, 1602, 1567, 1547, 1510, 1497,

Boc

1451, 1421, 1363, 1282, 1252, 1233, 1171, 1123, 1075, 1001, 986, 964, 828,
771, 738, 693, 648, 606, 570, 508 cm.

H NMR (400 MHz, CDCLs): § = 8,14 — 8,08 (m, 4H), 7,52 — 7,47 (m, 3H), 7,37 (s, 1H), 7,17 (t, J =
8,4 Hz, 2H), 4,01 (t, J = 5,2 Hz, 4H), 3,58 (t, J = 5,2 Hz, 4H), 1,51 (s, 9H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 165,5; 164,5 (d, Jcr = 250 Hz); 164,3; 162,3; 155,1; 138,1; 134,3
(d, Jc-r =3 Hz); 130,6; 129,2 (d, Jc.r =9 Hz); 128,8; 127,2; 115,8 (d, Jc.r =22 Hz); 102,0; 80,0; 43,9;
28,6 ppm.

N'-(4-Fenilpirimidin-2-il)etan-1,2-diamin (111)

Primjenom opste procedure C, polaze¢i iz 105 (105 mg, 0,334 mmol), dobijeno je
jedinjenje 111 (62 mg, 86%). Zuto ulje.

SN IC (ATR): v=3272,3061, 2926, 2868, 1715, 1590, 1569, 1531, 1496, 1462, 1415,
)\ NS NH 1343, 1324 1278, 1205, 1185, 1157, 1070, 1027, 984, 925, 820, 768, 735, 696,
H 629 cm’!

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,32 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 8,04 — 7,98 (m, 2H), 7,49 — 7,43 (m, 3H),
6,96 (d, J=5,1 Hz, 1H), 5,67 (brs, 1H), 3,57 (q, J = 5,9 Hz, 2H), 2,97 (brs, 2H), 1,75 (brs, 2H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 164,9; 163,0; 158,6; 137,6; 130,6; 128,8; 127,1; 106,7; 44,4; 41,7
ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za C12HsN4™ 215,12912; detektovano 215,12901.

HPLC cisto¢a, metoda C: tr = 10,22 min, povrSina 98,83%; metoda G: tr = 5,94 min, povrSina
99,17% (A = 254 nm).

N'-(4-(4-Metoksifenil)pirimidin-2-il)etan-1,2-diamin (112)

o~ Primjenom opste procedure C, polazeci iz 106 (45 mg, 0,13 mmol), dobijeno je
jedinjenje 112 (28 mg, 86%). Cvrsta supstanca bez boje.
t.t. 128 — 130 °C
=N IC (ATR): v=3263, 3110, 2965, 2937, 2875, 1610, 1571, 1508, 1462, 1441, 1426,
)\ N >-NH2 1405, 1324, 1301, 1275, 1249, 1213, 1174, 1118, 1091, 1027, 987, 966, 848, 835,
i 799, 711, 657, 632, 581, 544, 531 cm™..

'TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,27 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 8,00 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,97 (d, J = 8,4
Hz, 2H), 6,91 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 5,48 (brs, 1H), 3,86 (s, 3H), 3,57 (q, J = 5,9 Hz, 2H), 2,97 (t, J =
6,0 Hz, 2H), 1,67 (brs, 2H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 166,5; 162,9; 161,8; 158.,4; 130,0; 128,6; 114,2; 106,0; 55,5; 44,6;
41,9 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izra¢unato za C13Hi70N4" 245,13969; detektovano 245,13968.
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HPLC cistoc¢a, metoda C: tr = 8,70 min, povrsina 97,99%, metoda D: tr = 8,53 min, povrsina 95,56%
(A =254 nm).

N'-(4-(4-Fluorfenil)pirimidin-2-il)etan-1,2-diamin (113)

F Primjenom opste procedure C, polazeci iz 107 (93 mg, 0,28 mmol), dobijeno je
jedinjenje 113 (50 mg, 77%). Cvrsta bezbojna supstanca.

t.t. 104 - 107 °C

| \j'\ IC (ATR): v=3257,3153, 3050, 2989, 2936, 2877, 1722, 1649, 1602, 1572, 1535,
N7 ”/\/NHZ 1504, 1464, 1426, 1399, 1342, 1317, 1285, 1267, 1231, 1157, 1087, 1013, 988,
965, 853, 818, 799, 750, 716, 658, 572, 539, 518 cm™.

'TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,32 (d, /= 5,2 Hz, 1H), 8,02 (dd, J= 8,6 Hz, J = 5,5 Hz, 2H), 7,14
(t,J=8,4 Hz, 2H), 6,92 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 5,53 (brs, 1H), 3,57 (q, /= 6,0 Hz, 2H), 2,97 (t, /= 6,0
Hz, 2H), 1,52 (brs, 2H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 164,5 (d, Jcr = 251 Hz); 163,8; 163,0; 158,8; 133,7 (d, Jcr= 3
Hz); 129,1 (d, Jcr=9 Hz); 115,8 (d, Jcr= 22 Hz); 106,3; 44,6; 41,8 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za C12H14N4F" 233,11970; detektovano 233,11964.

HPLC disto¢a, metoda C: tr = 8,81 min, povrsina 97,53%; metoda D: tr = 8,69 min, povrsina 97,41%
(A =254 nm).

N'-(4-(p-Tolil)pirimidin-2-il)etan-1,2-diamin (114)

Primjenom opste procedure C, polazeci iz 108 (39 mg, 0,12 mmol), dobijeno je
jedinjenje 114 (24 mg, 86%). Cvrsta bezbojna supstanca.

t.t. 135-136 °C
N

Py ~_NH; IC (ATR): v=3326,3253,3167,3108, 3068, 3026, 2993, 2949, 2930, 2862, 1600,
N ﬁ 1583, 1566, 1536, 1507, 1464, 1416, 1353, 1344, 1323, 1281, 1264, 1213, 1184,
1138, 1114, 1088, 1039, 1020, 990, 966, 865, 835, 798, 749, 703, 625, 574, 505,

476 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,29 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 7,91 (d, J= 7,9 Hz, 2H), 7,27 — 7,23 (m,
2H), 6,93 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 5,50 (brs, 1H), 3,56 (q, J = 6,0 Hz, 2H), 2,96 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 2,39
(s, 3H), 1,59 (brs, 2H) ppm.

I3C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 166,9; 163,0; 158,5; 141,0; 134,7; 129,6; 127,0; 106,5; 44,6; 41,8;
21,6 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za Ci13H7N4" 229,14477; detektovano 229,14469.

HPLC distoc¢a, metoda C: tr = 8,95 min, povrsina 98,48%, metoda D: tr = 9,08 min, povrsina 98,77%
(A =254 nm).
4-(2-((2-Aminoetil)amino)pirimidin-4-il)benzonitril (115)
CN Primjenom opste procedure C, polazeci iz 109 (56 mg, 0,16 mmol), dobijeno je
jedinjenje 115 (25 mg, 62%). Zuto ulje.

IC (ATR): v=3369, 3255, 3081, 2919, 2851, 2225, 1678, 1582, 1559, 1502, 1463,
XN 1419, 1350, 1327, 1277, 1249, 1205, 1150, 1101, 1058, 1017, 991, 954, 912, 857,
| N/)\N/\/NHz 827, 800, 750, 721, 693, 645, 618, 547, 482 cm™.
H
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H NMR (400 MHz, CD;0D): 6 = 8,43 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 8,30 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,88 (d, J= 8,6
Hz, 2H), 7,22 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 3,66 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 3,03 (t, J = 6,2 Hz, 2H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CD;0D): § = 164,2; 164,2; 160,3; 142,9; 133,6; 128,8; 119,4; 115,0; 107,7;
43,7, 41,7 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za C13H14Ns" 240,12437; detektovano 240,12435.

HPLC Cdisto¢a, metoda C: tr = 10,26 min, povrsina 99,52%; metoda G: tr = 6,34 min, povrSina
99,72% (A =254 nm).

N'-(4-Metil-6-fenilpirimidin-2-il)etan-1,2-diamin (116)

Primjenom opste procedure C, polaze¢i iz 110 (70 mg, 0,21 mmol), dobijeno je
jedinjenje 116 (43 mg, 90%). Cvrsta supstanca bez boje.

SN t.t. 79 — 80 °C

PN
Pz NH
N ”/\/ 2 IC (ATR): v = 3355, 3266, 3067, 2943, 2922, 2864, 1676, 1591, 1556, 1495,
1463, 1436, 1419, 1375, 1337, 1213, 1181, 1135, 1090, 1070, 1027, 960, 924,
881, 854, 826, 767, 692, 642, 592, 549 cm’l,

'H NMR (400 MHz, CDCL3): & = 8,03 — 7,99 (m, 2H), 7,48 — 7,42 (m, 3H), 6,87 (s, 1H), 5,39 (brs,
1H), 3,59 (q, J = 6,0 Hz, 2H), 2,97 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 2,39 (s, 3H), 1,64 (brs, 2H) ppm.

I3C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 168,5; 164,7; 163,1; 137,9; 130,4; 128,8; 127,1; 106,4; 44,6, 42,0;
24,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izratunato za C13H17N4" 229,14477; detektovano 229,14475.

HPLC disto¢a, metoda A: tr = 4,82 min, povrsina 98,12%; metoda C: tr = 9,40 min, povrsina 98,99%
(A =254 nm).

4-Fenil-2-(piperazin-1-il)pirimidin (131)

Primjenom opste procedure C, polazeci iz 118 (100 mg, 0,294 mmol), dobijeno je
jedinjenje 131 (71 mg, 100%). Zuto ulje.

| SN IC (ATR): v =3296, 2942, 2914, 2848, 2740, 1588, 1567, 1551, 1495 1448, 1345,
/)\ /\ 1317, 1258, 1217, 1141, 1057, 1026, 984, 965, 819, 768, 695, 629 cm’!

N
K/NH '"H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 8,36 (d, J= 5,1 Hz, 1H), 8,06 — 8,01 (m, 2H), 7,47
— 7,43 (m, 3H), 6,92 (d, J=5,1 Hz, 1H), 3,90 (t, J = 5,1 Hz, 4H), 2,96 (t, J = 5,1 Hz, 4H), 1,98 (brs,
1H) ppm.

I3C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 164,4; 162,1; 158,4; 137,8; 130,5; 128,7; 127,1; 105,7; 46,2; 45,0
ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za C14H7Ns" 241,14477; detektovano 241,14472.

HPLC distoc¢a, metoda C: tr = 9,03 min, povrsina 96,36%; metoda D: tr = 9,06 min, povrsina 95,64%
(A =254 nm).
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4-(4-Metoksifenil)-2-(piperazin-1-il)pirimidin (132)

o~ Primjenom opste procedure C, polazeci iz 119 (91 mg, 0,24 mmol), dobijeno je
jedinjenje 132 (66 mg, 100%). Cvrsta supstanca bez boje.
t.t. 115-117 °C
| \)N\ IC (ATR): v = 3309, 2985, 2950, 2837, 1721, 1606, 1583, 1550, 1509, 1480, 1437,
N7 N 1371, 1341, 1311, 1253, 1172, 1149, 1119, 1106 1056, 1033, 983, 963, 840, 808,

K/NH 774, 729, 700, 681, 644, 633, 582, 539, 515 cm™!

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,32 (d, /= 5,2 Hz, 1H), 8,02 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,97 (d, J=9.,0
Hz, 2H), 6,88 (d, /= 5,3 Hz, 1H), 3,89 (t, J= 5,0 Hz, 4H), 3,86 (s, 3H), 2,97 (t, /= 5,0 Hz, 4H), 1,98
(brs, 1H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 163,9; 162,1; 161,8; 158,1; 130,3; 128,6; 114,1; 105,1; 55,5; 46,2;
45,0 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izra¢unato za C1sHi9ON4" 271,15534; detektovano 271,15524.

HPLC cistoc¢a, metoda A: tr = 5,36 min, povrsina 97,53%; metoda C: tr = 9,15 min, povrsina 97,01%
(A =254 nm).

4-(4-Fluorfenil)-2-(piperazin-1-il)pirimidin (133)

F Primjenom opste procedure C, polazeé¢i iz 120 (100 mg, 0,279 mmol), dobijeno je
jedinjenje 133 (72 mg, 100%). Smede ulje.

IC (ATR): v = 3304, 2918, 2850, 1724, 1678, 1602, 1570, 1507, 1442, 1407, 1344,
1317, 1291, 1257, 1231, 1157, 1101, 1055, 1015, 984, 964, 850, 806, 731, 573 cm™.

SN
N/)\N/\ TH NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,34 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 8,02 (dd, /= 8,6 Hz, J =
K/NH 5,6 Hz, 2H), 7,12 (t, J = 8,7 Hz, 2H), 6,86 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 3,88 (t, J = 5,0 Hz,
4H), 2,95 (t, J= 5,1 Hz, 4H), 2,20 (brs, 1H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 164,4 (d, Jcr= 251 Hz); 163,2; 162,0; 158,5; 133,9 (d, Jcr=3
Hz); 129,1 (d, Jc.r=9 Hz); 115,7 (d, Jc.r= 22 Hz); 105,3; 46,1; 45,0 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za C14sHisN4F" 259,13535; detektovano 259,13530.

HPLC c¢istoc¢a, metoda C: tr = 9,12 min, povrsina 96,70%; metoda D: tr = 9,16 min, povrsina 97,09%
(A =254 nm).

2-(Piperazin-1-il)-4-(p-tolil)pirimidin (134)

Primjenom opste procedure C, polaze¢i iz 121 (138 mg, 0,389 mmol), dobijeno je
jedinjenje 134 (85 mg, 86%). Cvrsta supstanca bez boje.

t.t. 80 — 82 °C

L IC (ATR): v = 3292, 2987, 2935, 2846, 1698, 1610, 1584, 1567, 1509, 1482, 1444,
N “O 1371, 1341, 1321, 1292, 1258, 1215, 1182, 1152, 1119, 1070, 1018, 985, 966, 827,
NH 802, 700, 677, 648, 636, 575, 543, 495 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,34 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 7,94 (d, J= 7,9 Hz, 2H), 7,26 (d, J = 8,0
Hz, 2H), 6,91 (d, /= 5,2 Hz, 1H), 3,90 (t, J= 5,0 Hz, 4H), 2,97 (t,J = 5,1 Hz, 4H), 2,41 (s, 3H), 1,95
(brs, 1H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 164,4; 162,1; 158,2; 140,8; 135,0; 129,5; 127,0; 105,5; 46,2; 45,1;
21,5 ppm.
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HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za CisH1oN4™ 255,16023; detektovano 255,16031.

HPLC cisto¢a, metoda C: tr = 10,84 min, povrsSina 98,44%; metoda G: tr = 6,18 min, povrsina 98,54%
(A =254 nm).

4-(2-(Piperazin-1-il)pirimidin-4-il)benzonitril (135)

CN Primjenom opste procedure C, polazeci iz 122 (80 mg, 0,22 mmol), dobijeno je
jedinjenje 135 (58 mg, 100%). Cvrsta supstanca zute boje.

t.t. 197 - 199 °C

| \j'\ IC (ATR): v = 3316, 2917, 2850, 2228, 1583, 1561, 1503, 1441, 1345, 1317, 1289,

NTONTY 1259, 1214, 1140, 1058, 1018, 984, 965, 856, 805, 689, 547 cm!.
NH
IH NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,42 (d, J = 5,1 Hz, 1H), 8,12 (d, J = 8,1 Hz, 2H),

7,74 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 6,91 (d, J = 5,1 Hz, 1H), 3,89 (t, /= 5,1 Hz, 4H), 2,95 (t, J = 5,1 Hz, 4H),
1,93 (brs, 1H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 162,2; 162,1; 159,1; 142,1; 132,5; 127,6; 118,7; 113,8; 105,8;
46,1; 45,0 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za CisH¢Ns™ 266,14002; detektovano 266,13991.

HPLC cistoc¢a, metoda A: tr = 5,26 min, povrSina 95,58%; metoda C: tr = 8,77 min, povrSina 97,12%
(A =254 nm).

4-Metil-6-fenil-2-(piperazin-1-il)pirimidin (136)

Primjenom opste procedure C, polazeci iz 123 (45 mg, 0,13 mmol), dobijeno je
jedinjenje 136 (32 mg, 100%). Cvrsta supstanca bez boje.

SN t.t. 94 - 96 °C

P
NJ\N/\ IC (ATR): v=12940, 2849, 2823, 1587, 1564, 1509, 1495, 1442, 1379, 1346, 1314,

K/NH 1294, 1268, 1225, 1186, 1136, 1072, 1052, 1028, 1012, 989, 905, 873, 819, 795,
770, 693, 653, 617, 588, 526, 460 cm.

H NMR (400 MHz, CDCL3): § = 8,06 — 8,01 (m, 2H), 7,47 — 7,42 (m, 3H), 6,83 (s, 1H), 3,92 (t, J =
5,0 Hz, 4H), 2,97 (t, J = 5,1 Hz, 4H), 2,40 (s, 3H), 2,21 (brs, 1H) ppm.

I3C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 168,2; 164,2; 162,3; 138,2; 130,3; 128,7; 127,1; 105,4; 46,2; 45,0;
24,7 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izratunato za CisHioN4" 255,16042; detektovano 255,16027.

HPLC cistoca, metoda A: tr = 5,50 min, povrs§ina 99,63%; metoda C: tr = 9,34 min, povrsina 99,70%
(A =254 nm).

4-(4-Metoksifenil)-6-metil-2-(piperazin-1-il)pirimidin (137)

o] Primjenom opste procedure C, polazeci iz 124 (72 mg, 0,19 mmol), dobijeno je
jedinjenje 137 (52 mg, 98%). Cvrsta supstanca bez boje.

t.t. 107 - 108 °C

B )N\ IC (ATR): v =3255, 2953, 2938, 2886, 2849, 2828, 1722, 1609, 1585, 1569, 1549,
N7 NN 1512, 1469, 1447, 1413, 1378, 1366, 1344, 1321, 1307, 1263, 1226, 1209, 1181,
L_NH 1142, 1109, 1070, 1033, 1016, 993, 953, 888, 853, 817, 792, 733, 679, 658, 637,

594, 544,510 cm™.
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'H NMR (400 MHz, CDCls): ¢ = 8,01 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 6,96 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 6,78 (s, 1H),
3,90 (t, J = 5,0 Hz, 4H), 3,86 (s, 3H), 2,96 (, J = 5,0 Hz, 4H), 2,38 (s, 3H), 2,00 (brs, 1H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCLs): § = 167,9; 163,7; 162,2; 161,5; 130,6; 128,6; 114,0; 104,6; 55,5; 46,2;
45,1; 24,7 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraGunato za C16H210ON4" 285,17099; detektovano 285,17112.

HPLC cistoc¢a, metoda A: tr = 5,51 min, povrSina 96,70%; metoda C: tr = 9,37 min, povrSina 97,26%
(A =254 nm).

4-(4-Fluorfenil)-6-metil-2-(piperazin-1-il)pirimidin (138)

F Primjenom opste procedure C, polazeci iz 125 (90 mg, 0,24 mmol), dobijeno je
jedinjenje 138 (65 mg, 99%). Cvrsta supstanca bez boje.

t.t. 103 — 106 °C

| \/)N\ IC (ATR): v = 3214, 2997, 2933, 2904, 2847, 1601, 1558, 1506, 1446, 1378, 1346,
NN 1293, 1275, 1224, 1155, 1127, 1088, 1014, 974, 043, 887, 847, 810, 788. 613, 597,
L_NH 544, 505 cm”!

H NMR (400 MHz, CDCL3): & = 8,06 — 8,00 (m, 2H), 7,15 — 7,09 (m, 2H), 6,78 (s, 1H), 3,91 (t, J=
5,1 Hz, 4H), 2,97 (t, J = 5,1 Hz, 4H), 2,39 (s, 3H), 2,12 (brs, 1H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCLs): 6 = 168.,4; 164,3 (d, Jor = 251 Hz); 163,1; 162,2; 134,3 (d, Jer = 3
Hz); 129,1 (d, Jer= 9 Hz); 115,6 (d, Jer = 22 Hz); 105,0; 46,2; 45,0; 24,7 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za CisHisN4F" 273,15100; detektovano 273,15093.

HPLC cistoc¢a, metoda A: tr = 5,57 min, povrSina 98,04%; metoda C: tr = 9,39 min, povrsina 99,37%
(A =254 nm).

4-Metil-2-(piperazin-1-il)-6-(p-tolil)pirimidin (139)

Primjenom opste procedure C, polazeci iz 126 (90 mg, 0,24 mmol), dobijeno je
jedinjenje 139 (63 mg, 96%). Cvrsta supstanca bez boje.

t.t. 95-97°C

By IC (ATR): v = 3242, 3065, 3001, 2982, 2941, 2886, 2851, 2825, 2656, 1611, 1569,
N NO 1550, 1511, 1468, 1443, 1377, 1344, 1322, 1298, 1262, 1223, 1204, 1185, 1167,
NH 1141, 1109, 1071, 1013, 991, 889, 852, 812, 791, 720, 680, 657, 588, 546, 478 cm"

H NMR (400 MHz, CDCLs): § = 7,96 — 7,92 (m, 2H), 7,27 — 7,23 (m, 2H), 6,81 (s, 1H), 3,91 (t, J=
5,0 Hz, 4H), 2,97 (t, J = 5,1 Hz, 4H), 2,40 (s, 3H), 2,39 (s, 3H), 1,91 (brs, 1H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 168,0; 164,1; 162,3; 140,5; 135,4; 129,4; 127,0; 105,1; 46,3; 45,1;
24.7; 21,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izratunato za Ci1sH21N4" 269,17607; detektovano 269,17611.

HPLC cistoca, metoda A: tr = 5,67 min, povrSina 97,46%; metoda C: tr = 9,63 min, povrsina 96,69%
(A =254 nm).
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4-(6-Metil-2-(piperazin-1-il)pirimidin-4-il)benzonitril (140)

CN Primjenom opste procedure C, polazeci iz 127 (62 mg, 0,16 mmol), dobijeno je
jedinjenje 140 (41 mg, 89%). Cvrsta supstanca Zute boje.
t.t. 65— 67 °C
| \j‘\ IC (ATR): v=3594, 3330, 3207, 3079, 2990, 2947, 2917, 2850, 2746, 2228, 1725,

N N/\ 1641, 1582, 1566, 1551, 1505, 1450, 1374, 1347, 1316, 1296, 1269, 1225, 1137,
K/NH 1108, 1017, 995, 888, 837, 815, 788, 590, 544 cm™.

H NMR (400 MHz, CDCL): 6 = 8,12 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,73 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 6,82 (s, 1H),
3,90 (t, J = 5,0 Hz, 4H), 2,96 (t, J = 5,1 Hz, 4H), 2,41 (s, 3H), 1,85 (brs, 1H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 169,0; 162,2; 162,0; 142,5; 132,5; 127,7; 118,8; 113.5; 105,6;
46,2; 45,1; 24,7 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izratunato za CisHisNs" 280,15567; detektovano 280,15574.

HPLC ¢disto¢a, metoda A: tr = 5,45 min, povrsSina 98,52%; metoda C: tr = 9,07 min, povrsina 98,93%
(A =254 nm).

4,6-Difenil-2-(piperazin-1-il)pirimidin (141)

Primjenom opste procedure C, polaze¢i iz 128 (291 mg, 0,699 mmol), dobijeno
je jedinjenje 141 (200 mg, 90%). Cvrsta supstanca svetlo Zute boje.

SN t.t. 152 - 155 °C

PR
Ph™ N N/\ IC (ATR): v = 3298, 3061, 2996, 2942, 2848, 2739, 1690, 1586, 1564, 1546,

K/NH 1494, 1449, 1360, 1315, 1295, 1265, 1233, 1201, 1183, 1125, 1070, 1029, 986,
970, 923, 834, 763, 691, 632 cm’'.

TH NMR (500 MHz, CDCl3+CD3OD): 6 = 8,07 — 8,03 (m, 4H), 7,45 — 7,41 (m, 6H), 7,37 (s, 1H),
4,00 (t, J=5,2 Hz, 4H), 2,97 (t, J= 5,0 Hz, 4H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCI3+CD30D): 6 = 165,3; 162,1; 138,0; 130,4; 128,7; 127,1; 102,3; 45,3;
44,2 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izratunato za C20H21N4" 317,17607; detektovano 317,17545.
4-(4-Metoksifenil)-6-fenil-2-(piperazin-1-il)pirimidin (142)

o~ Primjenom opste procedure C, polaze¢i iz 129 (86 mg, 0,19 mmol), dobijeno je
jedinjenje 142 (60 mg, 90%). Cvrsta supstanca bez boje.
t.t. 139 -142 °C
| =N IC (ATR): v = 2944, 2921, 2836, 1722, 1689, 1608, 1584, 1565, 1542, 1512,
Ph N/)\ 1494, 1460, 1442, 1358, 1301, 1256, 1239, 1171, 1118, 1073, 1029, 985 969,

K/NH 923, 897, 835, 820, 768, 734, 693 654, 638, 605, 581 536,517, 466 cm™!

'H NMR (400 MHz, CDCls): § = 8,13 — 8,07 (m, 4H), 7,51 — 7,45 (m, 3H), 7,35 (s, 1H), 7,03 — 6,98
(m, 2H), 4,03 (t, J = 5,0 Hz, 4H), 3,88 (s, 3H), 3,02 (t, J = 5,1 Hz, 4H), 2,27 (brs, 1H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCLy): 6 = 165,1; 164.,8; 162,4; 161,7; 138,5; 130,8; 130,3; 128,7; 128,7;
127,2; 114,1; 101,3; 55.,5; 46,2; 45,0 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izra¢unato za C21H230N4" 347,18664; detektovano 347,18672.
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HPLC cistoc¢a, metoda A: tr = 6,07 min, povrSina 95,03%; metoda B: tr = 7,66 min, povrsSina 97,19%
(A =254 nm).

4-(4-Fluorfenil)-6-fenil-2-(piperazin-1-il)pirimidin (143)

F Primjenom opste procedure C, polaze¢i iz 130 (165 mg, 0,38 mmol), dobijeno je
jedinjenje 143 (127 mg, 100%). Cvrsta supstanca Zute boje.

t.t. 154 - 156 °C

| \)N\ IC (ATR): v = 3525, 3057, 2918, 2851, 1695, 1601, 1584, 1566, 1547, 1509,
P N7 N /\ 1496, 1450, 1403, 1359, 1295, 1269, 1231, 1200, 1156 1127, 1070, 1028, 1014,
K/NH 985, 936, 845, 821, 766, 721, 686, 606, 570 503 cm™

'H NMR (400 MHz, CDCl3+CDsO0D): § = 8,09 — 8,04 (m, 4H), 7,47 — 7,45 (m, 3H), 7,37 (s, 1H),
7,14 (t, J = 8,5 Hz, 2H), 4,12 — 4,10 (m, 4H), 3,12 — 3,05 (m, 4H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCI3+CD30D): § = 165,6; 164,5 (d, Jcr = 251 Hz); 164,4; 161,8; 137,8;
134,0 (d, Jcr = 3 Hz); 130,7; 129,2 (d, Jc.r = 9 Hz); 128,8; 127,1; 115,7 (d, Jc-r = 22 Hz); 102,4;
44.,6; 43,0 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za C20H20FN4" 335,16665; detektovano 335,16604.

(BR,6RI9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-
ilizohromen-10-il 4-0kso-4-((2-((4-fenilpirimidin-2-il)amino)etil)amino)butanoat (144)

Primjenom opste procedure D, polazeéi iz artesunata 32 (27 mg,
0,07 mmol) 1 111 (15 mg, 0,07 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje
144 (23 mg, 56%). BeZ ulje.

[ 7 — 2,5 (c 0,08, CHaCly)

IC (ATR): v =3378, 2954, 2926, 2871, 2854, 1749, 1703, 1634,

1590, 1571, 1530, 1497, 1461, 1415, 1377, 1363, 1326, 1278,

1250, 1228, 1202, 1162, 1132, 1098, 1051, 1036, 1018, 949, 927,
910, 877, 849, 824, 770, 737, 697, 629, 551, 487 cm™.

'H NMR (500 MHz, CDCl; + CD;0D): 6 = 8,20 — 8,15 (m, 1H), 7,96 — 7,89 (m, 2H), 7,44 — 7,41
(m, 1H), 7,40 — 7,36 (m, 3H), 6,93 — 6,90 (m, 1H), 5,63 (d, J=9,9 Hz, 1H), 5,32 (s, 1H), 3,56 — 3,50
(m, 2H), 3,43 — 3,32 (m, 2H), 2,66 — 2,55 (m, 2H), 2,46 — 2,30 (m, 3H), 2,25 (td, /= 14,0 Hz, J=4,0
Hz, 1H), 1,95 — 1,89 (m, 1H), 1,82 — 1,75 (m, 1H), 1,68 — 1,54 (m, 2H), 1,49 (dt, J= 13,8 Hz, J=4,5
Hz, 1H), 1,37 — 1,28 (m, 4H), 1,27 — 1,12 (m, 3H), 0,93 — 0,82 (m, 4H), 0,73 (d, /= 7,2 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCls + CD:OD): § = 172,4; 171,9; 165,3; 162,3; 158,0; 136,9; 130,8; 128,8;
127,0; 106,6; 104,5; 92,2; 91,5; 80,2; 51,4; 45,1; 40,7; 39,9; 37,2; 36,1; 33.9; 31,6; 30,5; 29,7; 25,5;
24,5;21,8; 20,0; 11,8 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izratunato za C3Hs1O7Ns" 581,29698; detektovano
581,29757.

HPLC c¢isto¢a, metoda B: tr = 9,50 min, povrSina 98,36%; metoda H: tr = 12,90 min, povrSina
98,33% (A =254 nm).
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(BR,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino|[4,3-
ilizohromen-10-il  4-((2-((4-(4-metoksifenil)pirimidin-2-il)amino)etil)amino)-4-oksobutanoat
(145)

Primjenom opste procedure D, polazeci iz artesunata 32 (27 mg,
0,07 mmol) 1 112 (17 mg, 0,07 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (Si02: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje
145 (15 mg, 36%). Bezbojno ulje.

[a] 2 +7,5 (c 0,07, CH2Clo)

IC (ATR): v =3374, 2926, 2871, 2854, 1748, 1660, 1607, 1573,

1529, 1510, 1461, 1413, 1377, 1362, 1326, 1306, 1281, 1251,

1207, 1132, 1098, 1035, 1018, 949, 927, 910, 877, 846, 808, 762,
o 736,700, 582,551, 523, 487 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,27 (d, J= 5,3 Hz, 1H), 8,01 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,98 (d, J= 8,7
Hz, 2H), 6,95 (d, J= 5,3 Hz, 1H), 6,75 (t, J=4,9 Hz, 1H), 5,76 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 5,73 — 5,67 (m,
1H), 5,38 (s, 1H), 3,87 (s, 3H), 3,62 — 3,71 (m, 2H), 3,58 — 3,45 (m, 2H), 2,80 — 2,63 (m, 2H), 2,57 —
2,29 (m, 4H), 1,99 (dt, J= 14,6 Hz, J= 4,1 Hz, 1H), 1,89 — 1,81 (m, 1H), 1,75 — 1,68 (m, 1H), 1,67
— 1,54 (m, 2H), 1,46 —1,39 (m, 4H), 1,37 — 1,20 (m, 3H), 1,01 — 0,91 (m, 4H), 0,82 (d, J = 7,1 Hz,
3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 172,0; 171,8; 164,5; 162,8; 162,0; 158,2; 129,6; 128,7; 114,3;
106,2; 104,5; 92,3; 91,6; 80,2; 55,6; 51,6; 45,3; 41,1, 40,9; 37,3; 36,3; 34,2; 31,8; 31,3; 30,2; 26,0;
24,7, 22,1; 20,3; 12,2 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za C3Hs3OsNs™ 611,30754; detektovano
611,30725.

HPLC Cdisto¢a, metoda B: tr = 9,26 min, povrsina 99,90%; metoda E: tr = 10,02 min, povrSina
98,10% (A =254 nm).

(BR,6RI9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-
ilizohromen-10-il 4-((2-((4-(4-fluorfenil)pirimidin-2-il)amino)etil)amino)-4-oksobutanoat (146)

Primjenom opste procedure D, polaze¢i iz artesunata 32 (35 mg,
0,09 mmol) 1 113 (21 mg, 0,09 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje
146 (31 mg, 61%). Zuto ulje.

[al 5 — 7,5 (¢ 0,08, CHCly)

IC (ATR): v =3378, 2953, 2926, 2871, 2854, 1748, 1703, 1664,

1602, 1574, 1531, 1508, 1461, 1413, 1377, 1363, 1298, 1277,

1229,1159,1132,1098, 1036, 1017, 949,927, 877,851, 809, 762,
F 736,701,571,515 cm™.

H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,31 — 8,24 (m, 1H), 8,09 — 8,00 (m, 2H), 7,18 — 7,12 (m, 2H), 6,96
~ 6,93 (m, 1H), 6,71 (brs, 1H), 5,75 (d, J=9,8 Hz, 1H), 5,38 (s, 1H), 3,71 — 3,61 (m, 2H), 3,58 — 3,44
(m, 2H), 2,78 — 2,64 (m, 2H), 2,56 — 2,28 (m, 4H), 2,02 — 1,95 (m, 1H), 1,89 — 1,80 (m, 1H), 1,75 —
1,54 (m, 3H), 1,45 — 1,34 (m, 4H), 1,33 — 1,17 (m, 3H), 1,02 — 0,87 (m, 4H), 0,82 (d, J= 7,1 Hz, 3H)
ppm.
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13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 172,0; 171,9; 164,7 (d, Jc-r= 252 Hz); 164,3; 164,1; 162,3; 133,2
(d, Jcr=3 Hz); 129,3 (d, Jcr= 9 Hz); 116,0 (d, Jcr= 22 Hz); 106,3; 104,6; 92,3; 91,6; 80,2; 51,6;
45,3;41,2; 40,4; 37,3; 36,3; 34,2; 31,8; 31,2; 30,1; 26,0; 24,7; 22,1; 20,3; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izracunato za C31HsO7N4sF" 599,28755; detektovano
599,28769.

HPLC ¢istoc¢a, metoda B: tr = 9,70 min, povrsina 97,72%; metoda I: tr = 10,35 min, povr$ina 98,49%
(A =254 nm).
(BR,6RI9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-
ilizohromen-10-il 4-0kso-4-((2-((4-(p-tolil)pirimidin-2-il)amino)etil)amino)butanoat (147)

Primjenom opste procedure D, polazeci iz artesunata 32 (38 mg,
0,10 mmol) 1 114 (23 mg, 0,10 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (Si02: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje
147 (36 mg, 64%). Smede ulje.

[a] 2 — 5,0 (¢ 0,06, CHCly)

IC (ATR): v =3353, 2953, 2925, 2870, 2854, 1748, 1659, 1586,
1574, 1530, 1511, 1461, 1415, 1377, 1362, 1277, 1250, 1228,
1207, 1184, 1162, 1132, 1098, 1036, 1018, 948, 927, 910, 877,
848, 825, 803, 762, 738, 704, 573, 502 cm.

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,24 — 8,19 (m, 1H), 7,95 — 7,90 (m, 2H), 7,29 — 7,25 (m, 2H), 6,98
- 6,95 (m, 1H), 6,79 — 6,74 (m, 1H), 5,75 (d, J=9,8 Hz, 1H), 5,38 (s, 1H), 3,69 — 3,62 (m, 2H), 3,56
- 3,48 (m, 2H), 2,78 2,62 (m, 2H), 2,57 — 2,28 (m, 7H), 2,02 — 1,96 (m, 1H), 1,89 — 1,81 (m, 1H),
1,76 — 1,54 (m, 3H), 1,48 — 1,37 (m, 4H), 1,35 - 1,18 (m, 3H), 1,02 — 0,88 (m, 4H), 0,81 (d, /= 7,1
Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 175,9; 171,9; 171,8; 165,5; 164,8; 141,5; 134,2; 129,7; 127,2;
106,4; 104,5; 92,2; 91,5; 80,2; 51,6; 45,3; 41,0; 40,6; 37,3; 36,3; 34,2; 31,8; 31,0; 30,0; 26,0; 24,7;
22,0; 21,6; 20,3; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izratunato za C3Hs307Ns" 595,31263; detektovano
595,31210.

HPLC cisto¢a, metoda B: tr = 9,61 min, povrSina 99,70%; metoda H: tr = 13,55 min, povrSina
99,38% (A =254 nm).

(BR,6RI9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-
ilizohromen-10-il 4-((2-((4-(4-cijanofenil)pirimidin-2-il)amino)etil)amino)-4-oksobutanoat
(148)

Primjenom opste procedure D, polazeéi iz artesunata 32 (42 mg,
0,11 mmol) 1 115 (26 mg, 0,11 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje
148 (20 mg, 31%). Smede ulje.

[a] 7 + 45,0 (¢ 0,04, CH2CL)

IC (ATR): v = 3369, 2953, 2925, 2870, 2854, 2228, 1747, 1657,

1585, 1555, 1531, 1503, 1459, 1416, 1377, 1276, 1249, 1228,

1202,1163, 1129, 1096, 1035, 1017, 927,910, 877, 855, 824, 810,
CN 762,737, 695,550 cm™.
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H NMR (400 MHz, CDCL): 5 = 8,36 (s, 1H), 8,13 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,75 (d, J = 8,0 Hz, 2H),
7,00 (s, 1H), 6,64 (s, 1H), 5,74 (d, J=9,8 Hz, 1H), 5,38 (s, 1H), 3,69 — 3,45 (m, 4H), 2,76 — 2,66 (m,
2H), 2,54 — 2,29 (m, 4H), 1,98 (dt, J = 14,7 Hz, J = 3,6 Hz, 1H), 1,88 — 1,80 (m, 1H), 1,75 — 1,55 (m,
3H), 1,44 — 1,34 (m, 4H), 1,33 — 1,16 (m, 3H), 1,01 — 0,89 (m, 4H), 0,81 (d, J= 7,1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 172,0; 163,1; 158,6; 141,3; 132,6; 127,7; 118,5; 114,2; 106,9;
104,5; 92.,3; 91,5; 80,2; 51,6; 45,2; 41,3; 40,0; 37,3; 36,3; 34,1; 31,8; 31,2; 30,1; 28.,3; 26,0; 24,6;
22,0;20,3; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za CsHiO7Ns" 606,29223; detektovano
606,29261.

HPLC c¢isto¢a, metoda B: tr = 9,27 min, povrsina 97,60%; metoda I: tr = 9,98 min, povrsina 96,15%
(A =254 nm).

(BR,6R,9R,108,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-
ilizohromen-10-il 4-((2-((4-metil-6-fenilpirimidin-2-il)amino)etil)amino)-4-oksobutanoat (149)

Primjenom opste procedure D, polazeci iz artesunata 32 (42
mg, 0,11 mmol) 1 116 (25 mg, 0,11 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je
jedinjenje 149 (36 mg, 58%). BeZ ulje.

[a] &~ 1,4 (¢ 0,07, CH2Cl)

IC (ATR): v=3345, 2954, 2925, 2870, 2854, 1748, 1704, 1659,

1578, 1558, 1496, 1461, 1377, 1346, 1250, 1227, 1206, 1161,

1131, 1098, 1035, 1017, 946, 926, 877, 848, 825,771, 737, 696,
644, 592, 549 cm’!.

H NMR (400 MHz, CDCL3): 6 = 8,05 — 7,98 (m, 2H), 7,49 — 7,43 (m, 3H), 6,96 (s, 1H), 6,90 (s, 1H),
5,75 (d, J= 9,8 Hz, 1H), 5,58 (t, J = 6,1 Hz, 1H), 5,39 (s, 1H), 3,70 — 3,62 (m, 2H), 3,56 — 3,45 (m,
2H), 2,79 — 2,47 (m, 4H), 2,42 — 2,28 (m, 5H), 2,03 — 1,97 (m, 1H), 1,90 — 1,82 (m, 1H), 1,77 — 1,54
(m, 3H), 1,48 — 1,39 (m, 4H), 1,38 — 1,21 (m, 3H), 1,02 — 0,90 (m, 4H), 0,81 (d, /= 7,1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,9; 171,6; 168,6; 164,7; 163,1; 137,5; 130,6; 128,9; 127,1;
106,7; 104,5; 92,2; 91,6; 80,2; 51,7; 45,3; 41,5; 41,1; 37,3; 36,3; 34,2; 31,9; 31,1; 30,0; 26,0; 24,7;
24,5, 22,1;20,3; 12,2 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za C3Hs3O7Ns™ 595,31263; detektovano
595,31258.

HPLC c¢isto¢a, metoda B: tr = 9,42 min, povrSina 99,52%; metoda E: tr = 10,48 min, povrSina
98,59% (A =254 nm).
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(BR,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino|[4,3-
ilizohromen-10-il 4-0kso-4-(4-(4-fenilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)butanoat (150)

Primjenom opste procedure D, polazeci iz artesunata 32 (56 mg,
0,14 mmol) i 131 (35 mg, 0,14 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje
150 (64 mg, 73%). Bezbojno ulje.

[a] 5 — 4,33 (c 0,3, CHxCly)

IC (ATR): v = 3059, 2926, 2872, 1750, 1650, 1588, 1567, 1554,
1495, 1440, 1376, 1344, 1277, 1255, 1218, 1163, 1132, 1100, 1036,
1017, 983,927, 877, 845, 825, 770, 735, 698, 629 cm.

TH NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,39 (d, /= 4,9 Hz, 1H), 8,07 —
8,01 (m, 2H), 7,50 — 7,45 (m, 3H), 6,99 (d, J=4,6 Hz, 1H), 5,80 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 5,43 (s, 1H),
4,01 -3,90 (m, 4H), 3,77 — 3,71 (m, 2H), 3,64 — 3,58 (m, 2H), 2,91 — 2,54 (m, 5SH), 2,37 (td, /= 14,0
Hz, J=3,9 Hz, 1H), 2,05 - 1,99 (m, 1H), 1,93 — 1,84 (m, 1H), 1,81 — 1,67 (m, 2H), 1,62 (dt, J= 13,8
Hz, J=4,5 Hz, 1H), 1,53 — 1,41 (m, 4H), 1,40 — 1,22 (m, 3H), 1,05 — 0,93 (m, 4H), 0,88 (d, /= 7,1
Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 172,0; 169,9; 164,6; 161,8; 158,5; 155,4; 137,5; 130,8; 128,8;
127,1; 106,4; 104,6; 92,2; 91,6; 80,3; 51,7; 45,4; 43,9; 43,8; 41,8; 37.,4; 36,4; 34,2; 32,0; 29.,6; 27,9;
26,1;24,7; 22,1, 20,3; 12,2 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za Cs3Hs3O7Ns™ 607,31263; detektovano
607,31189.

HPLC C¢isto¢a, metoda A: tr = 9,56 min, povrsina 99,72%; metoda F: tr = 11,91 min, povrSina
99,51% (A =254 nm).

(BR,6RI9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-
ilizohromen-10-il 4-(4-(4-(4-metoksifenil)pirimidin-2-il)piperazin-1-il)-4-oksobutanoat (151)

Primjenom opste procedure D, polaze¢i iz artesunata 32 (41 mg 0,11
mmol) 1 132 (29 mg, 0,11 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si0O2: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje 151 (58 mg,
85%). Bezbojno ulje.

[ 7 — 2,5 (c 0,16, CHCly)

IC (ATR): v = 2927, 2872, 1750, 1650, 1608, 1586, 1566, 1511,
1439, 1376, 1344, 1303, 1277, 1252, 1217, 1173, 1132, 1100, 1036,
1017, 983, 927, 877, 846, 809, 735, 701, 584 cm’".

TH NMR (400 MHz, CDCl3): = 8,32 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 8,01 (d,

OL J=8,6 Hz, 2H), 6,97 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 6,92 (d, J = 5,3 Hz, 1H),

5,79 (d,J=9,8 Hz, 1H), 5,43 (s, 1H), 3,99 — 3,98 (m, 4H), 3,86 (s, 3H), 3,72 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,59

(t,J=5,2 Hz, 2H), 2,90 — 2,54 (m, 5H), 2,36 (td, J = 14,0, J = 3,9 Hz, 1H), 2,05 — 1,97 (m, 1H), 1,92

1,83 (m, 1H), 1,80 — 1,66 (m, 2H), 1,61 (dt, J= 13,9, J = 4,4 Hz, 1H), 1,52 — 1,40 (m, 4H), 1,39 —
1,19 (m, 3H), 1,05 — 0,92 (m, 4H), 0,87 (d, J = 7,1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,9; 169,9; 164,1; 161,9; 161,7; 158,1; 129,9; 128,6; 114,1;
105,7; 104,5; 92,2; 91,6; 80,2; 55,5; 51,7; 45,4; 43,9; 43,7; 41,8; 37.4; 36,3; 34,2; 32,0; 29,6; 27,9;
26,1; 24,7; 22,1, 20,3; 12,2 ppm.
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HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za CssHisOsNs™ 637,32319; detektovano
637,32255.

HPLC Cdisto¢a, metoda A: tr = 9,56 min, povrSina 98,74%; metoda F: tr = 11,91 min, povrSina
99,46% (AL =254 nm).
(BR,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino|[4,3-
ilizohromen-10-il 4-(4-(4-(4-fluorofenil)pirimidin-2-il)piperazin-1-il)-4-oksobutanoat (152)

Primjenom opste procedure D, polazeéi iz artesunata 32 (50 mg,
0,13 mmol) i 133 (34 mg, 0,13 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje
152 (51 mg, 62%). Bezbojno ulje.

[a] 7 — 1,36 (c 0,07, CHxCly).

IC (ATR): v = 3457, 2953, 2925, 2870, 2854, 1749, 1650, 1602,

1569, 1508, 1441, 1377, 1344, 1291, 1276, 1224, 1158, 1131, 1099,

1017, 983, 926, 910, 877, 851, 824, 809, 762, 736, 700, 573, 512
-1

cm™.

F 1H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,37 (d, J = 5,1 Hz, 1H), 8,06 —
8,01 (m, 2H), 7,18 — 7,11 (m, 2H), 6,93 (d, J= 5,1 Hz, 1H), 5,79 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 5,43 (s, 1H),
3,99 — 3,88 (m, 4H), 3,72 (t, J= 5,3 Hz, 2H), 3,60 (t, /= 5,2 Hz, 2H), 2,91 — 2,52 (m, 5H), 2,36 (td,
J=14,0,J=4,0 Hz, 1H), 2,08 — 1,98 (m, 1H), 1,92 — 1,83 (m, 1H), 1,80 — 1,67 (m, 2H), 1,61 (dt, J
=13,9,J=4,5Hz, 1H), 1,53 — 1,40 (m, 4H), 1,39 — 1,22 (m, 3H), 1,05 - 0,92 (m, 4H), 0,87 (d, J =
7,1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,9; 169,9; 164,5 (d, Jc.r= 251 Hz); 163,5; 161,8; 158,6; 133,7
(d, Jcr= 3 Hz); 129,1 (d, Jcr= 9 Hz); 115,8 (d, Jcr= 22 Hz); 106,0; 104,6; 92,2; 91,6; 80,3; 51,7;
45,4;45,3; 43,9; 43,7; 41,8; 37.4; 36,3; 34,2; 32,0; 29,6; 27.9; 26,1; 24,7; 22,1; 20,3; 12,2 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za C33HaO7N4F" 625,30320; detektovano
625,30266.

HPLC C¢isto¢a, metoda B: tr = 9,89 min, povrSina 98,83%; metoda E: tr = 11,16 min, povrSina
98,53% (A =254 nm).
(BR,6RI9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-
ilizohromen-10-il 4-okso-4-(4-(4-(p-tolil)pirimidin-2-il)piperazin-1-il)butanoat (153)

Primjenom opste procedure D, polaze€i iz artesunata 32 (46 mg,
0,12 mmol) 1 134 (30 mg, 0,12 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje
153 (35 mg, 49%). Bezbojno ulje.

[a] 5 7.5 (¢ 0,08, CH2Cl,)

IC (ATR): v = 3427, 2953, 2925, 2870, 2854, 1748, 1650, 1584,
1567, 1553, 1493, 1440, 1377, 1343, 1277, 1252, 1215, 1184, 1163,
1131, 1099, 1036, 1017, 983, 927, 877, 846, 824, 804, 762, 737,
699, 574, 498 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,36 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 7,96 —

7,92 (m, 2H), 7,29 — 7,24 (m, 2H), 6,96 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 5,80 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 5,44 (s, 1H),

4,00 — 3,88 (m, 4H), 3,72 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3,60 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 2,90 — 2,54 (m, 5H), 2,41 (s,

3H), 2,38 — 2,31 (m, 1H), 2,06 — 1,98 (m, 1H), 1,92 — 1,84 (m, 1H), 1,80 — 1,67 (m, 2H), 1,61 (dt, J
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=14,1,J=4,5 Hz, 1H), 1,53 — 1,40 (m, 4H), 1,39 — 1,22 (m, 3H), 1,06 — 0,93 (m, 4H), 0,87 (d, J =
7,1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 172,0; 170,0; 167,4; 164,6; 161,8; 158,2; 155,6; 141,1; 134,7,
129,6; 127,1; 106,2; 104,6; 92,2; 91,6; 80,3; 51,7; 45,4, 43,9; 43,7; 41,8; 37,4; 36,4; 34,2; 32,0; 29,6;
27,9; 26,1; 24,7, 22,1; 21,6; 20,3; 12,2 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izratunato za CssHssO7Ns" 621,32828; detektovano
621,32768.

HPLC Cdisto¢a, metoda A: tr = 9,92 min, povrsina 99,06%; metoda E: tr = 12,97 min, povrSina
99,25% (A =254 nm).

(BR,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino|[4,3-
ilizohromen-10-il 4-(4-(4-(4-cijanofenil)pirimidin-2-il)piperazin-1-il)-4-oksobutanoat (154)

Primjenom opste procedure D, polazeci iz artesunata 32 (31 mg,
0,08 mmol) 1 135 (22 mg, 0,08 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje
154 (23 mg, 44%). Zuto ulje.

[a] 2 — 3,0 (c 0,07, CH2Cl,)

IC (ATR): v = 3428, 2954, 2925, 2870, 2854, 2228, 1748, 1649,
1582, 1561, 1501, 1439, 1377, 1344, 1278, 1251, 1219, 1163, 1131,
1099, 1017, 983, 927, 877, 856, 810, 762, 737, 691, 549 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,45 (d, J = 5,1 Hz, 1H), 8,13 (d,

CN J=28,1 Hz, 2H), 7,76 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 6,99 (d, J = 5,1 Hz, 1H),

5,79 (d, J= 9,8 Hz, 1H), 5,43 (s, 1H), 4,00 — 3,88 (m, 4H), 3,73 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 3,61 (t, J=5,2

Hz, 2H), 2,91 — 2,52 (m, 5H), 2,36 (td, /= 14,0 Hz, J= 3,9 Hz, 1H), 2,05 — 1,98 (m, 1H), 1,92 — 1,84

(m, 1H), 1,80 — 1,66 (m, 2H), 1,61 (dt, J= 13,9 Hz, J=4,5 Hz, 1H), 1,52 — 1,40 (m, 4H), 1,39 — 1,22
(m, 3H), 1,06 — 0,93 (m, 4H), 0,87 (d, /= 7,1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 171,9; 170,0; 162,5; 161,8; 159,2; 141,8; 132,6; 127,7; 118,6;
114,0; 106,6; 104,6; 92,2; 91,6; 80,3; 51,7; 45,4; 45,3, 43,9; 43,7, 41,7; 37,4; 36,3; 34,2; 32,0; 29,6;
27,9; 26,1; 24,7; 22,1; 20,3; 12,2 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izracunato za C3sHs1O7NsNa® 654,28982; detektovano
654,28938.

HPLC distoc¢a, metoda B: tr = 9,69 min, povrSina 97,49%; metoda E: tr = 9,14 min, povrSina 99,21%
(A =254 nm).
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(BR,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino|[4,3-
ilizohromen-10-il 4-(4-(4-metil-6-fenilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)-4-oksobutanoat (155)

Primjenom opste procedure D, polazeéi iz artesunata 32 (27 mg,
0,07 mmol) 1 136 (18 mg, 0,07 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje
155 (24 mg, 56%). Bezbojno ulje.

[a] 5 — 24 (c 0,07, CHxCl,)
0 LUNN

WNI/ IC (ATR): v = 3352, 2954, 2924, 2870, 2853, 1747, 1649, 1570,
1553, 1493, 1444, 1377, 1348, 1277, 1249, 1221, 1162, 1132,

1099, 1017, 949, 926, 910, 878, 849, 825, 770, 738, 696, 591 cm”
1

X
=

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,05 — 8,01 (m, 2H), 7,48 — 7,44 (m, 3H), 6,88 (s, 1H), 5,80 (d, J =
9,8 Hz, 1H), 5,44 (s, 1H), 4,03 — 3,87 (m, 4H), 3,72 (t,J = 5,4 Hz, 2H), 3,60 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 2,90
—2,53 (m, 5H), 2,44 — 2,32 (m, 4H), 2,05 — 1,98 (m, 1H), 1,92 — 1,85 (m, 1H), 1,81 — 1,68 (m, 2H),
1,62 (dt,J= 13,8 Hz, J=4,5 Hz, 1H), 1,54 — 1,41 (m, 4H), 1,40 — 1,23 (m, 3H), 1,11 — 0,94 (m, 4H),
0,88 (d, J=7,1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 172,0; 169,9; 168,4; 164,3; 162,0; 137,9; 130,5; 128.,8; 127,1;
106,0; 104,6; 92,2; 91,6; 80,3; 51,7; 45,4; 45,4; 44,0; 43,8; 41,9; 37,4; 36,4; 34,2; 32,0; 29,6; 27.9;
26,1; 24,7; 24,6; 22,1; 20,3; 12,2 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izrafunato za CssHssO7Ns" 621,32828; detektovano
621,32789.

HPLC Ccisto¢a, metoda B: tr = 10,21 min, povrSina 99,32%; metoda E: tr = 12,90 min, povrSina
97,38% (A =254 nm).

(BR,6RI9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-
ilizohromen-10-il 4-(4-(4-(4-metoksifenil)-6-metilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)-4-oksobutanoat
(156)

Primjenom opste procedure D, polazeci iz artesunata 32 (54 mg,
0,14 mmol) 1 137 (40 mg, 0,14 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (S102: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje
156 (57 mg, 62%). Bezbojno ulje.

[a] 2 +20,0 (c 0,08, CH:Cly)

IC (ATR): v =3478, 2953, 2925, 2870, 2854, 1749, 1649, 1608,
1585, 1571, 1550, 1513, 1493, 1443, 1377, 1350, 1305, 1277,
1254, 1222, 1172, 1132, 1099, 1035, 1017, 947, 926, 910, 877,
846, 824, 790, 762, 736, 701, 646, 593, 547, 514, 486 cm™.

< 'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,00 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 6,97
(d, J= 8,2 Hz, 2H), 6,82 (s, 1H), 5,80 (d, J= 9,8 Hz, 1H), 5,43 (s, 1H), 4,03 — 3,88 (m, 4H), 3,86 (s,
3H), 3,71 (t,J = 5,3 Hz, 2H), 3,59 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 2,91 — 2,54 (m, 5H), 2,42 — 2,32 (m, 4H), 2,05
~ 1,99 (m, 1H), 1,92 — 1,84 (m, 1H), 1,81 — 1,67 (m, 2H), 1,61 (dt, J= 13,7 Hz, J= 4,5 Hz, 1H), 1,53
~ 1,41 (m, 4H), 1,40 — 1,19 (m, 3H), 1,08 — 0,93 (m, 4H), 0,87 (d, J= 7,4 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 172,0; 169,9; 168,1; 163,8; 161,9; 161,7; 130,3; 128.,6; 114,1;
105,2; 104,6; 92,2; 91,6; 80,3; 55,5; 51,7; 45,5; 45,4; 44,0; 43,8; 41,9; 37,4; 36,4; 34,2; 32,0; 29,6;
27,9; 26,1; 24,7, 24,6; 22,1; 20,3; 12,2 ppm.
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HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za CssHa7OsNs™ 651,33884; detektovano
651,33893.

HPLC Cdisto¢a, metoda A: tr = 9,80 min, povrsina 99,65%; metoda E: tr = 12,66 min, povrSina
99,08% (A =254 nm).

(BR,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino|[4,3-
ilizohromen-10-il  4-(4-(4-(4-fluorfenil)-6-metilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)-4-oksobutanoat
157

Primjenom opste procedure D, polazedi iz artesunata 32 (62 mg,
0,16 mmol) 1 138 (43 mg, 0,16 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje
157 (54 mg, 54%). Bez ulje.

[a] & — 4,1 (c 0,4, CHyCly)

IC (ATR): v = 3475, 2953, 2925, 2870, 2854, 1749, 1650, 1602,
1572, 1556, 1510, 1494, 1446, 1377, 1348, 1295, 1276, 1224,
1159, 1132, 1099, 1036, 1017, 948, 926, 878, 850, 825, 790, 762,
737,701, 591, 546, 503 cm™.

F TH NMR (400 MHz, CDCL): 6 = 8,05 — 7,98 (m, 2H), 7,15 — 7,08
(m, 2H), 6,81 (s, 1H), 5,78 (d, J= 9,8 Hz, 1H), 5,41 (s, 1H), 3,99 — 3,84 (m, 4H), 3,70 (t, J= 5,2 Hz,
2H), 3,57 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 2,88 — 2,49 (m, 5H), 2,41 — 2,28 (m, 4H), 2,03 — 1,96 (m, 1H), 1,90 —
1,82 (m, 1H), 1,78 — 1,65 (m, 2H), 1,59 (dt, J = 13,9 Hz, J = 4,4 Hz, 1H), 1,51 — 1,38 (m, 4H), 1,37
~ 1,20 (m, 3H), 1,04 — 0,90 (m, 4H), 0,86 (d, J = 7,1 Hz, 3H) ppm.

I3C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,9; 169,8; 168,5; 164,3 (d, Jc.r =251 Hz); 163,1; 161,8; 133,9
(d, Jcr= 3 Hz); 129,0 (d, Jcr= 9 Hz); 115,6 (d, Jcr= 22 Hz); 105,5; 104,5; 92,1; 91,6; 80,2; 51,6;
45,3;45,3;43,9;43,7; 41,8; 37,3; 36,3; 34,1; 31,9; 29,5; 27.8; 26,0; 24,6; 24,6; 22,0; 20,3; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za C3sHasO7N4F™ 639,31885; detektovano
639,31876.

HPLC Ccisto¢a, metoda B: tr = 10,22 min, povrSina 97,58%; metoda E: tg = 11,04 min, povrSina
99,18% (A =254 nm).

(BR,6RI9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-
ilizohromen-10-il 4-(4-(4-metil-6-(p-tolil)pirimidin-2-il)piperazin-1-il)-4-oksobutanoat (158)

Primjenom opste procedure D, polaze¢i iz artesunata 32 (54 mg,
0,14 mmol) 1 139 (38 mg, 0,14 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje
158 (45 mg, 51%). Bezbojno ulje.

20
[a] p +3,0 (c 0,07, CH2Cl2)

IC (ATR): v = 3430, 2954, 2925, 2869, 2854, 1749, 1650, 1570,
1551, 1512, 1493, 1445, 1377, 1348, 1276, 1248, 1222, 1163,
1131, 1099, 1017, 948, 926, 910, 878, 849, 813, 789, 762, 737,
696, 592, 485 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCls): § = 7,96 — 7,91 (m, 2H), 7,28 — 7,24
(m, 2H), 6,86 (s, 1H), 5,80 (d, J= 9,8 Hz, 1H), 5,44 (s, 1H), 4,01 — 3,88 (m, 4H), 3,72 (t, J= 5,3 Hz,
2H), 3,59 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 2,91 — 2,53 (m, SH), 2,43 — 2,33 (m, 7H), 2,05 — 1,98 (m, 1H), 1,92 —
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1,85 (m, 1H), 1,80 — 1,68 (m, 3H), 1,62 (dt, J= 13,8 Hz, J= 4,5 Hz, 1H), 1,53 — 1,41 (m, 4H), 1,40
~ 1,23 (m, 3H), 1,06 — 0,93 (m, 4H), 0,88 (d, J = 7,1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 172,0; 169,9; 168,2; 164,3; 164,2; 161,9; 140,7; 135,0; 129,5;
127,0; 105,7; 104,6; 92,2; 91,6; 80,3; 51,7; 45,4; 45.,4; 44,0; 43,8; 41,9; 37,4; 36,3; 34,2; 32,0; 29,6;
27,9; 26,1; 24,7, 24,6; 22,1; 21,5; 20,3; 12,2 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izratunato za Ci3sHs7O7Ns" 635,34393; detektovano
635,34378.

HPLC cisto¢a, metoda B: tr = 10,56 min, povrsina 95,92%; metoda E: tr = 12,24 min, povrSina
97,27% (L =254 nm).
(BR,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino|[4,3-
ilizohromen-10-il  4-(4-(4-(4-cijanofenil)-6-metilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)-4-oksobutanoat
(159)

Primjenom opste procedure D, polazedi iz artesunata 32 (54 mg,
0,14 mmol) i 140 (39 mg, 0,14 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je jedinjenje
159 (60 mg, 66%). Zuto ulje.

20
[a] p + 6,67 (c 0,06, CH2Clp)

IC (ATR): v = 3428, 2954, 2925, 2870, 2854, 2228, 1748, 1649,
1581, 1566, 1549, 1495, 1446, 1377, 1347, 1278, 1248, 1222,
1162, 1132, 1099, 1035, 1017, 949, 926, 910, 877, 854, 824, 788,
761, 737, 700, 592, 543 cm™.

CN' IH NMR (400 MHz, CDCl): § = 8,12 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,74
(d, J=7,8 Hz, 2H), 6,87 (s, 1H), 5,78 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 5,42 (s, 1H), 4,00 — 3,88 (m, 4H), 3,74 —
3,68 (m, 2H), 3,62 — 3,56 (m, 2H), 2,87 — 2,51 (m, SH), 2,46 — 2,30 (m, 4H), 2,04 — 1,97 (m, 1H),
1,91 — 1,84 (m, 1H), 1,79 — 1,66 (m, 2H), 1,60 (dt, J= 14,1 Hz, J= 4,5 Hz, 1H), 1,52 — 1,39 (m, 4H),
1,38 — 1,21 (m, 3H), 1,05 — 0,92 (m, 4H), 0,86 (d, J= 7,1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,9; 170,0; 169,2; 162,2; 161,8; 142,1; 132,5; 127,7; 118,7;
113,7; 106,3; 104,6; 92,2; 91,6; 80,2; 51,6; 45,4; 45,3, 43,9; 43,7; 41,8; 37,4; 36,3; 34,2; 31,9; 29,6;
27,9; 26,0; 24,7, 24,6; 22,1; 20,3; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izraunato za C3sHs307NsNa® 668,30547; detektovano
668,30517.

HPLC c¢isto¢a, metoda B: tr = 9,93 min, povrSina 98,60%; metoda E: tr = 10,12 min, povrSina
99,55% (A =254 nm).
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(BR,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino|[4,3-
ilizohromen-10-il 4-(4-(4-(4-metoksifenil)-6-fenilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)-4-oksobutanoat
(160)

Primjenom opste procedure D, polazeci iz artesunata 32 (35 mg,
0,09 mmol) i 142 (31 mg, 0,09 mmol), nakon dry-flash
hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 6/4) dobijeno je
jedinjenje 160 (54 mg, 87%). Bez ulje.

20
[a] p —2,8 (¢ 0,04, CH2ClL2)

IC (ATR): v=3430, 2954, 2925, 2870, 2853, 1748, 1649, 1607,
1585, 1564, 1542, 1513, 1495, 1445, 1376, 1361, 1305, 1254,
1173, 1132, 1099, 1017, 984, 926, 910, 877, 846, 827,772, 736,
696, 646, 613, 580, 517 cm™\.

O~ TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,15 — 8,06 (m, 4H), 7,52 —
7,47 (m, 3H), 7,39 (s, 1H), 7,04 — 6,99 (m, 2H), 5,81 (d, J = 9,7 Hz, 1H), 5,44 (s, 1H), 4,17 — 3,98
(m, 4H), 3,89 (s, 3H), 3,80 — 3,74 (m, 2H), 3,68 — 3,61 (m, 2H), 2,91— 2,54 (m, SH), 2,42 — 2,32 (m,
1H), 2,06 — 1,99 (m, 1H), 1,93 — 1,84 (m, 1H), 1,80 — 1,68 (m, 2H), 1,66 — 1,58 (m, 1H), 1,54 — 1,41
(m, 4H), 1,40 — 1,19 (m, 3H), 1,10 — 0,93 (m, 4H), 0,89 (d, J = 7,0 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): = 172,0; 169,9; 167,1; 165,2; 164,9; 162,1; 161,8; 138,3; 130,5;
130,5; 128,8; 128,7; 127,2; 114,2; 104,6; 101,9; 92.2; 91,7; 80,3; 55,6; 51,7; 45,6; 45.4; 44,1; 43,9;
42,0;37,4; 36,4; 34,2; 32,0; 29,7; 28,0; 26,1; 24,7; 22,2; 20,3; 12,2 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraCunato za CaHs9OsNs" 713,35449; detektovano
713,35460.

HPLC cisto¢a, metoda B: tr = 11,36 min, povrsina 95,13%; metoda E: tr = 12,66 min, povrsina
95,11% (A =254 nm).

4-Fenil-2-(4-(prop-2-in-1-il)piperazin-1-il)pirimidin (161)

Primjenom opste procedure E, polaze¢i iz 131 (90 mg, 0,37 mmol), nakon dry-
flash hromatografije (S102: heksan/EtOAc = 6/4), dobijeno je jedinjenje 161 (83

mg, 80%). Cvrsta supstanca beZ boje.
SN

| o
/)\Nﬂ t.t. 118 — 119 °C.

N
=
K/N\// IC (ATR): v = 3235, 3060, 2995, 2949, 2925, 2905, 2888, 2845, 2815, 2750,
2097, 1590, 1566, 1553, 1495, 1467, 1453, 1430, 1372, 1359, 1343, 1328, 1314, 1299, 1255, 1217,
1191, 1161, 1140, 1067, 1031, 1009, 985, 962, 922, 900, 844, 817, 765, 720, 689, 629, 542, 482, 429
-1
cm.

'TH NMR (500 MHz, CDCl3): § = 8,37 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 8,07 — 8,03 (m, 2H), 7,48 — 7,45 (m, 3H),
6,94 (d, J=5,2 Hz, 1H), 3,99 (t, J = 5,2 Hz, 4H), 3,38 (d, J = 2,5 Hz, 2H), 2,67 (t, J = 5,2 Hz, 4H),
2,26 (t,J=2,4 Hz, 1H) ppm.

I3C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 164,5; 162,0; 158,4; 137,8; 130,6; 128,8; 127,1; 105,9; 78,7, 73,5;
52,0; 47,2; 43,8 ppm.
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4-(4-Metoksifenil)-2-(4-(prop-2-in-1-il)piperazin-1-il)pirimidin (162)

e

o Primjenom opste procedure E, polaze¢i iz 132 (144 mg, 0,533 mmol), nakon
dry-flash hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 1/1), dobijeno je jedinjenje 162
(138 mg, 84%). Cvrsta supstanca bez boje.
| SN t.t. 99 — 101 °C.
N/)\N/\ IC (ATR): v = 3213, 3057, 3013, 2990, 2958, 2919, 2902, 2863, 2839, 2817,

N\/ 2772,2749, 2111, 1607, 1588, 1569, 1555, 1511, 1490, 1440, 1378, 1339, 1312,
1248, 1189, 1176, 1148, 1122, 1102, 1055, 1027, 1011, 985, 965, 841, 823, 802,
777, 743, 688, 647, 634, 584, 542, 517, 482, 421 cm™..

IH NMR (500 MHz, CDCls): § = 8,32 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 8,04 — 8,00 (m, 2H), 6,99 — 6,95 (m, 2H),
6,88 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 3,97 (t, J = 5,0 Hz, 4H), 3,86 (s, 3H), 3,37 (d, J = 2,5 Hz, 2H), 2,66 (t, J =
5,0 Hz, 4H), 2,26 (t, J = 2,4 Hz, 1H) ppm.

I3C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 163.9; 161,9; 161,8; 158,1; 130,2; 128,6; 114,1; 105,2; 78.8; 73,5;
55,5; 52,0; 47,2; 43,7 ppm.

4-(4-Fluorfenil)-2-(4-(prop-2-in-1-il)piperazin-1-il)pirimidin (163)

F Primjenom opste procedure E, polaze¢i iz 133 (167 mg, 0,646 mmol), nakon
dry-flash hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 7/3), dobijeno je jedinjenje 163
(153 mg, 79%). Cvrsta supstanca bez boje.

XN t.t. 104 — 107 °C.

P
N)\ IC (ATR): v = 3300, 2908, 2815, 1603, 1571, 1507, 1442, 1407, 1344, 1297

K/N\/ 1258, 1231, 1157, 1139, 1096, 1007, 985, 962, 849, 805, 654, 573, 510 cm’!

TH NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,36 (d, J= 5,0 Hz, 1H), 8,07 — 8,02 (m, 2H), 7,16 — 7,11 (m, 2H),
6,89 (d, J=5,2 Hz, 1H), 3,98 (t, J = 5,1 Hz, 4H), 3,38 (d, /= 2,4 Hz, 2H), 2,66 (t, J = 5,1 Hz, 4H),
2,26 (t,J=2,4 Hz, 1H) ppm.

I3C NMR (125 MHz, CDCl): 6 = 164,5 (d, Jcr= 250 Hz); 163,3; 161,9; 158,5; 133,9; 129,1 (d, Jc-
r=9 Hz); 115,8 (d, Jc-r= 22 Hz); 105,5; 78,7; 73,5; 51,9; 47,2; 43,7 ppm.

4-Metil-6-fenil-2-(4-(prop-2-in-1-il)piperazin-1-il)pirimidin (164)

Primjenom opste procedure E, polaze¢i iz 136 (248 mg, 0,976 mmol), nakon
dry-flash hromatografije (Si02: heksan/EtOAc = 7/3), dobijeno je jedinjenje

164 (196 mg, 69%). Cvrsta supstanca beZ boje.
SN
| A t.t. 9598 °C.

N
K/N\/ IC (ATR): v = 3263, 3010, 2936, 2910, 2889, 2850, 2808, 2749, 1649, 1586,
1555, 1510, 1493, 1439, 1373, 1345, 1312, 1300, 1273, 1222, 1183, 1133, 1071, 1027, 1002, 930,
900, 890, 859, 824, 790, 771, 693, 664, 600, 588, 547, 461, 420 cm'l.

IH NMR (500 MHz, CDCL3): & = 8,05 — 8,02 (m, 2H), 7,47 — 7,43 (m, 3H), 6,84 (s, 1H), 4,00 (t, J =
5,0 Hz, 4H), 3,38 (d, J = 2,5 Hz, 2H), 2,67 (t, J = 5,0 Hz, 4H), 2,41 (s, 3H), 2,26 (t, J = 2,4 Hz, 1H)

13C NMR (125 MHz, CDCls): 5 = 168,3; 164,2; 162,1; 138,1; 130,3; 128,7; 127,1; 105,5; 78,8; 73,5;
52,1;47,2; 43,8; 24,7 ppm.
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4-(4-Metoksifenil)-6-metil-2-(4-(prop-2-in-1-il)piperazin-1-il)pirimidin (165)

o} Primjenom opste procedure E, polazeci iz 137 (256 mg, 0,90 mmol), nakon
dry-flash hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 6/4), dobijeno je jedinjenje
165 (183 mg, 63%). Bezbojna ¢vrsta supstanca.

SN t.t. 110-111 °C.

| N/)\N/\ IC (ATR): v = 3264, 3003, 2971, 2935, 2916, 2845, 2818, 2753, 2731, 2687,
K/N\/& 1609, 1572, 1551, 1513, 1482, 1456, 1424, 1369, 1350, 1329, 1315, 1299,
1267, 1224, 1174, 1139, 1112, 1096, 1074, 1026, 1006, 903, 893, 844, 833,

813, 789, 771, 709, 640, 589, 549, 511, 474 cm™.

'"H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,03 — 7,99 (m, 2H), 6,98 — 6,94 (m, 2H), 6,78 (s, 1H), 3,98 (t, J =
5,1 Hz, 4H), 3,86 (s, 3H), 3,37 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 2,66 (t, J = 5,1 Hz, 4H), 2,38 (s, 3H), 2,26 (t, J =
2,4 Hz, 1H) ppm.

I3C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 168,0; 163,7; 162,1; 161,6; 130,6; 128,6; 114,0; 104,7; 78,8; 73,5;
55,5; 52,1, 47,2; 43,8; 24,7 ppm.

4-(4-Fluorfenil)-6-metil-2-(4-(prop-2-in-1-il)piperazin-1-il)pirimidin (166)

F Primjenom opste procedure E, polaze¢i iz 138 (80 mg, 0,29 mmol), nakon dry-
flash hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 7/3), dobijeno je jedinjenje 166
(68 mg, 75%). Bezbojna ¢vrsta supstanca.

N t.t. 103 — 105 °C.

P
N)\N/\ IC (ATR): v= 3301, 3074, 3000, 2929, 2851, 2816, 2764, 1602, 1558, 1510,

K/N/ 1449, 1403, 1375, 1348, 1303, 1271, 1225, 1157, 1139, 1092, 1007, 893, 850,
816, 790, 656, 591, 502 cm™.

H NMR (500 MHz, CDCls): § = 8,06 — 8,01 (m, 2H), 7,15 — 7,10 (m, 2H), 6,79 (s, 1H), 3,98 (t, J =
5,1 Hz, 4H), 3,38 (d, J = 2,5 Hz, 2H), 2,66 (t, J = 5,1 Hz, 4H), 2,40 (s, 3H), 2,26 (t, J = 2,4 Hz, 1H)

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 168,4; 164,4 (d, Jc.r= 251 Hz); 163,1; 162,1; 134,3; 129,1 (d, Jc-
r=9 Hz); 115,7 (d, Jcr=22 Hz); 105,1; 78,8; 73,5; 52,0; 47,2; 43,7; 24,7 ppm.

4,6-Difenil-2-(4-(prop-2-in-1-il)piperazin-1-il)pirimidin (167)

Primjenom opste procedure E, polazeci iz 141 (189 mg, 0,597 mmol), nakon
dry-flash hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 7/3), dobijeno je jedinjenje

q 167 (172 mg, 81%). Bezbojna Cvrsta supstanca.
B o
o N)\N/\ t.t. 132 —135°C.

Z
K/N\// IC (ATR): v=13295, 3061, 3002, 2930, 2850, 1587, 1563, 1546, 1508, 1494,
1448, 1360, 1330, 1302, 1267, 1233, 1181, 1136, 1099, 1070, 1029, 1006, 987, 827, 762, 690, 663,
632 cm™.

TH NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 8,15 — 8,10 (m, 4H), 7,53 — 7,46 (m, 6H), 7,41 (s, 1H), 4,11 (t, J=
5,1 Hz, 4H), 3,40 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 2,71 (t, J = 5,1 Hz, 4H), 2,27 (t, J = 2,4 Hz, 1H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCl3): § = 165.,4; 162,3; 138,4; 130,4; 128,8; 127,2; 102,1; 78,8; 73,5; 52,1;
47,3; 43,9 ppm.
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4-(4-Metoksifenil)-6-fenil-2-(4-(prop-2-in-1-il)piperazin-1-il)pirimidin (168)

o] Primjenom opste procedure E, polazeci iz 142 (188 mg, 0,543 mmol), nakon
dry-flash hromatografije (SiO2: Heksan/EtOAc = 6/4), dobijeno je jedinjenje
168 (131 mg, 63%). Cvrsta supstanca beZ boje.

N t.t. 128 — 130 °C.

Ph” N N/\ IC (ATR): v=3293, 3062, 3001, 2933, 2837, 1608, 1586, 1564, 1542, 1513,
K/N\/é 1496, 1449, 1362, 1306, 1267, 1236, 1176, 1148, 1031, 1008, 987, 826, 771,
694, 648, 580 cm™.

TH NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,12 — 8,09 (m, 4H), 7,51 — 7,46 (m, 3H), 7,36 (s, 1H), 7,02 — 6,99
(m, 2H), 4,10 (t, /= 5,1 Hz, 4H), 3,88 (s, 3H), 3,40 (d, /= 2,5 Hz, 2H), 2,71 (t, /= 5,1 Hz, 4H), 2,27
(t,J=2,4 Hz, 1H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 165,1; 164,8; 162,3; 161,7; 138,5; 130,8; 130,3; 128,8; 128,7;
127,2; 114,1; 101,4; 78,8; 73,5; 55,5; 52,1; 47,3, 43,9 ppm.

4-(4-Fluorfenil)-6-fenil-2-(4-(prop-2-in-1-il)piperazin-1-il)pirimidin (169)

F Primjenom opste procedure E, polazeéi iz 143 (187 mg, 0,559 mmol), nakon
dry-flash hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc = 7/3), dobijeno je jedinjenje
169 (135 mg, 65%). Cvrsta supstanca zute boje.

SN t.t. 108 — 110 °C.

Ph” N N/\ P IC (ATR): v=13299, 3062, 2908, 2850, 1602, 1584, 1565, 1546, 1510, 1497,
K/N\// 1449, 1402, 1361, 1304, 1266, 1230, 1156, 1092, 1072, 1007, 987, 850, 826,
771, 693, 648, 609, 569, 508 cm™.

'H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,15 — 8,09 (m, 4H), 7,52 — 7,47 (m, 3H), 7,35 (s, 1H), 7,20 — 7,14
(m, 2H), 4,09 (t, /= 5,1 Hz, 4H), 3,40 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 2,71 (t, J = 5,1 Hz, 4H), 2,27 (t, /= 2,4
Hz, 1H) ppm.

I3C NMR (125 MHz, CDCl3): = 165,5; 164,4 (d, Jc.r = 251 Hz); 164,3; 162,3; 138,3; 134,5; 130,5;
129,2 (d, Jcr=9 Hz); 128,8; 127,2; 115,7 (d, Jc.r= 22 Hz); 101,7; 78,8; 73,5; 52,1; 47,3; 43,9 ppm.

2-(4-((4-(4-Fenilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-1-o0l (170)

Primjenom opste procedure F, polaze¢i iz 161 (85 mg, 0,31 mmol) i 2-
azidoetanola (28 uL, 0,37 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
on EtOAc/MeOH = 9/1) dobijeno je jedinjenje 170 (77 mg, 68%). Cvrsta
| \/)N\ H supstanca bez boje.
NN

Q \/['\TN t.t. 126 — 128 °C.

IC (ATR): v = 3121, 3074, 3019, 2944, 2887, 2820, 1585, 1566, 1552,
1494, 1447,1382, 1347, 1321, 1296, 1261, 1237, 1224, 1135, 1122, 1108, 1065, 1025, 997, 982, 924,
820, 791, 766, 737, 720, 696, 625, 563, 546, 491, 443, 404 cm’".

'TH NMR (500 MHz, CD30D): ¢ = 8,34 — 8,32 (m, 1H), 8,09 — 8,05 (m, 2H), 7,97 (s, 1H), 7,47 —
7,43 (m, 3H), 7,10 — 7,07 (m, 1H), 4,51 — 4,48 (m, 2H), 3,95 — 3,90 (m, 6H), 3,75 (s, 2H), 2,62 (t, J
= 5,0 Hz, 4H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CD3;0D): § = 165,9; 163,0; 159,5; 144,1; 138,7; 131,7; 129,7; 128,1; 126,2;
106,9; 61,6; 53,9; 53,7; 53,6; 44,6 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraGunato za C19H24N70" 366,20368; detektovano 366,20298.
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HPLC disto¢a, metoda J: tr = 5,09 min, povrSina 99,63%; metoda K: tr = 6,49 min, povrsina 99,65%
(A =254 nm).

2-(4-((4-(4-(4-Metoksifenil)pirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-1-ol
171)

o~ Primjenom opste procedure F, polaze¢i iz 162 (120 mg, 0,389 mmol) 1 2-
azidoetanola (35 pL, 0,47 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOx:
EtOAc/MeOH = 8/2) dobijeno je jedinjenje 171 (131 mg, 85%). Cvrsta
L, oy Supstanca Zute boje.
L ~ NWJ t.t. 132 — 134 °C.
NN |
K/N\/[N//N IC (ATR): v = 3309, 3138, 2983, 2941, 2838, 1760, 1606, 1585, 1562,

1510, 1472, 1437, 1412, 1374, 1342, 1302, 1292,1231, 1193, 1139, 1115,
1076, 1059, 1006, 981, 960, 867, 847, 830, 808, 715, 682, 633, 586, 517, 454 cm’".

TH NMR (500 MHz, CD30D): 6 = 8,27 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 8,04 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 7,98 (s, 1H),
7,02 (d, J=5,4 Hz, 1H), 6,98 (d, J= 8,9 Hz, 2H), 4,49 (t, /= 5,2 Hz, 2H), 3,95 — 3,90 (m, 6H), 3,84
(s, 3H), 3,79 (s, 2H), 2,66 (t, J= 5,1 Hz, 4H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CD3;0D): § = 165,5; 163,5; 162,9; 159,1; 143,7; 130,9; 129,7; 126,3; 115,0;
106,3; 61,6; 55,9; 53,9; 53,6; 44,4 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za CioH2sN70," 396,21425; detektovano
396,21362.

HPLC c¢istoéa, metoda J: tr = 5,11 min, povrsina 99,41%; metoda K: tr = 6,54 min, povrsina 99,49%
(A =254 nm).

2-(4-((4-(4-(4-Fluorfenil)pirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-1-o0l
172)

F Primjenom opste procedure F, polaze¢i iz 163 (60 mg, 0,20 mmol) i 2-
azidoetanola (18 uL, 0,24 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
EtOAc/MeOH = 9/1) dobijeno je jedinjenje 172 (38 mg, 49%). Cvrsta

oy Supstanca Zute boje.

SN
| AR et 138 140 °C.

N
Q“\/[N"N IC (ATR): v = 3319, 2850, 1603, 1571, 1508, 1444, 1407, 1344, 1296,
1258, 1226, 1158, 1141, 1057, 1002, 985, 963, 851, 806, 735, 575, 511
cm™.
TH NMR (500 MHz, CD30D): 6 = 8,33 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 8,15 — 8,11 (m, 2H), 7,96 (s, 1H), 7,21
— 7,16 (m, 2H), 7,06 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 4,50 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,96 — 3,93 (m, 2H), 3,93 — 3,88
(m, 4H), 3,75 (s, 2H), 2,61 (t, J= 5,1 Hz, 4H) ppm.

I3C NMR (125 MHz, CD30D): 6 = 165,9 (d, Jc.r= 251 Hz); 164,7; 163,0; 159,6; 144,2; 135,0; 130,3
(d, Jcr=9 Hz); 126,1; 116,5 (d, Jc-r= 22 Hz); 106,6; 61,6; 53,9; 53,7; 53,6; 44,6 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izracunato za CioH23FN;O" 384,19426; detektovano
384,19392.

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 5,15 min, povrSina 99,61%; metoda K: tr = 6,56 min, povrsina 99,71%
(A =254 nm).
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2-(4-((4-(4-Metil-6-fenilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-1-ol (173)

Primjenom opste procedure F, polazeci iz 164 (170 mg, 0,581 mmol) i
2-azidoetanola (53 pL, 0,70 mmol), nakon dry-flash hromatografije
§ oH (Si02: EtOAc/MeOH = 9/1) dobijeno je jedinjenje 173 (137 mg, 62%).
| /)N\ /// Cvrsta supstanca zZute boje.
N"ON

Q \/[’\TN t.t. 153 — 154 °C.

IC (ATR): v=3339, 3144, 3064, 2923, 2848, 1570, 1554, 1494, 1448,
1374, 1348, 1300, 1269, 1222, 1181, 1136, 1073, 1029, 994, 892, 828, 794, 769, 734, 695, 590 cm™.

TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,01 — 7,99 (m, 2H), 7,67 (s, 1H), 7,46 — 7,40 (m, 3H), 6,82 (s,
1H), 4,46 (t, J= 5,0 Hz, 2H), 4,02 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 3,91 (t, /= 5,0 Hz, 4H), 3,70 (s, 2H), 2,59 (t,
J=15,0 Hz, 4H), 2,37 (s, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 168,2; 164,2; 162,0; 143,7; 138,0; 130,3; 128,7; 127,1; 124,3;
105,6; 60,9; 53,3; 52,9; 52,8; 43,6; 24,6 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraGunato za C20H26N;0" 380,21933; detektovano 380,21894.

HPLC c¢istoéa, metoda J: tr = 5,23 min, povrsina 99,21%; metoda K: tr = 6,81 min, povrsina 99,27%
(A =254 nm).

2-(4-((4-(4-(4-Metoksifenil)-6-metilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)etan-1-o0l (174)

o~ Primjenom opste procedure F, polazeci iz 165 (172 mg, 0,534 mmol) 1
2-azidoetanola (49 pL, 0,64 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02: EtOAc/MeOH = 7/3) dobijeno je jedinjenje 174 (142 mg, 65%).

OH Cvrsta supstanca Zute boje.

P t.t. 138 — 140 °C. IC (ATR): v = 3340, 2999, 2934, 2838, 1608, 1572,
N N/\ \/“:N\N 1551, 1513, 1448, 1376, 1350, 1305, 1269, 1254, 1224, 1174, 1138,
K/ N 1032, 996, 894, 820, 790, 735, 592, 511 cm™.

'H NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 7,98 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 7,66 (s, 1H), 6,95 (d, J = 8,9 Hz, 2H),
6,77 (s, 1H), 4,47 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 4,04 (t, J = 5,1 Hz, 2H), 3,92 (1, J = 5,0 Hz, 4H), 3,85 (s, 3H),
3,73 (s, 2H), 2,61 (t, J = 5,1 Hz, 4H), 2,36 (s, 3H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 168,0; 163,7; 162,0; 161,6; 143,8; 130,5; 128,6; 124,3; 114,0;
104,8; 61,1; 55,5; 53.,4; 53,0; 52,8; 43,6; 24,6 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izratunato za C»HxN70," 410,22990; detektovano
410,22956.

HPLC cistoéa, metoda J: tr = 5,23 min, povrsina 96,89%; metoda K: tr = 6,83 min, povrsSina 96,60%
(A =254 nm).
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2-(4-((4-(4-(4-Fluorfenil)-6-metilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-
1-o0l (175)
F Primjenom opste procedure F, polaze¢i iz 166 (60 mg, 0,19 mmol) i 2-
azidoetanola (17 pL, 0,23 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(Si02: EtOAc/MeOH = 8/2) dobijeno je jedinjenje 175 (42 mg, 55%).
on Cvrsta supstanca beZ boje.

SN
L et 148151 °C.

N N/\ \/[N\N
K/N N IC (ATR): v=3358, 2926, 2851, 1602, 1557, 1510, 1451, 1376, 1349,
1303, 1271, 1225, 1157, 1057, 996, 894, 850, 818, 791, 735, 591, 503

TH NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,03 — 7,99 (m, 2H), 7,66 (s, 1H), 7,14 — 7,08 (m, 2H), 6,77 (s,
1H), 4,48 (t, J= 5,0 Hz, 2H), 4,06 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 3,92 (t, J= 5,1 Hz, 4H), 3,73 (s, 2H), 2,62 (t,
J=15,1Hz, 4H), 2,38 (s, 3H) ppm.

I3C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 168,4; 164,3 (d, Jc.r= 251 Hz); 163,1; 162,0; 143,9; 134,2; 129,1
(d, Jc.r=9 Hz); 124,3; 115,6 (d, Jc-r= 22 Hz); 105,2; 61,2; 53,4; 53,0; 52.8; 43,6; 24,6 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izradunato za CioHasFN;O" 398,20991; detektovano
398,20948.

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 5,29 min, povrSina 98,69%; metoda K: tr = 6,87 min, povrsina 98,31%
(A =254 nm).

2-(4-((4-(4,6-Difenilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-1-ol (176)

Primjenom opste procedure F, polazeci iz 167 (154 mg, 0,435 mmol)
i 2-azidoetanola (40 pL, 0,52 mmol), nakon dry-flash hromatografije
oH (SiO2: EtOAc/MeOH = 8/2) dobijeno je jedinjenje 176 (129 mg,
| IR /// 67%). Cvrsta supstanca zute boje.

Ph” N7 N N,
K/)\,\/[ N t.t. 180 — 182 °C. IC (ATR): v=3326, 3144, 3061, 2927, 2850, 1587,
N 1546, 1494, 1450, 1360, 1302, 1266, 1233, 1181, 1136, 1072, 1029,
1001, 986, 830, 763, 735, 691, 632 cm.

H NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 8,11 — 8,08 (m, 4H), 7,67 (s, 1H), 7,49 — 7,46 (m, 6H), 7,39 (s, 1H),
4,50 — 4,45 (m, 2H), 4,08 — 4,01 (m, 6H), 3,75 (s, 2H), 2,67 — 2,65 (m, 4H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCl3): = 165,3; 162,2; 143,7; 138,3; 130,4; 128,8; 127,2; 124,3; 102,2;
61,1; 53,4; 53,0; 52,8; 43,7 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraGunato za CosH2sN7O" 442,23498; detektovano 442,23446.

HPLC cistoéa, metoda J: tr = 5,65 min, povrsina 98,06%; metoda K: tr = 7,53 min, povrsina 97,26%
(A =254 nm).
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2-(4-((4-(4-(4-Metoksifenil)-6-fenilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)etan-1-o0l (177)

o~ Primjenom opste procedure F, polazeé¢i iz 168 (123 mg, 0,32 mmol) i
2-azidoetanola (29 pL, 0,38 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(SiO2: EtOAc/MeOH = 8/2) dobijeno je jedinjenje 177 (108 mg,
OH 72%). Cvrsta supstanca smede boje.
SN
L ' tt 140 142°C,

Ph” N~ N N,
K/)\l\/[NON IC (ATR): v=13342, 3064, 3000, 2933, 2839, 1608, 1585, 1564, 1543,
1513, 1496, 1450, 1362, 1306, 1266, 1236, 1176, 1138, 1031, 1002,
986, 828, 773, 735, 695, 609, 581, 518 cm™".

'TH NMR (500 MHz, CDCl3): § = 8,10 — 8,06 (m, 4H), 7,66 (s, 1H), 7,49 — 7,45 (m, 3H), 7,34 (s,
1H), 7,00 — 6,97 (m, 2H), 4,50 — 4,46 (m, 2H), 4,06 — 4,02 (m, 6H), 3,86 (s, 3H), 3,75 (s, 2H), 2,65
(t,J= 15,1 Hz, 4H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 165,1; 164,8; 162,2; 161,7; 143,9; 138,5; 130,7; 130,3; 128,7;
128,7; 127,2; 124,2; 114,1; 101,4; 61,2; 55,5; 53.,4; 53,0; 52,8; 43,7 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraCunato za CisH3oN70," 472,24555; detektovano
472,24489.

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 5,70 min, povrSina 98,37%; metoda K: tr = 7,53 min, povrsina 98,19%
(A =254 nm).

2-(4-((4-(4-(4-Fluorfenil)-6-fenilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1 H-1,2,3-triazol-1-il)etan-
1-0l (178)
F Primjenom opste procedure F, polazeéi iz 169 (110 mg, 0,295 mmol)
1 2-azidoetanola (27 pL, 0,35 mmol), nakon dry-flash hromatografije
(S102: EtOAc/MeOH = 9/1) dobijeno je jedinjenje 178 (107 mg,
on 79%). Cvrsta supstanca smede boje.

t.t.=173-176 °C.

N
Ph” N D \/[N o
N N IC (ATR): v=3372,2942, 2846, 1602, 1565, 1546, 1510, 1496, 1450,
1402, 1361, 1304, 1266, 1229, 1156, 1072, 1001, 986, 827, 771, 734,
694, 607, 570, 508 cm™'.

H NMR (500 MHz, CDCL): 5= 8,10 — 8,06 (m, 4H), 7,67 (s, 1H), 7,49 — 7,45 (m, 3H), 7,33 (s, 1H),
7,17 — 7,12 (m, 2H), 4,49 — 4,46 (m, 2H), 4,07 — 3,99 (m, 6H), 3,73 (s, 2H), 2,64 (t, J= 5,1 Hz, 4H)
13C NMR (125 MHz, CDCly): § = 165.4; 164,2; 164,4 (d, Jor= 250 Hz); 162,1; 143,8; 138,1; 134,3;

130,5; 129,1 (d, Jcr= 8 Hz); 128,8; 127,2; 124,3; 115,7 (d, Jc.r= 22 Hz); 101,7; 61,0; 53,4; 53,0;
52,8; 43,7 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izracunato za CasH»7FN;O" 460,22556; detektovano
460,22489.

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 5,73 min, povrS§ina 99,41%; metoda K: tr = 7,56 min, povrsina 98,96%
(A =254 nm).
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4-Fenil-2-(prop-2-in-1-iloksi)pirimidin (179)

Primjenom opste procedure G, polaze¢i iz 93 (140 mg, 0,734 mmol) 1 propargil-
alkohola (127 pL, 2,20 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc

=9/1) dobijeno je jedinjenje 179 (152 mg, 98%). Bezbojna Cvrsta supstanca.
SN

[ .
N)\O/\ t.t. 51 —53°C.
IC (ATR): v = 3292, 3061, 2942, 2125, 1575, 1550, 1498, 1438, 1406, 1354, 1340,
1327, 1295, 1278, 1207, 1108, 1071, 1036, 1021, 937, 881, 836, 772, 695, 627, 562 cm".

H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,57 (d, J= 5,1 Hz, 1H), 8,13 — 8,09 (m, 2H), 7,52 — 7,47 (m, 3H),
7,40 (d, J= 52 Hz, 1H), 5,10 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 2,48 (t, J = 2,4 Hz, 1H) ppm.

I3C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 166,5; 164,5; 160,0; 136,2; 131,4; 129,0; 127,4; 111,2; 78,7; 74,7;
55,0 ppm.

4-(4-Metoksifenil)-2-(prop-2-in-1-iloksi)pirimidin (180)

o} Primjenom opste procedure G, polazeci iz 94 (125 mg, 0,566 mmol) i propargil-
alkohola (98 pL, 1,71 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2: heksan/EtOAc
=9/1) dobijeno je jedinjenje 180 (129 mg, 95%). Bezbojna ¢vrsta supstanca.

XN t.t. 105 —-107 °C.

|
N/)\O/\ IC (ATR): v =3300, 3015, 2989, 2945, 2845, 2132, 1608, 1583, 1548, 1514, 1465,
1448, 1421, 1338, 1305,1279, 1260, 1213, 1173, 1112, 1098, 1032, 1019, 986, 967,
898, 845, 825, 813, 788, 719, 684, 633, 582, 563, 515, 488, 453 cm.

TH NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,50 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 8,09 (d, J= 8,9 Hz, 2H), 7,32 (d, J= 5,3
Hz, 1H), 6,99 (d, J = 9,1 Hz, 2H), 5,09 (d, J = 2,2 Hz, 2H), 3,87 (s, 3H), 2,49 (d, J = 2,3 Hz, 1H)
ppm.

I3C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 166,0; 164,4; 162,4; 159,5; 129,0; 128,6; 114,3; 110,3; 78,8; 74,6;
55,5; 54,8 ppm.

4-(4-Fluorfenil)-2-(prop-2-in-1-iloksi)pirimidin (181)

F Primjenom opste procedure G, polaze¢i iz 95 (154 mg, 0,738 mmol) i propargil-
alkohola (128 uL, 2,21 mmol), nakon dry-flash hromatografije (S102: heksan/EtOAc
=9/1) dobijeno je jedinjenje 181 (152 mg, 90%). Bezbojna Cvrsta supstanca.

Sy t.t. 63 — 65 °C.

P
N)\O/\ IC (ATR): v =3302, 3120, 3085, 3048, 2957, 2929, 1913, 1772, 1660, 1602, 1580,
1559, 1511, 1448, 1415, 1396, 1353, 1332, 1298, 1273, 1226, 1160, 1125, 1102,
1035, 967, 923, 826, 788, 714, 689, 635,572, 511 cm™.

H NMR (400 MHz, CDCLs): 6 = 8,56 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 8,14 — 8,08 (m, 2H), 7,35 (d, /= 5,3 Hz,
1H), 7,20 — 7,15 (m, 2H), 5,09 — 5,08 (m, 2H), 2,49 — 2,47 (m, 1H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 165,4; 165,0 (d, Jc.r = 251 Hz); 164,5; 160,0; 132,4 (d, Jer= 3
Hz); 129,5 (d, Jc.r=9 Hz); 116,1 (d, Jc.r= 22 Hz); 110,9; 78,6; 74,7; 55,0 ppm.
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4-Metil-6-fenil-2-(prop-2-in-1-iloksi)pirimidin (182)

Primjenom opste procedure G, polazeci iz 97 (159 mg, 0,777 mmol) i propargil-
alkohola (134 pL, 2,33 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO2:

q heksan/EtOAc = 9/1) dobijeno je jedinjenje 182 (165 mg, 95%). Zuto ulje.
LA

N 0 IC (ATR): v=13294, 3064, 2943, 2125, 1592, 1546, 1500, 1442, 1403, 1379, 1356,
1330, 1223, 1121, 1076, 1058, 1027, 958, 927, 853, 772, 694, 642, 595, 550 cm™.

H NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 8,12 — 8,08 (m, 2H), 7,50 — 7,46 (m, 3H), 7,27 (s, 1H), 5,10 (d, J =
2,4 Hz, 2H), 2,53 (s, 3H), 2,46 (t, J = 2,4 Hz, 1H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 170,8; 166,0; 164,5; 136,6; 131,1; 128.,9; 127,4; 110,7; 78,9; 74,5;
54,9; 24,4 ppm.

4-(4-Metoksifenil)-6-metil-2-(prop-2-in-1-iloksi)pirimidin (183)

o~ Primjenom opste procedure G, polaze¢i iz 98 (250 mg, 1,06 mmol) i propargil-

alkohola (184 pL, 3,19 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
heksan/EtOAc = 7/3) dobijeno je jedinjenje 183 (240 mg, 89%). Zuto ulje.

SN IC (ATR): v=13290, 2936, 2839, 1592, 1542, 1517, 1442, 1415, 1403, 1379, 1358,
| P 1330, 1308, 1256, 1224, 1177, 1124, 1109, 1077, 1057, 1030, 990, 958, 919, 874,
N 0/\ 833, 791, 683, 637, 595, 548, 514 cm’".

TH NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,08 — 8,05 (m, 2H), 7,19 (s, 1H), 7,00 — 6,96 (m, 2H), 5,08 (d, J =
2,4 Hz, 2H), 3,86 (s, 3H), 2,49 (s, 3H), 2,45 (t, /= 2,4 Hz, 1H) ppm.

I3C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 170,3; 165,5; 164.,4; 162,2; 129,0; 128,9; 114,3; 109,8; 79,0; 74,4;
55.5; 54,7; 24,4 ppm.

4-(4-Fluorfenil)-6-metil-2-(prop-2-in-1-iloksi)pirimidin (184)

F Primjenom opste procedure G, polazeéi iz 99 (108 mg, 0,485 mmol) i propargil-
alkohola (84 uL, 1,45 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa: heksan/EtOAc
=9/1) dobijeno je jedinjenje 184 (110 mg, 93%). Zuto ulje.

Sy IC (ATR): v = 3301, 3077, 2943, 2126, 1602, 1588, 1546, 1513, 1445, 1408, 1379,
| N/)\O\ 1356, 1330, 1286, 1224, 1160, 1122, 1099, 1076, 1056, 1015, 958, 919, 875, 836,
N> 804,791, 681, 593, 574, 547, 504 cm™.

'TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8,10 — 8,07 (m, 2H), 7,20 (s, 1H), 7,14 (t, J= 8,6 Hz, 2H), 5,07 (d,
J=122Hz, 2H), 2,50 (s, 3H), 2,45 (t, /= 2,1 Hz, 1H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 170,9; 164,8; 164,7 (d, Jc.r= 251 Hz); 164,4; 132,7 (d, Jcr= 3
Hz); 129.4 (d, Jc.r=9 Hz); 116,0 (d, Jc.r= 22 Hz); 110,3; 78,8; 74,5; 54,8; 24,4 ppm.

4,6-Difenil-2-(prop-2-in-1-iloksi)pirimidin (185)

Primjenom opste procedure G, polaze¢i iz 101 (200 mg, 0,75 mmol) i propargil-
alkohola (130 pL, 2,25 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
' heksan/EtOAc = 9/1) dobijeno je jedinjenje 185 (196 mg, 91%). Bezbojna Cvrsta
| /j'\ supstanca.
= o)
TN e 104-106°C

IC (ATR): v= 3278, 3055, 3041, 2923, 2868, 1618, 1590, 1571, 1535, 1498, 1443, 1427, 1397, 1368,
1332,1291, 1242,1219, 1185, 1159, 1129, 1071, 1039, 1020, 999, 966, 936, 864, 848, 825, 787, 766,
688, 677, 651, 627, 481 cm™.
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H NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 8,21 — 8,16 (m, 4H), 7,84 (s, 1H), 7,55 — 7,51 (m, 6H), 5,20 (d, J =
2,4 Hz, 2H), 2,50 (t, J = 2,4 Hz, 1H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCls): d = 167,3; 164,9; 136,8; 131,2; 129,0; 127,5; 107,2; 78,9; 74,6; 55,1
ppm.

4-(4-Metoksifenil)-6-fenil-2-(prop-2-in-1-iloksi)pirimidin (186)

o~ Primjenom opste procedure G, polazeé¢i iz 102 (117 mg, 0,394 mmol) i propargil-
alkohola (68 pL, 1,18 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
heksan/EtOAc = 9/1) dobijeno je jedinjenje 186 (122 mg, 99%). Bezbojna Cvrsta
supstanca.
SN
L t.t. 92— 93 °C.

Ph™ °NT T0T Ny
IC (ATR): v = 3292, 3062, 3005, 2935, 2839, 2214, 2124, 1589, 1573, 1533,

1516, 1499, 1441, 1415, 1402, 1370, 1331, 1296, 1257, 1239, 1178, 1130, 1022, 937, 834, 773, 693,
641, 581, 515 cm™.

'TH NMR (400 MHz, CDCl3): 6 =8,17 — 8,11 (m, 4H), 7,72 (s, 1H), 7,52 — 7,47 (m, 3H), 7,00 (d, J =
8,6 Hz, 2H), 5,16 (d, J = 2,2 Hz, 2H), 3,86 (s, 3H), 2,50 (t, /= 2,4 Hz, 1H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 166,8; 166,7; 164,7; 162,2; 136,9; 131,0; 129,1; 129,0; 128,9;
127,4; 114,3; 106,2; 79,0; 74,5; 55,5; 54,9 ppm.

4-(4-Fluorfenil)-6-fenil-2-(prop-2-in-1-iloksi)pirimidin (187)

F Primjenom opste procedure G, polaze¢i iz 103 (140 mg, 0,492 mmol) i propargil-
alkohola (85 upL, 1,47 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOz:
heksan/EtOAc =9/1) dobijeno je jedinjenje 187 (120 mg, 80%). SvetloZuta ¢vrsta
supstanca.

t.t. 43 —44 °C.

IC (ATR): v = 3300, 3064, 2934, 2125, 1602, 1590, 1579, 1537, 1512, 1443,
1409, 1369, 1332, 1286, 1232, 1159, 1131, 1097, 1074, 1036, 1022, 939, 897, 839, 773, 692, 644,
571, 508 cm™.

H NMR (400 MHz, CDCls): 5 = 8,21 — 8,15 (m, 4H), 7,78 (s, 1H), 7,54 — 7,51 (m, 3H), 7,23 — 7,17
(m, 2H), 5,18 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 2,50 (t, J = 2,4 Hz, 1H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 167,4; 166,2; 165,0 (d, Jcr= 251 Hz); 164,9; 136,7; 133,0; 131,3;
129,6 (d, Jcr=9 Hz); 129,0; 127.5; 116,1 (d, Jc.r =22 Hz); 106,8; 78,9; 74,7; 55,1 ppm.

2-(4-(((4-Fenilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-1-ol (188)

Primjenom opste procedure F, polaze¢i iz 179 (154 mg, 0,734 mmol) 1 2-
azidoetanola (66 pL, 0,88 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
EtOAc/MeOH = 9/1) dobijeno je jedinjenje 188 (159 mg, 73%). Bezbojna Cvrsta

| N /)\o N supstanca.
XN,N t.t. 106 — 108 °C.

IC (ATR): v=3261, 3159, 3102, 2948, 2923, 2891, 1657, 1581, 1556, 1498, 1469,
oy 1435, 1413, 1383, 1334, 1309, 1296, 1274, 1212, 1141, 1127, 1105, 1078, 1057,
1045, 1020, 1002, 948, 923, 876, 851, 799, 773, 733, 695, 666, 630, 557, 506, 489,
412 cm™.
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'TH NMR (500 MHz, CD3;OD): 6 = 8,57 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 8,18 — 8,15 (m, 2H), 8,12 (s, 1H), 7,59
(d, J=5,3 Hz, 1H), 7,54 — 7,49 (m, 3H), 5,63 (s, 2H), 4,49 (t, /= 5,3 Hz, 2H), 3,92 (t, /= 5,3 Hz,
2H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CD3;0D): § = 166,7; 164,7; 159,9; 143,0; 136,0; 131,2; 128,7; 127,1; 125,0;
110,9; 60,2; 60,1; 52,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izraunato za C;sHisNsNaO," 320,11180; detektovano
320,11119.

HPLC c¢istoéa, metoda J: tr = 5,80 min, povrsina 97,56%; metoda K: tr = 7,24 min, povrsina 96,65%
(A =254 nm).

2-(4-(((4-(4-Metoksifenil)pirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-1-ol (189)

o~ Primjenom opste procedure F, polaze¢i iz 180 (76 mg, 0,32 mmol) i 2-
azidoetanola (29 pL, 0,38 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
EtOAc/MeOH = 9/1) dobijeno je jedinjenje 189 (74 mg, 72%). Bezbojna Cvrsta
supstanca.

SN

L t.t. 121 - 122 °C.

N O/\EN‘N
N IC (ATR): v=3242,2960,2912,2839, 1610, 1582, 1553, 1512, 1423, 1379, 1351,
1308, 1277,1260, 1212, 1182, 1135, 1113, 1081, 1067, 1049, 1013, 992,927, 874,

o 828, 793, 709, 679, 644, 585, 519, 419 cm..

'TH NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 8,42 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 8,06 — 8,03 (m, 2H), 7,86 (s, 1H), 7,27 (d,
J=5,2 Hz, 1H), 6,99 — 6,95 (m, 2H), 5,59 (s, 2H), 4,47 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 4,04 (t, /= 5,0 Hz, 2H),
3,86 (s, 3H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 166,1; 164,8; 162,4; 159,5; 143,5; 129,0; 128,6; 124,7; 114,4;
110,1; 61,0; 60,9; 55,5; 52,9 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izraunato za CicHi7NsNaOs" 350,12236; detektovano
350,12187.

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 5,84 min, povrS§ina 99,61%; metoda K: tr = 7,33 min, povrsina 99,58%
(A =254 nm).

2-(4-(((4-(4-Fluorfenil)pirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-1-ol (190)

F Primjenom opste procedure F, polaze¢i iz 181 (135 mg, 0,592 mmol) 1 2-
azidoetanola (54 pL, 0,71 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOx:
EtOAc/MeOH = 9/1) dobijeno je jedinjenje 190 (149 mg, 80%). Bezbojna Cvrsta
supstanca.

L t.t. 134 — 135 °C
P N .L. — .
N O/\[\\,N
N IC(ATR): v =3285, 3080, 2926, 1600, 1580, 1551, 1511, 1444, 1418, 1361, 1331,
1295, 1274, 1229, 1160, 1143, 1109, 1080, 1036, 1009, 986, 944, 903, 861, 832,
vy 796,735,712, 678,569, 516 cm”!.

IH NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,50 (d, J= 5,2 Hz, 1H), 8,10 — 8,06 (m, 2H), 7,85 (s, 1H), 7,31 (d,
J=5,1Hz, 1H), 7,18 — 7,12 (m, 2H), 5,60 (s, 2H), 4,47 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 4,05 (t, J = 4,9 Hz, 2H)

13C NMR (100 MHz, CDCL): 6 = 165,5; 165.0 (d, Je.r= 251 Hz); 164,9; 160,0; 143.,4; 132,3 (d, Jc.
r=3 Hz); 129,5 (d, Jor= 9 Hz); 124,7; 116,1 (d, Jer = 22 Hz); 110,7; 61,1; 61,0; 52,9 ppm.
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HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izraéunato za C;sHi4FNsNaO>" 338,10237; detektovano
338,10179.

HPLC c¢istoéa, metoda J: tr = 5,92 min, povrsina 97,65%; metoda K: tr = 7,33 min, povrsina 97,90%
(A =254 nm).

2-(4-(((4-Metil-6-fenilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-1-ol (191)

Primjenom opste procedure F, polaze¢i iz 182 (145 mg, 0,647 mmol) i 2-
azidoetanola (59 uL, 0,77 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
EtOAc/MeOH = 9/1) dobijeno je jedinjenje 191 (154 mg, 76%). Bezbojna ¢vrsta

| /)\ supstanca.

N\
N O/\[';,N .4, 146 — 148 °C.

IC (ATR): v = 3269, 3139, 3097, 2999, 2941, 2881, 2851, 1597, 1549, 1503,
oy 1438,1413,1364,1346,1311,1231,1172,1132,1078, 1061, 1040, 1026, 1001,
989, 956, 882, 869, 833, 801, 771, 691, 662, 645, 595, 550 cm’".

'TH NMR (500 MHz, CD30D): 6 = 8,19 — 8,16 (m, 2H), 8,13 (s, 1H), 7,56 — 7,51 (m, 4H), 5,65 (s,
2H), 4,52 (t, J=5,1 Hz, 2H), 3,94 (t, J= 5,2 Hz, 2H), 2,53 (s, 3H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDs;0D): 6 = 172,3; 167,7; 165,9; 144,5; 137,6; 132,3; 130,0; 128,4; 126,4;
111,7; 61,6; 61,3; 53,9; 23,9 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izracunato za CisHi7NsNaO," 334,12745; detektovano
334,12710.

HPLC ¢istoéa, metoda J: tr = 6,01 min, povrsina 99,10%; metoda K: tr = 7,55 min, povrsina 99,05%
(A =254 nm).

2-(4-(((4-(4-Metoksifenil)-6-metilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-1-ol (192)

o~ Primjenom opste procedure F, polaze¢i iz 183 (76 mg, 0,30 mmol) i 2-
azidoetanola (27 pL, 0,36 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO:
EtOAc/MeOH = 9/1) dobijeno je jedinjenje 192 (85 mg, 83%). Bezbojna ¢vrsta
supstanca.

SN

t.t. 156 — 157 °C.

| N/)\O/\[N\N
N IC (ATR): v = 3265, 3091, 2998, 2959, 2838, 1594, 1544, 1517, 1441, 1417,
1353, 1312, 1298, 1259, 1228, 1178, 1128, 1112, 1081, 1048, 1032, 988, 958,

o 884, 835, 791, 735, 657, 636, 592, 550, 512 cm™.

H NMR (500 MHz, CDCls): 5 = 8,05 — 8,01 (m, 2H), 7,83 (s, 1H), 7,13 (s, 1H), 6,97 — 6,94 (m, 2H),
5,58 (s, 2H), 4,45 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 4,03 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 3,85 (s, 3H), 2,44 (s, 3H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDClz): 6 = 170,2; 165,5; 164,7; 162,2; 143,7; 128,9; 128.,8; 124,6; 114,3;
109,6; 61,1; 60,8; 55,5; 52,9; 24,2 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izracunato za Ci7H;9NsNaOs* 364,13801; detektovano
364,13748.

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 6,02 min, povrS§ina 99,00%; metoda K: tr = 7,63 min, povrsina 99,15%
(A =254 nm).
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2-(4-(((4-(4-Fluorfenil)-6-metilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-1-o0l (193)

F Primjenom opste procedure F, polaze¢i iz 184 (93 mg, 0,38 mmol) i 2-
azidoetanola (35 pL, 0,36 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiO:
EtOAc/MeOH = 9/1) dobijeno je jedinjenje 193 (107 mg, 85%). Bezbojna Evrsta
supstanca.

t.t. 116 — 118 °C.

PN
~ N
N O/\[ N
N IC (ATR): v = 3263, 3146, 3094, 2956, 2866, 1601, 1590, 1548, 1511, 1417,
8 1369, 1347, 1314, 1227, 1159, 1141, 1124, 1069, 1048, 1015, 989, 949, 884,
vy 835,791, 658, 587, 546, 506, 411 cm’.

H NMR (500 MHz, CD;OD): § = 8,26 — 8,21 (m, 2H), 8,13 (s, 1H), 7,50 (s, 1H), 7,25 (t, J= 8,8 Hz,
2H), 5,64 (s, 2H), 4,52 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,95 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 2,52 (s, 3H) ppm.

I3C NMR (125 MHz, CD30D): 6 = 172,4; 166,4; 166,2 (d, Jc.r= 251 Hz); 165,9; 144,5; 133,9; 130,8
(d, Jc.r=22 Hz); 126,4; 116,8 (d, Jc.r=22 Hz); 111,4; 61,6; 61,3; 53,9; 23,9 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izratunato za CisHisFNsNaO>" 352,11802; detektovano
352,11755.

=N

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 6,12 min, povrsina 98,16%; metoda K: tr = 7,66 min, povrsina 98,21%
(A =254 nm).

2-(4-(((4,6-Difenilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-1-ol (194)

Primjenom opste procedure F, polazeci iz 185 (183 mg, 0,639 mmol) 1 2-

azidoetanola (58 pL, 0,77 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:

EtOAc/MeOH = 9/1) dobijeno je jedinjenje 194 (195 mg, 82%). Bezbojna
| Py Cvrsta supstanca.

N
Ph N (0] N
/\[ N ¢t 165167 °C.

N

8 IC (ATR): v = 3356, 3146, 3093, 3063, 2950, 2882, 1588, 1574, 1535, 1499,

on 1444, 1409, 1355, 1326, 1308, 1289, 1238, 1218, 1185, 1134, 1076, 1059,
1045, 1005, 986, 934, 864, 829, 797, 765, 737, 689, 648, 626, 478 cm’".

H NMR (500 MHz, CDCL3): 6 = 8,14 — 8,10 (m, 4H), 7,86 (s, 1H), 7,76 (s, 1H), 7,51 — 7,46 (m, 6H),
5,71 (s, 2H), 4,46 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 4,05 (t, J = 4,9 Hz, 2H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCl3): = 167,3; 165,3; 143,8; 136,8; 131,2; 129,0; 127,4; 124,7; 107,0;
61,2; 61,1; 52,9 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izraunato za C21Hi9oNsNaO," 396,14310; detektovano
396,14273.

HPLC cistoéa, metoda J: tr = 7,13 min, povrsina 98,74%; metoda K: tr = 8,33 min, povrsina 99,20%
(A =254 nm).
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2-(4-(((4-(4-Metoksifenil)-6-fenilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-1-o0l (195)

o~ Primjenom opste procedure F, polaze¢i iz 186 (110 mg, 0,348 mmol) 1 2-
azidoetanola (32 pL, 0,42 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
EtOAc/MeOH = 9/1) dobijeno je jedinjenje 195 (117 mg, 83%). Bezbojna
¢vrsta supstanca.
SN
L t.t. 124 — 125 °C.

Ph” N o/\[N\N
N IC (ATR): v=13329, 3144, 3104, 2954, 2872, 2838, 1740, 1587, 1530, 1452,
1420, 1360, 1319, 1295, 1242, 1180, 1130, 1078, 1046, 1062, 1026, 1001, 985,
o 936, 870, 837, 799, 771, 736, 716, 690, 661, 643, 581, 515 cm™.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 5 = 8,08 — 8,03 (m, 4H), 7,87 (s, 1H), 7,63 (s, 1H), 7,49 — 7,43 (m, 3H),
6,95 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 5,63 (s, 2H), 4,44 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 4,03 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 3,83 (s, 3H)

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 166,8; 166,6; 165,1; 162,2; 143,6; 136,8; 131,0; 129,0; 128,9;
128,9; 127,3; 124,7; 114,3; 106,1; 61,1; 60,9; 55,5; 52,9 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izraunato za C2H21NsNaOs" 426,15366; detektovano
426,15321.

HPLC c¢istoéa, metoda J: tr = 7,12 min, povrsina 95,52%; metoda K: tr = 8,38 min, povrsina 96,68%
(A =254 nm).

2-(4-(((4-(4-Fluorfenil)-6-fenilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-1-o0l (196)

F Primjenom opste procedure F, polazeci iz 187 (118 mg, 0,388 mmol) i 2-
azidoetanola (35 pL, 0,46 mmol), nakon dry-flash hromatografije (SiOa:
EtOAc/MeOH = 9/1) dobijeno je jedinjenje 196 (120 mg, 79%). Bezbojna
¢vrsta supstanca.

t.t. 178 — 180 °C.

Ph | N/)\O/\EN“N

N IC (ATR): v=13307, 3139, 3095, 2985, 2956, 2917, 2876, 2850, 1734, 1602,
1589, 1535, 1511, 1437, 1413, 1362, 1346, 1316, 1283, 1231, 1217, 1185,
1159, 1143,1131, 1080, 1061, 1048, 1032, 1003, 987,952, 936, 875, 841, 804,
791, 772, 716, 691, 663, 645, 572, 508, 408 cm’".

H NMR (500 MHz, CDCl; + CD;0D): 6 = 8,12 — 8,05 (m, 4H), 7,86 (s, 1H), 7,71 (s, 1H), 7,48 —
7,45 (m, 3H), 7,17 - 7,11 (m, 2H), 5,67 (s, 2H), 4,41 (t, J= 5,1 Hz, 2H), 3,92 (t,J= 5,1 Hz, 2H) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCl3 + CDsOD): 6 = 167,5; 166,2; 165,1; 164,8 (d, Jcr = 251 Hz); 143,5;
136,5; 132,8; 131,3; 129,5 (d, Jc.r.= 9 Hz); 129,0; 127,3; 124,7; 116,0 (d, Jc-r= 22 Hz); 106,8; 61,0;
60,7; 52,8 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izratunato za C»1HisFNsNaO>" 414,13367; detektovano
414,13324.

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 7,22 min, povrSina 97,67%; metoda K: tr = 8,35 min, povrsina 98,42%
(A =254 nm).
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2-(4-(((4,6-Difenilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-1-amin (215)

Primjenom opste procedure H, polazec¢i iz 7g (69 mg, 0,18 mmol), dobijeno
je jedinjenje 215 (35 mg, 51% prinos iz dva koraka). Bezbojna c&vrsta
supstanca.

o 'N/)\O/\[N\\N t.t.= 155 - 160 °C.
N IC (ATR): v=3373, 3139, 3099, 3055, 2952, 2924, 2854, 1588, 1574, 1535,
1500, 1454, 1443, 1425, 1403, 1355, 1319, 1241, 1218, 1130, 1074, 1052,
N, 1037, 1007, 986, 934, 834, 768, 692, 627, 479 e,

IH NMR (400 MHz, CDCl; + CD;0D): 6 = 8,15 — 8,10 (m, 4H), 7,81 — 7,78 (m, 2H), 7,51 — 7,46
(m, 6H), 5,73 (s, 2H), 4,36 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,13 (t, J = 5,8 Hz, 2H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCIls + CDsOD): 6 = 167,4; 165,2; 144,1; 136,7; 131,2; 129,0; 127,4; 124,0;
107,1; 61,1; 53,2; 41,6 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izra¢unato za C21H21N6O" 373,17714; detektovano 373,17639.

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 5,44 min, povrSina 99,65%; metoda K: tr = 7,31 min, povrsina 98,83%
(A =254 nm).

2-(4-(((4-(4-Metoksifenil)-6-fenilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etan-1-amin
(216)

o Primjenom opste procedure H, polaze¢i iz 7Th (60 mg, 0,15 mmol), dobijeno
je jedinjenje 216 (36 mg, 60% prinos iz dva koraka). Zuto ulje.

IC (ATR): v =3375, 3143, 3064, 2934, 2839, 1605, 1587, 1574, 1533, 1517,
1499, 1452, 1432, 1415, 1354, 1325, 1297, 1258, 1240, 1179, 11341, 1076,
1031, 1014, 1004, 985, 935, 835, 775, 735, 695, 643, 581, 518 cm™.

Ph | N/)\O/\[NoN
N TH NMR (400 MHz, CDCIl3+ CD3;0D): 6 = 8,11 — 8,03 (m, 4H), 7,79 (s, 1H),
8 7,70 (s, 1H), 7,48 — 7,42 (m, 3H), 6,99 — 6,92 (m, 2H), 5,67 (s, 2H), 4,33 (t, J
| =5,7 Hz, 2H), 3,81 (s, 3H), 3,15 — 3,05 (m, 2H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCIs + CD30D): 6 = 167,0; 166,8; 165,0; 162,2;
144,1; 136,8; 131,0; 129,0; 128,9; 128,9; 127,3; 124,0; 114,3; 106,3; 60,8; 55,4; 53,1; 41,5 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za C2H2NeO," 403,18770; detektovano
403,18731.

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 5,45 min, povrSina 96,63%; metoda K: tr = 7,32 min, povrsina 96,72%
(A =254 nm).

2-(4-((4-(4-Fenilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1 H-1,2,3-triazol-1-il)etil-
(BR,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin[4,3-
iJizohromen-10-il)-sukcinat (197)

Primjenom opste procedure I, polazeci iz artesunata 32
(40 mg, 0,10 mmol) i 170 (29 mg, 0,08 mmol) dobijeno
: je jedinjenje 197 (56 mg, 96%). Zuto ulje.

20
[a]p — 3,2 (c 0,04, MeOH)

IC (ATR): v = 3466, 3141, 3058, 2928, 2874, 1744,
1588, 1568, 1553, 1496, 1450, 1376, 1345, 1261, 1208,
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1156, 1100, 1050, 1035, 1018, 985, 928, 878, 844, 825, 771, 736, 699, 628, 549, 487 cm’".

'TH NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,33 (d, J= 5,1 Hz, 1H), 8,03 — 7,98 (m, 2H), 7,71 (s, 1H), 7,45 —
7,40 (m, 3H), 6,90 (d, J= 5,1 Hz, 1H), 5,75 (d, /= 9,8 Hz, 1H), 5,39 (s, 1H), 4,60 (t,J= 5,2 Hz, 2H),
4,53 — 4,42 (m, 2H), 3,93 (t,J= 5,0 Hz, 4H), 3,76 (s, 2H), 2,69 — 2,50 (m, 9H), 2,32 (td, /= 14,0 Hz,
J=4,0Hz, 1H), 1,97 (dt, J= 14,3 Hz, J=4,1 Hz, 1H), 1,87 — 1,80 (m, 1H), 1,76 — 1,62 (m, 2H), 1,58
(dt,J=13,8 Hz,J=4,5 Hz, 1H), 1,45 — 1,35 (m, 1H), 1,33 (s, 3H), 1,31 — 1,19 (m, 3H), 1,01 — 0,88
(m, 4H), 0,81 (d, /= 7,1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 171,5; 171,1; 164,3; 161,9; 158,3; 144,3; 137,7; 130,5; 128,7;
127,0; 124,0; 105,7; 104,5; 92,4; 91,6; 80,1; 62,9; 53,4; 52,8; 51,6, 49,0; 45,2, 43,7; 37,3; 36,3; 34,1;
31,8; 29,1; 28,8; 25,9; 24,6; 22,0; 20,2; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izracunato za Ci3sHsoN7Os™ 732,37154; detektovano
732,37076.

HPLC cistoc¢a, metoda J: tr = 6,35 min, povrsina 97,64%; metoda K: tr = 8,19 min, povrsina 95,65%
(A =254 nm).

2-(4-((4-(4-(4-Metoksifenil)pirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1 H-1,2,3-triazol-1-il)etil-
(B3R,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin[4,3-
i]Jizohromen-10-il)-sukcinat (198)

g Primjenom opste procedure I, polazeéi iz artesunata 32
(37 mg, 0,10 mmol) 1 171 (29 mg, 0,07 mmol) dobijeno
je jedinjenje 198 (52 mg, 98%). Zuto ulje.

20
[l p —2,1 (c 0,05, MeOH)

IC (ATR): v = 3142, 2933, 2876, 1745, 1608, 1586,
1566, 1511, 1443, 1415, 1376, 1345, 1305, 1252, 1215,
1173, 1156, 1101, 1034, 1018, 984, 962, 927,911, 878,
846, 824, 808, 736, 702, 585, 519 cm’".

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,27 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 7,98 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,70 (s, 1H),
6,93 (d, J=8,5 Hz, 2H), 6,84 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 5,75 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 5,39 (s, 1H), 4,60 (t, J =
5,2 Hz, 2H), 4,53 — 4,42 (m, 2H), 3,92 (t, J = 5,0 Hz, 4H), 3,83 (s, 3H), 3,75 (s, 2H), 2,69 — 2,49 (m,
9H), 2,32 (td, J = 13,9 Hz, J = 3,9 Hz, 1H), 1,97 (dt, J = 14,2 Hz, J = 3,9 Hz, 1H), 1,87 - 1,81 (m,
1H), 1,76 — 1,63 (m, 2H), 1,58 (dt, J= 13,8 Hz, J = 4,5 Hz, 1H), 1,46 — 1,35 (m, 1H), 1,33 (s, 3H),
1,31 — 1,19 (m, 3H), 1,01 — 0,88 (m, 4H), 0,81 (d, J= 7,1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,5; 171,1; 163,8; 161,9; 161,7; 158,0; 144,4; 130,1; 128,5;
123,9; 114,0; 105,0; 104,5; 92,4; 91,6; 80,1; 62,9; 55.,4; 53.4; 52,9; 51,6; 49,0; 45,2; 43,7; 37,3; 36,3;
34,1; 31,8; 29,1; 28,9; 25,9; 24,6, 22,0; 20,2; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za CsoHs:N7O9" 762,38210; detektovano
762,38097.

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 6,30 min, povrSina 95,54%; metoda K: tr = 8,02 min, povrsina 95,00%
(A =254 nm).
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2-(4-((4-(4-(4-Fluorfenil)pirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil-
(BR,6R9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin[4,3-
iJizohromen-10-il)-sukcinat (199)

R Primjenom opste procedure I, polazeci iz artesunata 32
(40 mg, 0,10 mmol) 1172 (31 mg, 0,08 mmol) dobijeno
je jedinjenje 199 (51 mg, 85%). Zuto ulje.

20
[a]p —0,6 (c 0,035, MeOH)

IC (ATR): v = 3140, 3061, 2929, 2874, 2852, 1745,
1665, 1602, 1570, 1556, 1507, 1442, 1408, 1376, 1344,
1256, 1226, 1157, 1099, 1036, 1017, 984, 962, 927,
911, 877, 847, 824, 807, 735, 702, 574, 511 cm’".

H NMR (400 MHz, CDCL3): § = 8,32 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 8,01 (dd, J = 8,6 Hz, J = 5,5 Hz, 2H),
7,72 (s, 1H), 7,11 (t, J = 8,6 Hz, 2H), 6,86 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 5,76 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 5,40 (s, 1H),
4,61 (t, J= 5,2 Hz, 2H), 4,54 — 4,42 (m, 2H), 3,92 (t, J = 5,0 Hz, 4H), 3,77 (s, 2H), 2,70 — 2,50 (m,
9H), 2,32 (td, J = 13,9 Hz, J = 4,0 Hz, 1H), 1,97 (dt, J = 14,4 Hz, J = 4,0 Hz, 1H), 1,88 — 1,84 (m,
1H), 1,76 — 1,64 (m, 2H), 1,59 (dt, J= 13,8 Hz, J=4,5 Hz, 1H), 1,44 — 1,32 (m, 4H), 1,32 — 1,20 (m,
3H), 1,02 — 0,89 (m, 4H), 0,82 (d, J= 7,1 Hz, 3H) ppm.

I3C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,5; 171,1; 164,4 (d, Jcr =250 Hz); 163,2; 161,8; 158,5; 144,1;
133,8 (d, Jc.r =3 Hz); 129,0 (d, Jc-r =9 Hz); 124,1; 115,7 (d, Jc-r = 22 Hz); 105,3; 104,5; 92,4; 91,6;
80,1; 62,9; 53,3; 52,7; 51,6; 49,0; 45,2; 43,6; 37,3; 36,3; 34,1; 31,8; 29,1; 28,8; 25,9; 24,6; 22,0; 20,3;
12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za CisHaFN7Os" 750,36212; detektovano
750,36151.

HPLC cistoca, metoda J: tr = 6,40 min, povrSina 96,20%; metoda K: tr = 8,22 min, povrsina 95,16%
(A =254 nm).

2-(4-((4-(4-Metil-6-fenilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etill-
(BR,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin[4,3-
i]Jizohromen-10-il)-sukcinat (200)

Primjenom opste procedure I, polazeci iz artesunata

32 (39 mg, 0,10 mmol) i 173 (30 mg, 0,08 mmol)
: dobijeno je jedinjenje 200 (56 mg, 90%). Bezbojno
ulje.

20
[a] p — 0,7 (¢ 0,05, MeOH)

IC (ATR): v =3143, 3061, 2926, 2874, 2852, 1745,
1569, 1555, 1495, 1450, 1376, 1348, 1301, 1269,
1224, 1208, 1154, 1100, 1035, 1018, 927, 877, 844, 826, 795, 771, 736, 699, 591, 550 cm™".

IH NMR (400 MHz, CDCls): § = 8,02 — 7,97 (m, 2H), 7,71 (s, 1H), 7,44 — 7,38 (m, 3H), 6,80 (s,
1H), 5,75 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 5,39 (s, 1H), 4,60 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 4,52 — 4,42 (m, 2H), 3,94 (t, J =
4,9 Hz, 4H), 3,76 (s, 2H), 2,70 — 2,49 (m, 9H), 2,36 — 2,28 (m, 4H), 2,00 — 1,93 (m, 1H), 1,87 — 1,79
(m, 1H), 1,76 — 1,62 (m, 2H), 1,58 (dt, J = 13,9 Hz, J = 4,5 Hz, 1H), 1,46 — 1,36 (m, 1H), 1,33 (s,
3H), 1,31 — 1,20 (m, 3H), 1,01 — 0,88 (m, 4H), 0,81 (d, J= 7,2 Hz, 3H) ppm.
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13C NMR (100 MHz, CDClz): 6 = 171,5; 171,1; 168,1; 164,0; 162,0; 144,2; 138,0; 130,2; 128,6;
127,0; 124,0; 105,3; 104,5; 92,3; 91,5; 80,1; 62.,9; 53,4; 52,9; 51,5; 49,0; 45,2; 43,6; 37,2; 36,2; 34,0;
31,8;29,1; 28,8; 25,9; 24,6; 22,0; 20,2; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izracunato za C3oHs:N7Os™ 746,38719; detektovano
746,38654.

HPLC c¢istoéa, metoda J: tr = 9,64 min, povrsina 95,78%; metoda K: tr = 8,17 min, povrsina 95,33%
(A =254 nm).

2-(4-((4-(4-(4-Metoksifenil)-6-metilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
iDetil-(3R,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin|[4,3-
i]Jizohromen-10-il)-sukcinat (201)

g Primjenom opste procedure I, polazeéi iz artesunata
32 (37 mg, 0,10 mmol) 1 174 (30 mg, 0,07 mmol)
dobijeno je jedinjenje 201 (50 mg, 88%). Bezbojno
_ ulje.

20
[a] p — 1,5 (c 0,04, MeOH)

IC (ATR): v = 3465, 3141, 2928, 2874, 1744, 1608,
1572, 1551, 1513, 1449, 1377, 1350, 1305, 1254,
1228, 1210, 1174, 1155, 1100, 1035, 1018, 943, 927,
911, 893,877, 844, 825,791, 736,703, 593, 548, 512,

409 cm™.

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 7,98 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,71 (s, 1H), 6,93 (d, J = 8,1 Hz, 2H),
6,75 (s, 1H), 5,77 (d, J = 10,1 Hz, 1H), 5,40 (s, 1H), 4,61 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 4,54 — 4,43 (m, 2H),
3,93 (t, J = 5,0 Hz, 4H), 3,83 (s, 3H), 3,76 (s, 2H), 2,71 — 2,50 (m, 9H), 2,38 — 2,28 (m, 4H), 2,01 —
1,95 (m, 1H), 1,87 — 1,82 (m, 1H), 1,77 — 1,64 (m, 2H), 1,59 (dt, J = 14,1 Hz, J = 4,5 Hz, 1H), 1,47
~ 1,37 (m, 1H), 1,34 (s, 3H), 1,33 — 1,21 (m, 3H), 1,02 — 0,89 (m, 4H), 0,83 (d, J = 7,0 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,5; 171,2; 167,8; 163,6; 162,0; 161,5; 144,4; 130,5; 128,5;
124,0; 114,0; 104,5; 104,5; 92,4; 91,6; 80,2; 63,0; 55.,4; 53,5; 53,0; 51,6; 49,0; 45,3; 43,7; 37,3; 36,3;
34,1; 31,8; 29,1; 28,9; 25,9; 24,6, 22,1; 20,3; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraCunato za CaHssN7Oo" 776,39775; detektovano
776,39658.

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 6,39 min, povrS§ina 97,01%; metoda K: tr = 8,15 min, povrsina 96,03%
(A =254 nm).
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2-(4-((4-(4-(4-Fluorfenil)-6-metilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1 H-1,2,3-triazol-1-il)etil-
(BR,6R9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin[4,3-
iJizohromen-10-il)-sukcinat (202)

R Primjenom opste procedure I, polazeéi iz artesunata
32 (39 mg, 0,10 mmol) i 175 (31 mg, 0,08 mmol)
dobijeno je jedinjenje 202 (48 mg, 80%). Bezbojno
H ulje.

20
[a] p — 0,3 (c 0,03, MeOH)

IC (ATR): v = 3325, 3141, 3057, 2928, 2875, 2851,
1745, 1602, 1557, 1510, 1451, 1376, 1348, 1303,
1269, 1225, 1157, 1100, 1036, 1017, 944, 927, 894,
877, 845, 825, 791, 736, 702, 591, 546, 504, 454 cm’'.

H NMR (400 MHz, CDCls): § = 8,03 — 7,99 (m, 2H), 7,72 (s, IH), 7,11 (t, J= 8,5 Hz, 2H), 6,76 (s,
1H), 5,77 (d, J= 9,8 Hz, 1H), 5,42 (s, 1H), 4,62 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 4,55 — 4,44 (m, 2H), 3,94 (t, J =
5,0 Hz, 4H), 3,77 (s, 2H), 2,71 — 2,51 (m, 9H), 2,37 — 2,30 (m, 4H), 1,99 (dt, J = 14,5 Hz, J= 4,0 Hz,
1H), 1,90 — 1,81 (m, 1H), 1,79 — 1,65 (m, 2H), 1,60 (dt, J= 13,8 Hz, J=4,5 Hz, 1H), 1,49 — 1,38 (m,
1H), 1,35 (s, 3H), 1,34 — 1,22 (m, 3H), 1,04 — 0,90 (m, 4H), 0,83 (d, /= 7,1 Hz, 3H) ppm.

I3C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,6; 171,2; 168,3; 165,5; 164,3 (d, Jcr = 250 Hz); 163,0; 162,0;
144,3; 134,2 (d, Jc.r = 3 Hz); 129,0 (d, Jc.r = 9 Hz); 124,0; 115,6 (d, Jc-r = 22 Hz); 105,0; 104,6;
92,4;91,6; 80,2; 63,0; 53,5; 52,9; 51,6, 49,1, 45,3, 43,7, 37,4, 36,3; 34,1; 31,9; 29,2; 28,9; 26,0; 24,6;
22,1;20,3; 12,2 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za CioHsiFN7Os" 764,37777; detektovano
764,37668.

HPLC cistoca, metoda J: tr = 6,52 min, povrSina 96,10%; metoda K: tr = 8,17 min, povrSina 95,89%
(A =254 nm).

2-(4-((4-(4,6-Difenilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil-
(BR,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin[4,3-
i]Jizohromen-10-il)-sukcinat (203)

Primjenom opste procedure I, polazeci iz artesunata

32 (28 mg, 0,07 mmol) i 176 (25 mg, 0,06 mmol)
: dobijeno je jedinjenje 203 (40 mg, 87%). Bezbojno
Ph  ulje.

20
[a]lp +0,6 (c 0,03, MeOH)

IC (ATR): v=3142, 3060, 2929, 2874, 2852, 1746,
1587, 1562, 1546, 1495, 1451, 1360, 1302, 1267,
1231, 1208, 1156, 1100, 1035, 1018, 987, 927, 911, 877, 844, 826, 765, 736, 695, 632, 486 cm".

'TH NMR (400 MHz, CDCl3): § = 8,11 — 8,09 (m, 4H), 7,75 (s, 1H), 7,50 — 7,45 (m, 6H), 7,39 (s,
1H), 5,77 (d, J= 9,8 Hz, 1H), 5,41 (s, 1H), 4,63 (t, /= 5,2 Hz, 2H), 4,52 — 4,47 (m, 2H), 4,07 (t, J =
4,9 Hz, 4H), 3,81 (s, 2H), 2,73 — 2,51 (m, 9H), 2,33 (td, /= 13,9 Hz, J = 4,0 Hz, 1H), 1,97 (dt, J =
14,3 Hz, J=4,1 Hz, 1H), 1,87 — 1,81 (m, 1H), 1,77 — 1,63 (m, 2H), 1,59 (dt, /= 13,8 Hz, J=4,5 Hz,
1H), 1,45 - 1,37 (m, 1H), 1,35 (s, 3H), 1,32 - 1,21 (m, 3H), 1,01 — 0,88 (m, 4H), 0,83 (d, /= 7,1 Hz,
3H) ppm.
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13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,5; 171,2; 165,3; 162,2; 144,1; 138,3; 130,4; 128,7; 127,2;
124,1; 104,5; 101,9; 92,4; 91,6; 80,2; 63,0; 53,4; 52,9; 51,6; 49,0; 45,3; 43,7; 37,3; 36,3; 34,1; 31,8;
29.1; 28,9; 25,9; 24,6, 22,1; 20,3; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izracunato za CasHssN7Os™ 808,40284; detektovano
808,40144.

HPLC c¢istoéa, metoda J: tr = 6,98 min, povrsina 97,75%; metoda K: tr = 8,50 min, povrsina 95,87%
(A =254 nm).

2-(4-((4-(4-(4-Metoksifenil)-6-fenilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil-
(3R,6R,I9R,108,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin[4,3-
i]Jizohromen-10-il)-sukcinat (204)

g Primjenom opste procedure I, polazedi iz artesunata
32 (37 mg, 0,10 mmol) i 177 (35 mg, 0,07 mmol)
dobijeno je jedinjenje 204 (50 mg, 81%). Bezbojno
_ ulje.

20
[alp —2,2 (c 0,04, MeOH)

IC (ATR): v=3142, 3058, 2929, 2850, 1743, 1607,
1584, 1564, 1543, 1513, 1496, 1450, 1362, 1307,
1266, 1236, 1175, 1157, 1100, 1033, 1018, 986,
926, 877, 828, 774, 736, 699, 641, 609, 581, 517

'TH NMR (400 MHz, CDCl3): § = 8,11 — 8,05 (m, 4H), 7,73 (s, 1H), 7,49 — 7,43 (m, 3H), 7,33 (s,
1H), 6,98 (d, J= 8,6 Hz, 2H), 5,77 (d, J = 9,9 Hz, 1H), 5,40 (s, 1H), 4,62 (t, /= 5,2 Hz, 2H), 4,54 —
4,44 (m, 2H), 4,05 (t,J=4,9 Hz, 4H), 3,86 (s, 3H), 3,79 (s, 2H), 2,72 — 2,50 (m, 9H), 2,37 — 2,27 (m,
1H), 2,00 — 1,93 (m, 1H), 1,86 — 1,80 (m, 1H), 1,77 — 1,63 (m, 2H), 1,58 (dt, /J=10,3 Hz, J=4,5 Hz,
1H), 1,44 — 1,36 (m, 1H), 1,34 (s, 3H), 1,32 - 1,20 (m, 3H), 1,04 — 0,88 (m, 4H), 0,82 (d, /= 7,1 Hz,
3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,5; 171,2; 165,0; 164,7; 162,2; 161,6; 144,4; 138.4; 130,7,
130,3; 128,7; 128,6; 127,1; 124,0; 114,0; 104,5; 101,2; 92,4; 91,6; 80,1; 63,0; 55,5; 53,5; 53,0; 51,6;
49,0; 45,2; 43,8; 37,3; 36,3; 34,1; 31,8; 29,1; 28,9; 25,9; 24,6; 22,0; 20,3; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izraunato za CasHssN7Oo" 838,41340; detektovano
838.41161.

HPLC ¢istoc¢a, metoda J: tr = 10,36 min, povrsSina 95,12%; metoda K: tr = 8,55 min, povrsina 96,61%
(A =254 nm).
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2-(4-((4-(4-(4-Fluorfenil)-6-fenilpirimidin-2-il)piperazin-1-il)metil)-1 H-1,2,3-triazol-1-il)etil-
(BR,6R9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin[4,3-
iJizohromen-10-il)-sukcinat (205)

R Primjenom opste procedure I, polazeci iz artesunata
32 (28 mg, 0,07 mmol) i 178 (26 mg, 0,06 mmol)
dobijeno je jedinjenje 205 (41 mg, 88%). Bezbojno
H ulje.

20
[alp — 2,1 (c 0,04, MeOH)

IC (ATR): v=13399, 3143, 3063, 2926, 2853, 1745,
1602, 1564, 1547, 1510, 1497, 1451, 1361, 1304,
1266, 1157, 1100, 1036, 1017, 987, 927, 877, 827,

773, 735, 697, 607, 570, 509 cm’!.

'TH NMR (400 MHz, CDCl3): § = 8,13 — 8,06 (m, 4H), 7,74 (s, 1H), 7,50 — 7,44 (m, 3H), 7,33 (s,
1H), 7,14 (t, J = 8,4 Hz, 2H), 5,77 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 5,40 (s, 1H), 4,62 (t, /= 5,2 Hz, 2H), 4,55 —
4,44 (m, 2H), 4,05 (t, J=4,9 Hz, 4H), 3,80 (s, 2H), 2,71 — 2,50 (m, 9H), 2,32 (td, J= 13,8 Hz, J =
4,3 Hz, 1H), 1,97 (dt, J= 14,7 Hz, J = 3,8 Hz, 1H), 1,88 — 1,80 (m, 1H), 1,75 — 1,64 (m, 2H), 1,59
(dt,J=14,0 Hz, J=4,6 Hz, 1H), 1,46 — 1,37 (m, 1H), 1,34 (s, 3H), 1,32 — 1,21 (m, 3H), 0,99 — 0,89
(m, 4H), 0,82 (d, /= 7,1 Hz, 3H) ppm.

I3C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,5; 171,2; 165,4; 164,4 (d, Jcr = 250 Hz); 164,1; 162,2; 144,2;
138,2; 134,4 (d, Jcr = 3 Hz); 130,5; 129,1 (d, Jc.r =9 Hz); 128,7; 127,2; 124,1; 115,7 (d, Jcr = 22
Hz); 104,5; 101,5; 92.4; 91,6; 80,2; 63,0; 53.4; 52,9; 51,6; 49,0; 45,3; 43,8; 37,3; 36,3; 34,1; 31,8;
29,1; 28.9; 25,9; 24,6; 22,1; 20,3; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+H]" izracunato za CassHs3sFN70s" 826,39342; detektovano
826,39245.

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 7,12 min, povrSina 95,44%; metoda K: tr = 8,61 min, povrsina 97,50%
(A =254 nm).

2-(4-(((4-Fenilpirimidin-2-il)oksi)metill)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil-((3R,6R,9R,10S,12R,12aR)-
3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin|[4,3-i]izohromen-10-il)-sukcinat (206)

Primjenom opste procedure I, polazeci iz artesunata
32 (52 mg, 0,13 mmol) i 188 (31 mg, 0,10 mmol)
dobijeno je jedinjenje 206 (58 mg, 84%). Bezbojno
ulje.

\\
Y

N= 20
o%kl ) [l p — 2,3 (c 0,04, MeOH)

IC (ATR): v=13145, 3059, 2929, 2875, 1744, 1575, 1550, 1498, 1452, 1435, 1410, 1369, 1322, 1276,
1252, 1228, 1206, 1156, 1102, 1036, 1017, 944, 927, 912, 878, 843, 827, 774, 735, 699, 628, 553,
487 cm™.

IH NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,58 — 8,54 (m, 1H), 8,13 — 8,07 (m, 2H), 7,85 (s, 1H), 7,50 — 7,45
(m, 3H), 7,41 — 7,37 (m, 1H), 5,73 (d, J = 9,9 Hz, 1H), 5,66 (s, 2H), 5,38 (s, 1H), 4,59 (t, /= 5,3 Hz,
2H), 4,50 — 4,39 (m, 2H), 2,66 — 2,46 (m, 5H), 2,36 — 2,26 (m, 1H), 1,99 — 1,92 (m, 1H), 1,85 — 1,79
(m, 1H), 1,76 — 1,62 (m, 2H), 1,59 — 1,54 (m, 1H), 1,46 — 1,36 (m, 1H), 1,33 (s, 3H), 1,31 — 1,19 (m,
3H), 1,01 — 0,89 (m, 4H), 0,79 (d, J= 7,1 Hz, 3H) ppm.
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13C NMR (100 MHz, CDClz): § = 171,5; 171,1; 166,3; 165,0; 160,0; 144,0; 136,2; 131,3; 129,0;
127,3; 124,4; 110,9; 104,5; 92,3; 91,5; 80,1; 62,9; 61,0; 51,6; 49,1; 45,2; 37,3; 36,2; 34,1; 31,8; 29,1;
28,7; 25,9; 24,6; 22,0, 20,2; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izracunato za C3sHsiNsNaOo™ 686,27965; detektovano
686,27897.

HPLC c¢istoéa, metoda J: tr = 8,56 min, povrsina 96,32%; metoda K: tr = 9,15 min, povrsina 95,40%
(A =254 nm).

2-(4-(((4-(4-Metoksifenil)pirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil-
(3R,6R,I9R,108,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin[4,3-
i]Jizohromen-10-il)-sukcinat (207)

Primjenom opste procedure I, polazeéi iz
artesunata 32 (46 mg, 0,12 mmol) i 189 (30 mg,
0,09 mmol) dobijeno je jedinjenje 207 (51 mg,
81%). Bezbojno ulje.

0 N’N

5 N %
N°N O%\ [a] ) — 1,8 (c 0,1, McOH)

0]

IC (ATR): v = 3146, 3057, 2934, 2875, 1744, 1608, 1578, 1549, 1514, 1440, 1420, 1373, 13327,
1302, 1278, 1254, 1209, 1177, 1156, 1101, 1035, 1018, 944, 927, 877, 826, 795, 735, 702, 582, 522,
486, 450 cm’!.

TH NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,50 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 8,09 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,85 (s, 1H),
7,32 (d,J=5,2 Hz, 1H), 6,98 (d, J= 8,5 Hz, 2H), 5,74 (d, /= 9,9 Hz, 1H), 5,66 (s, 2H), 5,40 (s, 1H),
4,60 (t, J= 5,1 Hz, 2H), 4,52 — 4,39 (m, 2H), 3,86 (s, 3H), 2,67 — 2,48 (m, 5H), 2,33 (td, /= 13,9 Hz,
J=3,9Hz, 1H), 1,98 (dt,J= 14,6 Hz, J=4,0 Hz, 1H), 1,88 — 1,82 (m, 1H), 1,78 — 1,63 (m, 2H), 1,58
(dt,J=13,7Hz,J=4,4 Hz, 1H), 1,47 — 1,37 (m, 1H), 1,35 (s, 3H), 1,32 — 1,19 (m, 3H), 1,02 — 0,90
(m, 4H), 0,81 (d, /= 7,1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,6; 171,1; 165,9; 165,0; 162,4; 159,7; 144,2; 129,0; 128,7,
124,4; 114,4; 110,1; 104,5; 92,4; 91,6; 80,2; 62,9; 60,9; 55.5; 51,6;49,1; 45,3; 37,3; 36,3; 34,1; 31,8;
29,1; 28.8; 25,9; 24,6; 22,0; 20,3; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izracunato za C3sH43NsNaOio" 716,29021; detektovano
716,28985.

HPLC cistoca, metoda J: tr = 8,49 min, povrsSina 97,15%; metoda K: tr = 8,92 min, povrsina 96,17%
(A =254 nm).

2-(4-(((4-(4-Fluorfenil)pirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil-
(BR,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin[4,3-
iJizohromen-10-il)-sukcinat (208)

Primjenom opste procedure I, polazeci iz artesunata
32 (38 mg, 0,10 mmol) i 190 (24 mg, 0,08 mmol)
dobijeno je jedinjenje 208 (46 mg, 89%). Bezbojno
ulje.

20
[a] p —4,5 (¢ 0,03, MeOH)

IC (ATR): v=3397, 3146, 3060, 2929, 2875, 1744, 1602, 1579, 1552, 1511, 1444, 1418, 1373, 1326,
1294, 1274, 1231, 1209, 1160, 1101, 1035, 1017, 944, 926, 911, 877, 826, 736, 614, 570, 514, 487,
453 cm™.
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H NMR (400 MHz, CDCLs): 6 = 8,56 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 8,14 — 8,10 (m, 2H), 7,85 (s, 1H), 7,35
(d,J=5,2 Hz, 1H), 7,16 (t, J = 8,6 Hz, 2H), 5,74 (d, J= 9,8 Hz, 1H), 5,66 (s, 2H), 5,40 (s, 1H), 4,60
(t, J= 5.2 Hz, 2H), 4,52 — 4,40 (m, 2H), 2,68 — 2,47 (m, SH), 2,37 — 2,29 (m, 1H), 2,01 — 1,94 (m,
1H), 1,89 — 1,81 (m, 1H), 1,77 — 1,64 (m, 2H), 1,58 (dt, J= 14,0 Hz, J= 4,5 Hz, 1H), 1,47 — 1,37 (m,
1H), 1,34 (s, 3H), 1,32 — 1,20 (m, 3H), 1,03 — 0,90 (m, 4H), 0,80 (d, J= 7,1 Hz, 3H) ppm.

I3C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,5; 171,1; 165,3; 165,1; 164,9 (d, Jc-r = 251 Hz); 160,1; 144,0;
132,5 (d, Jc-r =3 Hz); 129,5 (d, Jcr =9 Hz); 124,4; 116,1 (d, Jc.r =22 Hz); 110,6; 104,5; 92.4; 91,6;
80,2; 62,9; 61,1; 51,6; 49,1, 45,3; 37,3; 36,3; 34,1; 31,8; 29,1; 28,8; 25,9; 24,6; 22,0; 20,3; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izracunato za CssHs4FNsNaOo" 704,27023; detektovano
704,26991.

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 8,56 min, povrSina 99,68%; metoda K: tr = 9,30 min, povrsina 95,42%
(A =254 nm).

2-(4-(((4-Metil-6-fenilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1 H-1,2,3-triazol-1-il)etil-
(BR,6R,9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin[4,3-
i]Jizohromen-10-il)-sukcinat (209)

Primjenom opste procedure I, polazeéi iz artesunata
32 (48 mg, 0,13 mmol) i 191 (30 mg, 0,10 mmol)
dobijeno je jedinjenje 209 (61 mg, 93%). Bezbojno
ulje.

\\
Y

N= 20
O%kl p [a] p —3,3 (c 0,06, MeOH)

IC (ATR): v = 3146, 3063, 2929, 2875, 1744, 1662,
1591, 1545, 1499, 1449, 1409, 1350, 1325, 1280, 1252, 1225, 1155, 1100, 1072, 1050, 1036, 1017,
944, 927,911, 877, 844, 826, 774, 735, 698, 594, 549 cm™.

'H NMR (400 MHz, CDCL3): § = 8,15 — 8,10 (m, 2H), 7,86 (s, 1H), 7,52 — 7,47 (m, 3H), 7,30 (s,
1H), 5,76 (d,J= 9,8 Hz, 1H), 5,70 (s, 2H), 5,42 (s, 1H), 4,62 (t, J= 5,1 Hz, 2H), 4,53 — 4,43 (m, 2H),
2,69 — 2,50 (m, 8H), 2,40 — 2,29 (m, 1H), 2,03 — 1,96 (m, 1H), 1,92 — 1,82 (m, 1H), 1,79 — 1,65 (m,
2H), 1,60 (dt, J = 13,9 Hz, J = 4,6 Hz, 1H), 1,50 — 1,39 (m, 1H), 1,37 (s, 3H), 1,34 — 1,22 (m, 3H),
1,05 0,91 (m, 4H), 0,83 (d, J= 6,9 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,6; 171,1; 170,7; 165,8; 164,9; 144,2; 136,5; 131,1; 128,9;
127,3; 124,2; 110,4; 104,5; 92,3; 91,5; 80,1; 62,9; 60,9; 51,6; 49,1; 45,2; 37,3; 36,3; 34,1; 31,8; 29,1;
28,7; 25,9; 24,6, 24,4; 22,0; 20,2; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izracunato za CssHasNsNaOo® 700,2953; detektovano
700,29496.

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 8,80 min, povrSina 95,95%; metoda K: tr = 9,10 min, povrsina 95,07%
(A =254 nm).
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2-(4-(((4-(4-Metoksifenil)-6-metilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1 H-1,2,3-triazol-1-il)etil-
(BR,6R9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin[4,3-
iJizohromen-10-il)-sukcinat (210)

Primjenom opste procedure I, polaze¢i iz
artesunata 32 (44 mg, 0,11 mmol) i 192 (30 mg,
0,09 mmol) dobijeno je jedinjenje 210 (60 mg,
96%). Bezbojno ulje.

20
[alp — 3.6 (c 0,05, MeOH)

IC (ATR): v = 3145, 3056, 2932, 2875, 1745,
1590, 1542, 1517, 1452, 1415, 1352, 1323, 1296, 1256, 1226, 1177, 1157, 1132, 1101, 1035, 1019,
944, 927,911, 878, 836, 793, 736, 702, 594, 548, 513 cm™.

H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8,07 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,81 (s, 1H), 7,19 (s, 1H), 6,96 (d, J = 8,8
Hz, 2H), 5,72 (d, J=9,8 Hz, 1H), 5,65 (s, 2H), 5,38 (s, 1H), 4,58 (t, J = 4,6 Hz, 2H), 4,50 — 4,38 (m,
2H), 3,84 (s, 3H), 2,65 — 2,45 (m, 8H), 2,31 (td, J = 13,8 Hz, J = 4,1 Hz, 1H), 2,00 — 1,93 (m, 1H),
1,88 — 1,79 (m, 1H), 1,76 — 1,62 (m, 2H), 1,56 (dt, J= 13,9 Hz, J = 4,5 Hz, 1H), 1,46 — 1,37 (m, 1H),
1,34 (s, 3H), 1,32 — 1,17 (m, 3H), 1,01 — 0,88 (m, 4H), 0,79 (d, J = 6,9 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,6; 171,0; 170,3; 165,3; 164,8; 162,1; 144,3; 128,9; 128,8;
124,2;: 114,2; 109.,5; 104,5; 92,3; 91,5; 80,1; 62,9; 60,8; 55.5; 51,6;49,0; 45,2; 37,3; 36,2; 34,1; 31,8;
29,1; 28,7; 25,9; 24,6, 24,3; 22,0; 20,2; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izracunato za C3sHasNsNaOio" 730,30586; detektovano
730,30519.

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 8,51 min, povrsina 95,38%; metoda K: tr = 9,01 min, povrsina 95,14%
(A =254 nm).

2-(4-(((4-(4-Fluorofenil)-6-metilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1 H-1,2,3-triazol-1-il)etil-
(BR,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin[4,3-
i]Jizohromen-10-il)-sukcinat (211)

Primjenom opSste procedure I, polazeci iz artesunata
32 (40 mg, 0,10 mmol) i 193 (27 mg, 0,08 mmol)
dobijeno je jedinjenje 211 (41 mg, 73%). Bezbojno
ulje.

20
[a] p — 6,0 (c 0,03, MeOH)

IC (ATR): v=3146, 3062, 2928, 2875, 1744, 1602,
1587, 1545, 1512, 1452, 1412, 1350, 1322, 1225, 1159, 1100, 1036, 1017, 944, 927, 911, 877, 840,
793, 735, 702, 588, 573, 546, 506, 487, 453 cm’'.

IH NMR (400 MHz, CDCls): § = 8,14 — 8,08 (m, 2H), 7,82 (s, 1H), 7,22 (s, 1H), 7,17 — 7,11 (m,
2H), 5,73 (d, J = 10,2 Hz, 1H), 5,65 (s, 2H), 5,39 (s, 1H), 4,59 (d, J = 4,6 Hz, 2H), 4,51 — 4,39 (m,
2H), 2,67 — 2,47 (m, 8H), 2,37 — 2,27 (m, 1H), 1,99 — 1,95 (m, 1H), 1,89 — 1,80 (m, 1H), 1,77 — 1,63
(m, 2H), 1,57 (dt, J = 13,9 Hz, J = 3,5 Hz, 1H), 1,47 — 1,36 (m, 1H), 1,34 (s, 3H), 1,32 — 1,20 (m,
3H), 1,02 - 0,89 (m, 4H), 0,80 (d, J = 6,7 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): § = 171,6; 171,1; 170,8; 164,9; 164,7; 1647 (d, Je.r = 250 Hz); 144,2;
132,7; 129,4 (d, Jor = 9 Hz); 124,2; 116,0 (d, Je.r = 22 Hz); 110,1; 104,5; 92,4; 91,6; 80,1; 62,9;
60,9; 51,6; 49,1; 45,3; 37,3; 36,3; 34,1; 31,8; 29,1; 28,7; 25.9; 24,6 24.,4; 22,0; 20,3; 12,1 ppm.
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HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izraéunato za C3sHa2FNsNaOo" 718,28588; detektovano
718,28518.

HPLC cistoéa, metoda J: tr = 8,59 min, povrsina 97,65%; metoda K: tr = 9,00 min, povrsina 96,13%
(A =254 nm).

2-(4-(((4,6-Difenilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil-
(B3R,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin[4,3-
iJizohromen-10-il)-sukcinat (212)

Primjenom opste procedure I, polazeéi iz artesunata
32 (34 mg, 0,09 mmol) 1 194 (25 mg, 0,07 mmol)
dobijeno je jedinjenje 212 (40 mg, 81%). Bezbojno
ulje.

20
[alp —2,7 (¢ 0,04, MeOH)

Ph IC (ATR): v = 3147, 3061, 2929, 2875, 1745,
1587,1573, 1536, 1499, 1452, 1409, 1376, 1353, 1326, 1309, 1284, 1232, 1209, 1156, 1132, 1100,
1036, 1017, 927,911, 877, 844, 826, 768, 735, 694, 626, 486 cm™.

'TH NMR (400 MHz, CDCl3): § = 8,22 — 8,16 (m, 4H), 7,88 (s, 1H), 7,84 (s, 1H), 7,54 — 7,48 (m,
6H), 5,79 (s, 2H), 5,72 (d, J = 9,9 Hz, 1H), 5,36 (s, 1H), 4,64 — 4,57 (m, 2H), 4,53 — 4,38 (m, 2H),
2,66 — 2,43 (m, 5H), 2,37 — 2,27 (m, 1H), 2,01 — 1,93 (m, 1H), 1,87 — 1,79 (m, 1H), 1,74 — 1,60 (m,
2H), 1,59 — 1,51 (m, 1H), 1,42 — 1,32 (m, 4H), 1,32 — 1,18 (m, 3H), 1,00 — 0,88 (m, 4H), 0,78 (d, J =
7,1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,6; 171,1; 167,2; 165.,4; 144,3; 136,8; 131,2; 129,0; 127,5;
124,4; 106,9; 104,5; 92.4; 91,6; 80,2; 62,9; 61,1; 51,6; 49,1; 45,3; 37,3; 36,3; 34,1; 31,8; 29,1; 28,7;
26,0; 24,6; 22,0; 20,3; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izracunato za CasHssNsNaOo® 762,31095; detektovano
762,30983.

HPLC distoc¢a, metoda J: tr = 9,66 min, povrsina 95,94%; metoda K: tr = 12,43 min, povrsina 95,32%
(A =254 nm).

2-(4-(((4-(4-Metoksifenil)-6-fenilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil-
(B3R,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin[4,3-
i]Jizohromen-10-il)-sukcinat (213)
Primjenom opste procedure I, polazeéi iz
artesunata 32 (37 mg, 0,10 mmol) 1 195 (30 mg,
0,07 mmol) dobijeno je jedinjenje 213 (50 mg,
o N’N 87%). Bezbojno ulje.

(i) N 20
No/v 0~<\ [l ) — 3.0 (c 0,03, McOH)

o

IC (ATR): v = 3396, 3059, 2930, 1744, 1605,
1586, 1574, 1533, 1516, 1499, 1452, 1432, 1415, 1353, 1325, 1297, 1257, 1239, 1177, 1156, 1132,
1100, 1017, 927, 877, 838, 775, 736, 698, 644, 581, 518 cm™.

TH NMR (500 MHz, CDCls): § = 8,17 — 8,13 (m, 4H), 7,87 (s, 1H), 7,75 (s, 1H), 7,50 — 7,46 (m,
3H), 6,99 — 6,97 (m, 2H), 5,75 (s, 2H), 5,70 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 5,34 (s, 1H), 4,62 — 4,56 (m, 2H),
4,50 — 4,37 (m, 2H), 3,84 (s, 3H), 2,64 — 2,41 (m, 5H), 2,28 (dd, J = 14,4 Hz, J = 3,8 Hz, 1H), 1,95
(dt, J=14,0 Hz, J= 3,7 Hz, 1H), 1,84 — 1,77 (m, 1H), 1,71 — 1,59 (m, 2H), 1,53 (dt, J= 13,9 Hz, J =
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4,4 Hz, 1H), 1,41 — 1,32 (m, 4H), 1,31 — 1,17 (m, 3H), 0,96 — 0,86 (m, 4H), 0,76 (d, J = 7,1 Hz, 3H)

I3C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 171,6; 171,0; 166,7; 166,6; 165,2; 162,2; 144,2; 136,9; 131,0;
129,1; 129,0; 128,9; 127,3; 124,4; 114,2; 105,9; 104,4; 92,3; 91,5; 80,1; 62,9; 60,9; 55,5; 51,5; 49,0;
45,1; 37,2; 36,2; 34,0; 31,7; 29,0; 28,6; 25,9; 24,5; 21,9; 20,2; 12,0 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izracunato za Cs1H47NsNaOjo" 792,32151; detektovano
792,32016.

HPLC cistoéa, metoda J: tr = 9,17 min, povrsina 95,83%; metoda K: tr = 9,67 min, povrsina 95,06%
(A =254 nm).

2-(4-(((4-(4-Fluorifenil)-6-fenilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil-
(B3R,6R,9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepin[4,3-
iJizohromen-10-il)-sukcinat (214)

Primjenom opste procedure I, polazedi iz artesunata
32 (38 mg, 0,10 mmol) i 196 (30 mg, 0,08 mmol),
dobijeno je jedinjenje 214 (48 mg, 83%). Bezbojno

ulje.
N= 20
0~<r\q p [al p — 3.4 (c 0,05, MeOH)
Ph IC (ATR): v= 3146, 3064, 2929, 2875, 1744, 1602,

1588, 1577, 1536, 1512, 1453, 1431, 1412, 1352, 1326, 1284, 1231, 1159, 1132, 1100, 1035, 1017,
927, 877, 843, 775, 735, 697, 570, 510 cm’".

'TH NMR (400 MHz, CDCl3): § = 8,23 — 8,15 (m, 4H), 7,87 (s, 1H), 7,79 (s, 1H), 7,52 — 7,49 (m,
3H), 7,22 - 7,15 (m, 2H), 5,77 (s, 2H), 5,72 (d, J = 9,9 Hz, 1H), 5,37 (s, 1H), 4,62 — 4,59 (m, 2H),
4,53 — 4,38 (m, 2H), 2,68 — 2,44 (m, 5H), 2,37 — 2,27 (m, 1H), 2,00 — 1,94 (m, 1H), 1,88 — 1,80 (m,
1H), 1,75 - 1,61 (m, 2H), 1,59 - 1,52 (m, 1H), 1,43 — 1,17 (m, 7H), 1,00 — 0,89 (m, 4H), 0,78 (d, J =
7,1 Hz, 3H) ppm.

I3C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 171,6; 171,1; 167,3; 166,1; 165,3; 164,8 (d, Jcr = 252 Hz); 144,2;
136,7; 133,0 (d, Jc.r = 3 Hz); 131,3; 129,6 (d, Jcr = 9 Hz); 129,0; 127,4; 124,4; 116,0 (d, Jc.r = 22
Hz); 106,5; 104,5; 92.4; 91,6; 80,2; 62,9; 61,1; 51,6; 49,1, 45,3; 37,3; 36,3; 34,1; 31,8; 29,1; 28,7,
25,9; 24,6; 22,0; 20,3; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izraGunato za CsoHssFNsNaOo" 780,30153; detektovano
780,30065.

HPLC disto¢a, metoda J: tr = 9,58 min, povrSina 98,87%; metoda K: tr = 9,88 min, povrsina 97,89%
(A =254 nm).

(BR,6R,I9R,10S5,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-
i]Jizohromen-10-il 4-((2-(4-(((4,6-difenilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)etil)amino)-4-oksobutanoat (217)

Primjenom opste procedure J, polazeci iz artesunata
32 (31 mg, 0,08 mmol) i 215 (30 mg, 0,08 mmol),
dobijeno je jedinjenje 217 (51 mg, 86%). Bezbojno
ulje.

20
[alp + 1,5 (c 0,04, MeOH)
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IC (ATR): v=3310, 3062, 2926, 2873, 2853, 1749, 1708, 1673, 1588, 1574, 1536, 1499, 1447, 1409,
1376, 1353, 1327, 1309, 1284, 1231, 1210, 1161, 1132, 1098, 1036, 1016, 927, 877, 845, 826, 768,
735, 694, 627 cm’!.

H NMR (400 MHz, CDCLs): 6 = 8,16 — 8,10 (m, 4H), 7,83 (s, 1H), 7,78 (s, 1H), 7,50 — 7,45 (m,
6H), 6,69 — 6,65 (m, 1H), 5,72 — 5,67 (m, 3H), 5,34 (s, 1H), 4,45 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,78 — 3,63 (m,
2H), 2,76 — 2,25 (m, 6H), 1,96 (dt, J = 14,6 Hz, J= 3,9 Hz, 1H), 1,85 — 1,77 (m, 1H), 1,72 — 1,58 (m,
2H), 1,54 (dt, J= 13,6 Hz, J= 4,4 Hz, 1H), 1,43 — 1,34 (m, 4H), 1,33 — 1,17 (m, 3H), 0,98 — 0,85 (m,
4H), 0,78 (d, J= 7,1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDClz): § = 172,1; 171,7; 167,1; 165,3; 143,7; 136,7; 131,2; 129,0; 1274,
124,7; 106,9; 104,5; 92,2; 91,5; 80,1; 60,9; 51,5; 49,7; 45,2; 39,7; 37,2; 36,2; 34,1; 31,8; 30,5; 29,5;
26,0; 24,6; 22,0; 20,2; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izraunato za CsoHssNeNaOs® 761,32693; detektovano
761,32586.

HPLC cistoc¢a, metoda J: tr = 9,09 min, povrsSina 98,99%; metoda K: tr = 10,26 min, povrsina 99,55%
(A =254 nm).

(BR,6RI9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-Trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-
iJizohromen-10-il 4-((2-(4-(((4-(4-metoksifenil)-6-fenilpirimidin-2-il)oksi)metil)-1 H-1,2,3-
triazol-1-il)etil)amino)-4-oksobutanoat (218)

Primjenom opste procedure J, polazeéi iz
artesunata 32 (24 mg, 0,06 mmol) i 216 (25 mg,
0,06 mmol), dobijeno je jedinjenje 218 (36 mg,
76%). Bezbojno ulje.

20
0~<\ [a] p + 0,8 (c 0,04, MeOH)

IC (ATR): v = 3310, 3144, 3063, 2927, 2874,
1750, 1674, 1605, 1574, 1586, 1533, 1517, 1500, 1453, 1342, 1416, 1375, 1353, 1326, 1297, 1258,
1239, 1178, 1132, 1099, 1036, 1017, 927, 877, 838, 775, 735, 697 cm™.

'TH NMR (400 MHz, CDCl3): § = 8,14 — 8,09 (m, 4H), 7,82 (s, 1H), 7,72 — 7,69 (m, 1H), 7,49 — 7,47
(m, 3H), 7,00 — 6,95 (m, 2H), 6,53 (brs, 1H), 5,73 — 5,66 (m, 3H), 5,35 (s, 1H), 4,46 (t, J = 5,6 Hz,
2H), 3,86 — 3,85 (m, 3H), 3,78 — 3,64 (m, 2H), 2,76 — 2,26 (m, 6H), 2,01 — 1,92 (m, 1H), 1,86 — 1,78
(m, 1H), 1,74 - 1,51 (m, 3H), 1,45 - 1,35 (m, 4H), 1,35 - 1,17 (m, 3H), 0,99 — 0,86 (m, 4H), 0,79 (d,
J=6,4Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 172,0; 171,7; 166,8; 166,7; 165,2; 162,3; 143,9; 136,9; 131,1;
129,1; 129,0; 128,9; 127,3; 124,6; 114,3; 106,0; 104,5; 92,3; 91,5; 80,2; 60.,8; 55,5; 51,6; 49,7; 45,3;
39.,7; 37,3; 36,3; 34,1; 31,9; 30,6; 29,6; 26,0; 24,6; 22,0; 20,3; 12,1 ppm.

HRMS (HESI/Orbitrap) m/z: [M+Na]" izraunato za Cs4iHasNeNaOo" 791,33750; detektovano
791,33657.

HPLC cistoc¢a, metoda J: tr = 8,96 min, povrSina 98,68%; metoda K: tr = 10,16 min, povrs§ina 99,05%
(A =254 nm).
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Bioloska ispitivanja

Eksperimenti za odredivanje bioloske aktivnosti sintetisanih jedinjenja uradeni su na Insitutu
za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢* - Institutu od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju,
Univerzitet u Beogradu, pod rukovodstvom dr Milice Pesi¢.

Reagensi

U okviru eksperimentalnog rada primjenjeni su slede¢i reagensi: RPMI 1640 medijum, fetalni
govedi serum (FBS) (Corning, Njujork, Sjedinjene Americke Drzave (SAD)), mjeSavina antibiotika
penicilin-streptomicin, mjesavina antibiotika i1 antimikotika (penicilin, streptomicin i amfotericin B),
neesencijalne aminokiseline za minimalni esencijalni medijum (Capricorn Scientific GmbH,
Ebsdorfergrund, Njemacka), tripsin/EDTA rastvor, dihidroetidijum (DHE), dihidrorodamin 123
(DHR) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), minimalni esencijalni medijum
(MEM), r-glutamin, dimetil-sulfoksid (DMSO), 3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolijum
bromid (MTT), Dex-Ver i rodamin 123 (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Njemacka).

Ispitivane supstance

Ispitivana jedinjenja, pirimidinski derivati, artemizinin, artesunat kao i hibridna jedinjenja,
rastvorena su u dimetil-sulfoksidu, a alikvoti rastvora koncentracije 20 mM cuvani su na -20 °C.
Tarikvidar je rastvoren u DMSO i alikvoti rastvora koncentracije 10 pM su cuvani na -20 °C.
Deksverapamil (Dex-Ver) je rastvoren u sterilnoj dejonizovanoj vodi, kao i doksorubicin (DOX), a
alikvoti koncentracije 5 mM i 10 mM, respektivno, su takode ¢uvani na -20 °C. Neposredno prije
izvodenja eksperimenata, radni rastvori svih jedinjenja su pripremljeni u sterilnoj dejonizovanoj vodi.

Celije i éelijske kulture

Humana ¢elijska linija nesitnocelijskog karcinoma plu¢a NCI-H460 je nabavljena od strane
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Rezistentna ¢elijska linija NCI-H460/R
razvijena je selekcijom NCI-H460 celija kontinuiranim izlaganjem postepeno rastu¢im
koncentracijama doksorubicina.?'® Humana éelijska linija fibroblasta plu¢a embrionalnog porijekla
(MRC-5) je nabavljena iz Evropske kolekcije autenti¢nih cCelijskih kultura (ECACC, Port Down,
Velika Britanija). Celije NCI-H460 kao i ¢elije NCI-H460/R gajene su u RPMI 1640 medijumu koji
sadrzi 10% fetalnog govedeg seruma (FBS), 2 mM L-glutamina, 10 000 U/mL penicilina, 10 mg/mL
streptomicina 1 25 mg/mL amfotericina B. MRC-5 ¢elije su gajene u minimalnom esencijalnom
medijumu (MEM) koji sadrzi 10% fetalnog govedeg seruma, 2 mM L-glutamina, 2 mM
neesencijalnih aminokiselina, 5000 U/mL penicilina 1 5 mg/mL streptomicina. Sve Celije su gajene
na 37 °C u vlaznoj atmosferi sa 5% CO; 1 presijavane dva puta nedeljno koris¢enjem 0,25%
tripsin/EDTA.

4

Celijska linija humanog glioblastoma U87 kupljena je od American Type Culture Collection
(ATCC, SAD). Odgovarajuca visestruko rezistentna Celijska linija U87-TxR selektovana je od U87
¢elijske linije nakon kontinuiranog izlaganja postepeno rastu¢im koncentracijama paklitaksela (100-
300 nM) u toku 9 mjeseci.??” U87 i U87-TxR éelije kultivisane su u minimalnom esencijalnom
medijumu sa 10% fetalnog govedeg seruma koji je prethodno inaktiviran na 56 °C tokom 30 minuta,
uz dodatak 2 mM L-glutamina, 5000 U/mL penicilina i 5 mg/mL streptomicina, u inkubatoru na 37
°C sa 5% COx.

MTT test

Za odredivanje vijabilnosti ¢elija koriS¢en je MTT test koji se zasniva na sposobnosti Zivih
¢elija da redukuju 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid (MTT) do nerastvornog
ljubiCastog formazana u aktivnim mitohondrijama. Preliminarni skrining je uraden tako §to su celije
zasijane u ploc¢e sa 96 bunaric¢a (2000 ¢elija po bunari¢u za NCI-H460 i NCI-H460/R) i inkubirane
preko no¢i u odgovaraju¢em mediju. Inicijalno, ¢elije su tretirane sa 5 uM 1 30 pM artemizinina,
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artesunata, pirimidinskih derivata 111—116, 131-140, 142, hibridnih molekula 144-149, 150-160 1
sa 5 uM derivata pirimidina 170-178, 188-196, 215-216, hibrida artesunata 197-205, 206-214 i
217-218 1 inkubirane tokom 72 sata (37 °C, 5% CO2). Na osnovu dobijenih rezultata, hibridni
molekuli (144-149, 150-160, 197-205, 206214 i 217-218), kao i jedinjenje 142, derivat pirimidina,
su odabrani za odredivanje ICso vrijednosti 1 dalja eksperimentalna ispitivanja.

U871 U87-TxR ¢elije zasijavane su u mikrotitar ploce sa 96 bunari¢a (Sarstedt, Nemacka) u
gustini od 4 000 ¢elija po bunari¢u, u 100 pL MEM medijuma. Celije su zasijavane 24 sata prije
tretmana radi adaptacije. Artemizinin, artesunat, kao i jedinjenja 170-178, 188-196, 215-216, 197—
205, 206214 1 217-218 primenjivana su u koncentraciji od 5 uM.

U cilju odredivanja ICso vrijednosti odabranih jedinjenja, ¢elije su tretirane sa rastu¢im
koncentracijama artemizinina, artesunata, pirimidinskog derivata 142 i hibridnih molekula 144—149,
150-160, 197-205, 206214 1 217-218 (1, 2,5, 5, 10, 25 uM za NCI-H460, NCI-H460/R, i 10, 25,
50, 75 1 100 uM za MRC-5). Eksperiment je raden pod istim uslovima, tako $to su ¢elije sijane u
ploc¢e sa 96 bunari¢a (2000 celija po bunari¢u), inkubirane preko noéi i zatim tretirane rastu¢im
koncentracijama odabranih jedinjenja.

Koncentracija TQ od 50 nM kombinovana je sa pet koncentracija jedinjenja 150-156 (1, 2,5,
5,10, 25 uM), dok su jedinjenja 157-160 koncentracije od 500 nM kombinovana sa pet koncentracija
DOX (100, 250, 500, 1000 i 2000 nM) na ¢elijskoj liniji NCI-H460/R. U toku ovog kombinovanog
tretmana, sve prikazane kombinacije su inkubirane u toku 72 sata. Takode, NCI-H460/R ¢elijska
linija tretirana je i sa 50 nM TQ i 5 uM Dex-Ver i u kombinaciji sa jedinjenjima 213 1 217 (1, 2,5, 5,
10, 25 uM).

Nakon zavrSetka tretmana, u svaki bunari¢ mikrotitar plo¢e dodan je MTT (0,2 mg/mL) za
NSCLC, odnosno MTT rastvor (0,4 mg/mL) za U87, nakon ¢ega su ploce inkubirane tokom tri sata
na 37 °C sa 5% CO; za NSCLC 1 U87. Formazan nastao u ¢elijjama sa o€uvanom mitohondrijalnom
funkcijom, rastvoren je u 100 pL DMSO. Apsorbanca rastvora koji je dobijen izmjerena je na talasnoj
duzini 570 nm, sa referentnom talasnom duzinom 690 nm, koriste¢i Multiskan Sky Microplate
spektrofotometar (Thermo Scientific, Waltham, MA, Sjedinjene Americke Drzave). ICso vrijednosti
izraCunate su pomocu nelinearne regresione analize koriS¢enjem softverskog paketa GraphPad Prism
8.0.2.

Akumulacija rodamina 123

Akumulacija rodamina 123, fluorescentne boje koja predstavlja supstrat P-gp, odredena je
metodom proto¢ne citometrije, pri ¢emu je intezitet fluorescencije koriS¢en kao indikator stepena
njegove akumulacije u celijama. NCI-H460/R celije, koje pokazuju visok nivo ekspresije P-gp,
brojane su i resuspendovane u odgovaraju¢em medijumu. U toku ovog tretmana, podjednak broj ¢elija
je bio izlozen artemizininu, artesunatu, derivatima pirimidina: 111-116, 131-140, 142 kao i
hibridnim molekulima 144-149, 150-160, 197-205, 206214 i 217-218 (5 uM) u kombinaciji sa
rodaminom 123 (1 uM za jedinjenja 197-205, 206214 i 217-218 i 2 uM za jedinjenja 111-116,
131-140, 142, 144-149, 150-160) 1 inkubirane tokom 30 minuta (37 °C, 5% CO.). Predstavnik trece
generacije P-gp inhibitora, tarikvidar (50 nM), je koris¢en kao pozitivna kontrola za inhibiciju P-gp,
dok su NCI-H460 ¢elije, koje ne eksprimiraju P-gp, koriS¢ene kao pozitivna kontrola za akumulaciju
Rho123.

Za ispitivanje dozno-zavisnog efekta, NCI-H460/R ¢elije su tretirane sa rastuéim
koncentracijama artesunata, jedinjenja 153 1 160 (2, 5, 10 1 20 uM) 1 tarikvidara (2, 5, 10 1 20 mM).
Takode, ispitivan je i kombinovani efekat 50 nM TQ i 5 pM Dex-Ver (inhibitor P-gp druge
generacije) sa 5 uM jedinjenja 213 1 217 na akumulaciju Rho123 koji je analiziran na NCI-H460/R
¢elijama. U oba slucaja, nakon inkubacije, ¢elije su bile centrifugirane, isprane dva puta sa hladnim
PBS 1 resuspendovane u 1 mL hladnog PBS. Fluorescencija u zelenom kanalu (525 nm) je mjerena
na proto¢nom citometru CytoFLEX (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA), dok su rezultati
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analizirani koriste¢i softver CytExpert. Za svaki uzorak analizirano je najmanje 10 000 celija po
uzorku.

Pracenje proliferacije tumorskih ¢elija u realnom vremenu

Proliferacija ¢elijskih linija NCI-H460 i NCI-H460/R je prac¢ena koris¢enjem xCELLigence
RTCA sistema (Roche, Basel, Switzerland) na E-plo¢ama sa 96 bunari¢a. Prije zasijavanja ¢elija, u
svaki bunari¢ je dodato 100 pL odgovaraju¢eg medijuma, kako bi se registrovao pocetni pozadinski
otpor ili napon. Celije su zatim zasijane u bunari¢e (kona¢ne zapremine 200 pL), inkubirane 24 sata
u cilju adhezije i zatim tretirane jedinjenjima 213 ili 217 i to slede¢im koncentracijama: 1, 2,5, 5, 10
125 uM. Mjerenje napona je automatski biljezeno na svakih 30 minuta i detektovane promjene napona
su izrazene kao bezdimenzionalni ¢éelijski indeks (engl. cell index, CI). Ovaj parametar odrazava
promjene u adheziji, proliferaciji, broju, morfologiji i vijabilnosti ¢elija na povrSini senzora, pri cemu
vise vrijednosti uopsteno ukazuju na veéu pokrivenost povrsine i jacu ¢elijsku adheziju.?*’

Uzimaju¢i u obzir promjene CI vrijednosti, efekti tretmana su klasifikovani na slede¢i nacin:
antiproliferativni (smanjen nagib CI krive uz zadrzan obrazac rasta slican netretiranoj kontroli),
citostatski (odrzavanje platoa CI tokom produzenog perioda), citotoksi¢ni (pad CI ispod pocetnih
vrijednosti ili platoa). Analiza podataka sprovedena je na osnovu CI krivih kako bi se kvantifikovao
efekat primjenjenih jedinjenja na vijabilnost kao 1 kinetiku rasta ¢elija koriS¢enjem softvera RTCA
1.2.1 (Roche Diagnostics, Penzberg, Njemacka).

Detekcija reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta

Proto¢na citometrija je kori§¢ena za odredivanje nivoa reaktivnih kiseoni¢nih (ROS) kao i
azotnih vrsta (RNS) u ¢elijskim linijama NCI-H460 i NCI-H460/R nakon tretmana jedinjenjima 213
i 217. Nastanak superoksidnih anjona pracen je koris¢enjem dihidroetidijuma (DHE), dok su
vodonik-peroksid i peroksinitritni anjon (reaktivne azotne vrste, RNS) detektovani primjenom
fluorescentne boje dihidrorodamina 123 (DHR).

Celije su zasijane u plo¢e sa 6 bunariéa (100 000 éelija po bunariéu) i inkubirane tokom no¢i.
Nakon toga, ¢elije su tretirane jedinjenjima 213 1 217 (5 uM) tokom 4 sata, odnosno 24 sata, u cilju
detekcije DHE 1 DHR fluorescencije, redom. Po zavrSetku tretmana, ¢elije su bojene sa DHE ili DHR
tokom 30 minuta na 37 °C u mraku. Nakon toga adherentne ¢elije su tripsinizovane i isprane dva puta
sa hladnim PBS. Intezitet fluorescencije je odredivan na proto¢nom citometru CytoFlex (Beckman
Coulter, Indianapolis, IN, USA). Fluorescencija DHE je mjerena u crvenom kanalu (585 nm), dok je
DHR fluorescencija mjerena u zelenom kanalu (525 nm). Za svaki uzorak, analizirano je najmanje
10 000 dogadaja. Obrada 1 analiza podataka izvrSeni su koristeci softver CytExpert 2.4. (Beckman
Coulter, Indianapolis, IN, USA).

Statisticka analiza

Citotoksi¢nost je kvantifikovana odredivanjem ICso vrijednosti primjenom MTT testa, dok su
analize sprovedene koriS¢enjem nelinearne regresije u softveru GraphPad Prism, verzija 8.0.2.
Inicijalni skrining, kao i1 krive zavisnosti efekta od doze, dobijene primjenom MTT testa, su
generisane primjenom istog softvera. Welchov #-test koriS¢en je za procjenu statistickih razlika u
citotoksicnosti izmedu celijskih linija, pri ¢emu se u analizi uzima u obzir aritmeticka sredina,
standardna devijacija (SD) ili standardna greska srednje vrijednosti (SEM), kao i veli¢ina uzorka
analizirana proto¢nom citometrijom. Aktivnost P-gp, DHE 1 DHR, analizirani su metodom proto¢ne
citometrije na instrumentu CytoFLEX. Statisticka obrada podataka ovih eksperimenata izvrSena je
primjenom Welchovog #-testa, primjenom strategije postavljanja grani¢nika na vijabilnim ¢elijama,
dok su graficki prikazi generisani u programu CytExpert. U protocnoj citometriji je pozeljno da se
postavi digitalna granica za isklju¢ivu selekciju Zivih ¢elija za analizu, dok se mrtve Celije, ostaci 1
dubleti iskljucuju iz analize podataka. Ovo osigurava da se analiziraju samo bioloski relevantne celije
sprjecavajuéi lazne rezultate.?*8
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In silico metode

Za jedinjenja 153 1 160: Vrijednosti Wlog i TPSA su generisane koris¢enjem SwissADME
veb platforme.??*?* Proteinska struktura PDB ID 6QEX preuzeta je iz baze podataka RCSB**%!
pripremljena za molekulski dokovanje koristeci alat Protein Preparation Wizard iz softverskog paketa
Schrédinger Suite 2021-1.252 Mali molekuli pripremljeni su kori§¢enjem programa Maestro iz paketa
Schrodinger Suite 2021-1.°° Vezivno mjesto definisano je na osnovu prethodno objavljenih
rezultata®!, a simulacije molekulskog dokovanja uradene su kori¢enjem programa Glide iz paketa
Schrodinger Suite 2021-1 koristeéi rezim povecéane preciznosti (engl. extra precision mode (XP)).?>*

Vizuelizacija i grafi¢ki prikaz generisani su primjenom Discovery Studio 2021 Client.?%

Za jedinjenje 217: U daljem nastavku istrazivanja, tri proteinske strukture humanog P-gp sa
vezanim verapamilom, dobijene kriogenom elektronskom mikroskopijom (CryoEM)?*° preuzete su
iz RCSB baze podataka:?>° struktura u zatvorenom okludovanom stanju (engl. occluded closed state,
PDB ID 8SAO0), konformacija orjentisana ka unutra 1 (engl. inward-facing 1, PDB ID 8SB7),
konformacija orjentisana ka unutra 2 (engl. inward-facing 2, PDB 8SAl). Proteinske strukture
pripremljene su koriS¢enjem alata Protein Preparation Wizard iz softverskog paketa Schrodinger
Suite 2021-1.%? Mali molekuli, Dex-Ver i 217 su pripremljeni kori§¢enjem programa Maestro iz
istog softverkog paketa, Schrodinger Suite 2021-1.>* Vezivno mjesto je definisano na osnovu
prethodno preuzete proteinske strukture sa vezanim verapamilom,*® a doking simulacije su ostvarene
koriS¢enjem programa Glide iz paketa Schrodinger Suite 2021-1 koriste¢i reZzim povecane
preciznosti (XP).2** Najbolje doking konformacije su optimizovane i kori$éene za dalju analizu.
Vizuelizacija i grafi¢ki prikaz generisani su primjenom Discovery Studio 2024 Client,”> kao i
programa Maestro iz paketa Schrodinger Suite 202112
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ove doktorske disertacije dizajnirani su i sintetisani novi hibridni molekuli zasnovani
na artesunatu, semisintetskom derivatu artemizinina, koji u svojoj strukturi sadrze i privilegovane
heterociklicne motive, ukljucujuéi pirimidin, piperazin i 1,2,3-triazol. U okviru istrazivanja
sintetisano je 39 derivata pirimidina i1 37 hibridnih jedinjenja koji sadrze artesunat, Cija je
antitumorska aktivnost ispitana na senzitivnoj NCI-H460 i rezistentnoj NIC-H460/R ¢elijskoj liniji
nesitnocelijskog karcinoma pluc¢a. Pored toga, antitumorska aktivnost ukupno 40 odabranih jedinjenja
odredena je i na senzitivnoj U87 i rezistentnoj U87-TxR c¢elijskoj liniji glioblastoma.

Hibridna jedinjenja artesunata i pirimidina sa piperazinskim linkerom (150-160) ispoljila su
vecu selektivnost prema tumorskim NSCLC ¢elijama u poredenju sa odgovaraju¢im hibridima kod
kojih su artesunat i pirimidin povezani etilendiaminskim linkerom (144-149), kao i u poredenju sa
artesunatom, Sto ukazuje na znacajan doprinos piperazinskog strukturnog fragmenta u poboljSanju
antitumorske aktivnosti. Derivati sa piperazinskim motivom ispoljavaju poboljSanu antitumorsku
aktivnosti prema c¢elijskoj liniji NCI-H460, u poredenju sa artesunatom. Od izuzetnog je znacaja Sto
su jedinjenja 152 1 160 aktivnija prema NCI-H460/R ¢elijama u odnosu na artesunat. Jedinjenje 152
je pokazalo najvecu selektivnost prema tumorskim ¢elijama, sa indeksom selektivnosti ve¢im od 7,
dok je jedinjenje 160 ispoljilo najizrazeniju antitumorsku aktivnost prema obe ispitivane NSCLC
¢elijske linije ¢ime je naglasen znacaj fenil-grupe u polozaju C-6 pirimidinskog prstena.

Potvrdeno je da gotovo sva jedinjenja povecavaju akumulaciju Rhol123 u NCI-H460/R
¢elijama, ukazujuc¢i na njihovu sposobnost inhibicije P-glikoproteina, pri ¢emu su pojedini hibridi
(147, 151-153 1 155-159) pokazali izrazeniji inhibitorni efekat u odnosu na artesunat. Pokazano je da
je dejstvo hibridnih jedinjenja 150-156 povezano sa aktivnoséu P-glikoproteina, jer je u kombinaciji
sa tarikvidarom doslo do reverzije rezistencije. Dodatno, hibridi 157-160 su povecali osjetljivost NCI-
H460/R ¢elija na DOX u kombinovanom tretmanu, potvrdujuéi njihov potencijal za prevazilazenje
P-gp posredovane rezistencije.

Primjenom koncepta molekulske hibridizacije izmedu artesunata i1 derivata pirimidina koji
sadrze 1,2,3-triazolski fragment sintetisana je nova serija hibridnih jedinjenja koja pokazuju izrazenu
citotoksi¢nu aktivnost prema rezistentnoj celijskoj liniji nesitnocelijskog karcinoma pluca NCI-
H460/R. Sinteza prekursorskih pirimidinskih derivata zasnivala se na CuAAC reakciji, koja je
predstavljala kljucni korak u njthovom dobijanju. Poredenje aktivnosti hibrida 206-214 1 njihovih
piperazinskih analoga 197-205 pokazalo je da prisustvo piperazinskog fragmenta doprinosi vecoj
antitumorskoj aktivnosti prema obe ispitivane ¢elijske linije NSCLC, dok odsustvo piperazina dovodi
do gubitka citotoksi¢nosti, ali boljeg indeksa selektivnosti. Prisustvo fenil-grupe u C-6 poloZaju
pirimidinskog jezgra znacajno doprinosi antitumorskoj aktivnosti, zbog ¢ega su jedinjenja 212-214
pokazala vecu efikasnost prema rezistentnoj ¢elijskoj liniji u poredenju sa jedinjenjima 206-208, koja
ne sadrze supstituent u ovom polozaju.

Posebno su se izdvojila jedinjenja 213 1 217, koja su ispoljila znacajno vecu citotoksi¢nost
prema rezistentnoj ¢elijskoj liniji NCI-H460/R u odnosu na odgovaraju¢u senzitivnu liniju NCI-
H460. Uloga P-glikoproteina u postizanju kolateralne senzitivnosti je pokazana kombinovanjem
jedinjenja 213 1 217 sa deksverapamilom i tarikvidarom koji razli¢itim mehanizmima inhibiraju
aktivnost P-gp. Deksverapamil je kao kompetitivni inhibitor P-gp smanjio citotoksi¢nost jedinjenja
2131217, s tim da je doslo do povecanja inhibicije aktivnosti P-gp u odnosu na samostalne tretmane,
dok je tarikvidar kao nekompetitivni inhibitor pojacao njihov citotoksi¢ni efekat bez sinergistickog
efekta na inhibiciju aktivnosti P-gp. Dobijeni rezultati ukazuju da fenomen kolateralne senzitivnosti
kod NCI-H460/R ¢elija podlijeze slozenoj regulaciji, ali da je efekat jedinjenja 213 1217 ipak zavisan
od funkcionalnosti P-gp.

Na osnovu svih rezultata prikazanih u ovoj doktorskoj disertaciji moze se zakljuciti da su
sintetisani derivati ispoljili znacajnu antitumorsku aktivnost na ¢elijskim linijama nesitnocelijskog
karcinoma pluca, dok je njihova aktivnost na ¢elijama glioblastoma bila slabije izraZena.
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Znacaj molekulske hibridizacije i sinergijskog efekta farmakofora, potvrden je ¢injenicom da
su sva sintetisana hibridna jedinjenja pokazala vecu antitumorsku aktivnost u odnosu na odgovarajuce
prekursorske derivate pirimidina, ukazuju¢i na znacCaj ovog koncepta za sintezu jedinjenja sa
poboljsanom bioloskom aktivnoscu.

Posebno znacajan doprinos ove disertacije predstavlja potvrda da strukturne modifikacije
uvedene molekulskom hibridizacijom mogu dovesti do inhibicije aktivnosti P-glikoproteina 1
prevazilazenja MDR fenotipa, ¢ime se povecava osjetljivost rezistentnih tumorskih ¢elija i naglasava
znacaj ovog pristupa u razvoju novih antitumorskih agenasa usmjerenih ka prevazilazenju rezistencije
na lijekove.
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7. PRILOZI

7.1. Totalna asignacija jedinjenja 210

Jedinjenje 210 izolovano je kao proizvod Steglihove esterifikacije izmedu artesunata 32 i
odgovarajuc¢eg pirimidinskog derivata 192, kao bezbojno ulje. Potpuna strukturna karakterizacija
prikazanog jedinjenja ostvarena je primjenom nuklearne magnetne rezonance (1D i 2D metode: 'H,
13C, COSY, NOESY, HSQC, HMBC), kao i infracrvene spektroskopije (IC). Za potvrdu strukture
sintetisanog molekula koris¢ena je 1 masena spektrometrija visoke rezolucije (HRMS) kojom je
potvrdena molekulska masa, detektovan je jon m/z = 730,30519, koji odgovara jonu C3sHasNsNaOjo"
(izraCunata vrijednost: 730,30586). Karakterizacija jedinjenja 210 je kompletirana odredivanjem
opticke rotacije, dok je stepen Cistoce potvrden primjenom dve razlicite metode visokoefikasne tecne
hromatografije (HPLC). Dalje, u IC spektru uoena je traka na 1745 cm™ (C=O istezuéa) koji
odgovara estarskoj funkcionalnoj grupi.

Tabela P1. Asignacija signala jedinjenja 210 (CDCls, 500 MHz)

Polozaj Jou(J, Hz) [ppm] oc[ppm]
3 / 104,5 5
a: 2,36- 2,29 (m, 1H) -
4 b: 2,00-1,95 (m, 1H) 36,3
a: 1,88-1,82 (m, 1H)
S b: 1,46-1,38 (m, 1H) 24,6
5A 1,32-1,20 (m, 1H) 51,6
6 1,32-1,20 (m, 1H) 37,3
a: 1,01-0,94 (m, 1H)
7 b: 1,69-1,64 (m, 1H) 34,1
3 a: 1,75-1,70 (m, 2H) 220 Polozaj ou (J, Hz) [ppm] dc|ppm]
b: 1,32-1,20 (m, 1H) ’ 24 4,60-4,58 (m, 2H) 49,1
8A 1,60-1,55 (m, 1H) 45,3 25 7,82 (s, 1H) 124,2
9 2,58-2,50 (m, 1H) 31,8 26 / 1444
10 5,74 (d, J=9,8 Hz, 92,4 27 5,66 (s, 2H) 60,8
1H)
12 5,39 (s, 1H) 91,6 29 / 164,8
12A / 80,2 30 / 165,3
14 1,36 (s, 3H) 25,9 31 7,20 (s, 1H) 109,5
15 0,92 (d, J=5,7 Hz, 12,1 32 / 170,3
3H)
16 0,80 (d, /=7,1 Hz, 20,3 33 2,48 (s, 3H) 244
3H)
18 / 171,1 34 / 128,9
19 2,58-2,50 (m, 2H) 28,7 35 8,08 (d, /=9,1 Hz, 128,9
2H)
20 2,66-2,59 (m, 2H) 29,1 36 6,97 (d, J/=8,8 Hz, 114,3
2H)
21 / 171,6 37 / 162,1
23 4,50-4,40 (m, 2H) 62,9 39 3,85 (s, 3H) 55,5

7.1.1. Analiza 'H, 3C i 'H-">C HSQC spektara
Na osnovu signala u 'H NMR spektru (Slika P1) jedinjenja 210 moZe se uoditi sledeée:

1. Signali u obliku dubleta, dvostrukog integrala, na hemijskom pomjeranju 8,08 ppm (J=9,1 Hz) i
6,97 ppm (J = 8,8 Hz) ukazuju na para disupstituisano benzenovo jezgro (H-35 1 H-36) i to sa elektron
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donorskom grupom u orto polozaju u odnosu na C/H-35 i elektron akceptorskom grupom u orto
poloZzaju u odnosu na C/H-36.

2. Singleti, jednostrukog integrala, u aromati¢nom dijelu spektra, na pomjeranjima 7,82 ppm i 7,20
ppm odgovaraju vodonikovim atomima sa triazola, odnosno pirimidina (H-25 1 H-31).

3. Signal u obliku dubleta, jednostrukog integrala, na hemijskom pomjeranju 5,74 ppm, sa
konstantom kuplovanja /= 9,8 Hz odgovara H-10 §to je u skladu sa podacima prijavljenim u literaturi.
Vrijednost konstante kuplovanja u dobroj je saglasnosti sa literaturnim podacima za a-artesunat (J =
9,9 Hz), pri ¢emu velika vrijednost J ukazuje na trans-diaksijalni raspored protona H-10 i H-9 u
piranoznom prstenu, potvrdujuéi a-konfiguraciju sintetisanog derivata.'

4. Singlet na pomjeranju 5,39, jednostrukog integrala, odgovara H-12 atomu vodonika §to je takode
u saglasnosti sa literaturnim podacima za H-12a.2

5. Singlet dvostrukog integrala na 5,66 ppm, pripisan je protonima metilenske grupe H-27 u
susjedstvu 1,2,3-triazolskog prstena.

6. Signali u oblasti 4,50-4,40 ppm 1 4,60-4,58 ppm, oba u obliku multipleta, pripisani su metilenskim
protonima H-23 i H-24, koji se nalaze u susjedstvu atoma kiseonika, odnosno azota.

7. Singlet na hemijskom pomjeranju 3,85 ppm, trostrukog integrala, pripisan je protonima metoksi-
grupe H3-39.

8. Multipleti u oblasti 2,58-2,50 ppm i 2,66-2,59 ppm pripisani su metilenskim protonima H»-19 i Ha-
20 sukcinatnog fragmenta.

9. U alifaticnom dijelu spektra dva dubleta na 0,92 ppm i 0,80 ppm sa trostrukim integralima,
odgovaraju protonima metil-grupa Hs-15 1 H3-16 sa artemizininskog dijela molekula, redom.

10. Singlet na hemijskom pomjeranju 2,48 ppm, trostrukog integrala, pripisan je protonima metil-
grupe vezane za pirimidinsko aromati¢no jezgro (H3-33), dok singlet na 1,35 ppm, takode trostrukog
integrala, odgovara protonima metil-grupe H3-14 artemizininskog fragmenta.
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Slika P1. '"H NMR spektar jedinjenja 210.
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Analizom '3C NMR spektra (Slika P2) jedinjenja 210 mogu se uoditi 34 signala ugljenika kojima su
kasnijom detaljnom analizom HSQC spektra pripisani odgovarajuci vodonikovi atomi.
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Slika P2. '°C NMR spektar jedinjenja 210.
7.1.2. Analiza 'H-">C HSQC spektra

Analizom 'H-'3C HSQC spektra identifikovana je korelacija izmedu protona i direktno
vezanih ugljenikovih atoma, ¢ime je olak$ana asignacija signala u 'H i *C NMR spektrima, pri ¢emu
je konacna potvrda strukture izvrSena na osnovu podataka dobijenih iz COSY, HMBC 1 NOESY

korelacija. Analizom slike P3 moglo se uociti sledece:

1. Deset ugljenikovih atoma ne pokazuje korelaciju sa vodonikovim atomima, $to ukazuje na
prisustvo deset kvaternarnih ugljenikovih atoma u strukturi jedinjenja 210.

2. U strukturi jedinjenja 210 identifikovane su Cetiri dijastereotopne metilenske grupe (Hz-4, H»-5,
H»-7 1 H2-8).
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Analiza '"H-'H COSY spektra (Slika P4) omogucila je identifikaciju medusobno kuplovanih
protona i potvrdu protonskih spinskih sistema prisutnih u strukturi sintetisanog jedinjenja 210.

f2 (ppm)
Slika P3. 'H-'*C HSQC spektar jedinjenja 210.
7.1.3 Analiza 'H-'H COSY spektra

fL (ppm)

Uocene korelacije izmedu susjednih protona bile su u skladu sa predlozenom strukturom molekula, a

utvrdeni spinski sistemi su: H-35/H-36, H-10/H-9/H3-16, H-23/H-24. Dalje korelacije nisu bile
pouzdane jer se u alifati€noj oblasti spektra moze uociti prisustvo velikog broja preklapajucih

korelacija.
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Slika P4. '"H-'H COSY spektar jedinjenja 210.
7.1.4. Analiza 'H-"C HMBC spektra

HMBC predstavlja dvodimenzionalnu NMR spektroskopsku tehniku koja omogucava prikaz
korelacije izmedu hemijskih pomjeranja protona i ugljenikovih atoma povezanih preko dve do Cetiri
hemijske veze 1 omogucava identifikaciju kvaternarnih ugljenikovih atoma 1 povezivanje
pojedinacénih strukturnih fragmenata molekula. Na osnovu analize HMBC spektra u oblasti od 5 do 9
ppm uocene su sledece korelacije (Slika P5):

- proton H-35 pokazuje korelaciju sa kvaternarnim ugljenikovim atomima C-37, C-34 1 C-30;

- proton H-25 pokazuje korelaciju sa kvaternarnim ugljenikovim atomom na pomjeranju 144,4 ppm
¢ime je potvrdeno da se radi o ugljeniku C-26 1,2,3-triazolskog prstena;

- proton H-31 pokazuje korelaciju sa ugljenikovim atomima C-30, C-32, C-33, C-34 ¢ime je potvrden
polozaj metil-grupe H3-33, kao 1 odreden kvaternarni ugljenikov atom C-30;

- proton H-36 pokazuje korelaciju sa C-35 1 C-37 ¢ime je potvrdeno da ugljenik na pomjeranju 162,1
ppm odgovara kvaternarnom ugljenikovom atomu C-37;

- protoni H-27 pokazuju korelacije sa ugljenikovim atomima 1,2,3-triazolskog prstena C-25 1 C-26,
ali 1 korelaciju sa kvaternarnim ugljenikovim atomom na 164,8 ppm ¢ime je potvrden pirimidinski
ugljenik C-29 koji se nalazi izmedu dva azotova atoma;

- proton H-12 pokazuje korelaciju sa kvaternarnim ugljenikovim atomima artemizininskog fragmenta
C-31C-12A;
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- uocena je 1 korelacija protona H-10 sa kvaternarnim ugljenikovim atomom na pomjeranju 171,1
ppm ¢ime je identifikovan karbonilni C-18 atom.
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Slika P5. 'H-!*C HMBC spektar jedinjenja 210.
Dalje, u oblasti od 0,5 do 5 ppm (Slika P6) mogu se uociti sledece korelacije:

- protoni H-24 pokazuju korelaciju sa C-23 1 C-25 ¢ime je dodatno potvrdeno da se na pomjeranju
124,2 ppm nalazi 1,2,3-triazolski ugljenikov atom;

- protoni H-23 pokazuju sprezanje sa C-24 1 C-21 pri ¢emu je potvrden drugi karbonilni C atom
sukcinatnog fragmenta koji se nalazi na pomjeranju 171,6 ppm i odgovara C-21;

- protoni metoksi-grupe H3-39 pokazuju korelaciju sa C-37 ¢ime je nedvosmisleno potvrdeno da
ugljenik na 162,1 ppm odgovara kvaternarnom ugljenikovom atomu C-37 benzenovog prstena;

- protoni metil-grupe H3-33 pokazuju sprezanje sa ugljenicima C-31, C-32;

- protoni metil-grupe H3-14 pokazuju korelaciju sa kvaternarnim C-3, kao i metilenskim ugljenikovim
atomom C-4;

- protoni metil-grupe H3-15 pokazuju sprezanje sa C-5A, C-6 1 C-7;
- protoni metil-grupe H3-16 pokazuju korelaciju sa C-8A, C-9, C-10.
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Slika P6. '"H-'*C HMBC spektar jedinjenja 210.

7.1.5. Analiza 'H-'"H NOESY spektra

'H-"H NOESY spektar koris¢en je za identifikaciju protona koji se nalaze u prostoru u neposrednoj
blizini. Uocene korelacije su u skladu sa prethodno asigniranim signalima i dodatno su potvrdile
predlozenu strukturu, medutim, dijastereotopni protoni nisu mogli biti jednozna¢no identifikovani jer
u odgovaraju¢im oblastima spektra dolazi do preklapanja signala. H-36 pokazuje korelaciju sa
protonima metil-grupe Hs-39, kao 1 H-35, dok proton H-31, na piriminskom jezgru pokazuje
korelaciju sa H-35 1 protonima metil-grupe H3-33. Takode, H-25 na triazolskom prstenu pokazuje
korelaciju sa H-24 1 H-27. Analizom ovog spektra, dodatno je potvrdena orijentacija protona H-12 1

H-10 koji se nalaze u o—polozaju, kao i protoni metil-grupe Hz-16.
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Slika P7. 'H-'H NOESY spektar jedinjenja 210.
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7.2. Antitumorska aktivnost derivata pirimidina 111-116, 131-140, 142 kao i hibridnih molekula 144-
160 i in silico ispitivanja za 144-160

NCI-H460 30 uM

100 T

T R -114- - - - - - - - --

% inhibicije ¢elijskog rasta
]

artemizinin
artesuna

NCI-H460/R 30 pM

100

50 -8k === mmm e mm e oo e

% inhibicije ¢elijskog rasta

Lo B B R R R B A I T R I T B T R B B I I ]

artemizinin
artesunat

Slika P8. Preliminarni skrining citotoksi¢nog dejstva novih pirimidinskih derivata 111-116, 131-140,
142 1 hibridnih molekula 144-160. Senzitivne NCI-H460 1 rezistentne NCI-H460/R ¢elije su bile
tretirane, redom, artemizininom, artesunatom i sintetisanim jedinjenjima, derivatima pirimidina 111-
116, 131-140, 142 kao 1 hibridnim molekulima 144-149, 150-160 pri koncentraciji od 30 pM.
Prikazane su srednje vrijednosti procenta inhibicije rasta ¢elija i standardna devijacija, odredene MTT
testom nakon 72 sata tretmana. Eksperiment je nezavisno ponovljen 3 puta. Plava isprekidana linija
oznacava granicu 50% inhibicije rasta ¢elija.
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Slika P9. Profili inhibicije rasta senzitivnih 1 rezistentnih NSCLC c¢elija 1 normalnih humanih
fibroblasta plu¢a, MRC-5, nakon tretmana sintetisanim jedinjenjima 142, 144-160, dobijeni
primjenom nelinearne regresije. Citotoksi¢ni efekat artemizinina (opseg koncentracija 5-100 pM),
artesunata, pirimidinskog derivata 142 i hibridnih jedinjenja 144-149, 150-160 (opseg koncentracija
1-25 uM) je ispitan primjenom MTT testa, nakon 72 sata tretmana (n > 3). Dobijeni rezultati,
analizirani su nelinearnom regresijom koriste¢i softver GraphPad Prism 8.0.2. Plava linija,
predstavlja efekat jedinjenja na senzitivnoj ¢elijskoj liniji NCI-H460, crvena linija na odgovarajucoj
rezistentnoj linji NCI-H460/R, dok zelena linija pokazuje efekat jedinjenja na MRC-5 ¢elijama. Na
x-0s1 prikazan je logio koncentracije (nM), dok y-osa predstavlja procenat (%) inhibicije Celijskog
rasta.
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Slika P10. ICso vrijednosti artemizinina, artesunata, jedinjenja 142 kao 1 hibridnih molekula 144-149,
150-160 na senzitivnoj i rezistentnoj celijskoj liniji NSCLC, kao i na ¢elijskoj liniji MRC-5.
Citotoksic¢ni efekat artemizinina (opseg koncentracija 5-100 uM), artesunata, pirimidinskog derivata
142 i hibridnih jedinjenja 144-149, 150-160 (opseg koncentracija 1-25 pM) je ispitan primjenom
MTT testa, nakon 72 sata tretmana (n > 3). Dobijeni rezultati, analizirani su nelinearnom regresijom
koriste¢i softver GraphPad Prism 8.0.2. Plavi stubi¢, predstavlja ICso vrijednost u nM dobijenu na
senzitivnoj ¢elijskoj liniji NCI-H460, crveni stubi¢ na odgovarajucoj rezistentnoj linji NCI-H460/R,
dok zeleni stubi¢ pokazuje efekat jedinjenja na MRC-5 ¢elijama.
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Slika P11. Poredenje uticaja pirimidinskih jedinjenja 111-116/131-140, 142 i odgovaraju¢ih
hibridnih molekula 144-149/150-160 na aktivnost P-gp. Profili akumulacije Rho123 (2 uM) odredeni
su metodom protone citometrije nakon 30 minuta istovremene inkubacije sa ispitivanim
jedinjenjima (5 uM). Crvena linija predstavlja profil akumulacije rodamina 123 u netretiranim
rezistentnim NCI-H460/R ¢elijama, plava linija u netretiranim NCI-H460 c¢elijama, dok su NCI-
H460/R celije tretirane pirimidinskim derivatima prikazane roze linjjom, a celije tretirane
odgovaraju¢im hibridnim jedinjenjima sivim profilom. Akumulacija Rho123 odredena je proto¢nom
citometrijom u zelenom kanalu (emisija na 525 nm), pri ¢emu je za svaki uzorak analizirano najmanje
10 000 dogadaja (¢elija).
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Slika P12. Ispitivanje efekta reverzije rezistencije hibridnih molekula 150-156 primjenom TQ. Efekat
jedinjenja 150-156 prikazan je na senzitivhim NCI-H460 c¢elijama (plava linija), rezistentnim NCI-
H460/R ¢elijama (crvena linija), kao 1 za istovremeni tretman sa TQ na NCI-H460/R ¢elijama (crna
isprekidana linija). Hibridna jedinjenja 150-156 ispitivana su u opsegu koncentracija 1-25 puM,
primjenom MTT testa nakon 72 sata tretmana (n > 3), a rezultati su analizirani nelinearnom
regresijom u softveru GraphPad Prism 8.0.2. Na x-osi prikazan je logio koncentracije (nM), dok y-
osa predstavlja procenat (%) inhibicije ¢elijskog rasta.
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Slika P13. BOILED-Egg dijagram-prediktivni model permeabilnosti (Brain Or IntestinalL EstimateD
permeation). Prikaz odnosa WLOGP i TPSA za sintetisana hibridna jedinjenja, artemizinin i
artesunat, dobijen primjenom SwissADME platforme. Molekuli pozicionirani u Zutom podrucju

»zumance®) predvideni su da pasivno prolaze krvno-mozdanu barijeru, dok se za molekule smjesStene
u bijelom podrucju (,,bjelance*) predvida pasivna apsorpcija iz gastrointestinalnog trakta. Plave tacke
(PGP+) predstavljaju molekule za koje se predvida da su supstrati za P-gp, dok crvene tacke (PGP-)
ozna¢avaju molekule za koje se ne oéekuje da su supstrati za P-gp. Sifre jedinjenja 15a—f i 16a—k
prikazane na slici P13 odgovaraju jedinjenjima 144-149 i 150-160 navedenim u eksperimentalnom
dijelu.
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Tabela P2. Uticaj sintetisanih jedinjenja na aktivnost P-gp odredena primjenom testa akumulacije
Rho123 (nakon 30 minuta istovremenog tretmana sa ispitivanim jedinjenjima).

Celijska linija/jedinjenje MFI“ FAR + S.E.
NCI-H460°¢ 340 061 11,57 + 0,46
NCI-H460/R 29 394 -
Artemizinin 52 361 1,78+ 0,15
Artesunat™H 63 674 2,17+0,16
TQ? 390 460 13,28 £ 0,58
111 57 434 1,95+ 0,20
112 47518 1,62 +0,17
113 46 024 1,57+ 0,14
114 46716 1,59 + 0,13
115 25161 0,86 + 0,09
116 47 105 1,60 + 0,15
131 58 586 1,99 + 0,16
132 64 105 2,18+0,18
133 56 502 1,92 +0,16
134 33433 1,14+ 0,17
135 40 590 1,38+ 0,13
136 66 614 2,27+0,18
137 33 466 1,14+0,12
138 28 165 0,96 + 0,14
139 29903 1,02+0,10
140 27 968 0,95+0,11
142N 128 209 436+0,21
144 54 489 1,85+0,16
145 46 478 1,58 + 0,19
146" 67 715 2,30 £ 0,21
1471 91 112 3,10+ 0,20
148 33 825 1,15+0,13
149 39075 1,33+0,12
1505V8 76 266 2,59+0,19
1515V8 143 802 4,89 + 0,28
15258 114 129 3,88 +£ 0,24
1535V5 99 563 3,39+ 0,20
154 33757 1,15+0,12
1555V5 111 450 3,79 + 0,22
1565Y8 132 961 4,52+ 0,30
1571 109 620 3,73 0,28
158/ 147 315 5,01 0,36
159/ 147 583 5,02+ 0,31
160" 83011 2,82 +0,19

¢ MFTI - izmjereni srednji intezitet fluorescencije koris¢en je za izracunavanje FAR;

> FAR - odnos fluorescence i aktivnosti izradunat je prema formuli: FAR = MFI tretiranih rezistentnih éelija / MFI
netretiranih rezistentnih celija;

¢senzitivna ¢elijska linija nesitnocelijskog karcinoma plu¢a NCI-H460 kao pozitivna kontrola za akumulaciju Rho123
u odnosu na njenu odgovarajucu visestruko rezistentnu liniju NCI-H460/R na kojoj su testirani efekti jedinjenja;

4 Tarikvidar (TQ) - inhibitor P-gp tre¢e generacije, primjenjen je kao pozitivna kontrola za inhibiciju P-gp;

NH Jedinjenja koja se ponaSaju kao inhibitori P-gp, zaobilaze MDR fenotip i inhibiraju aktivnost P-gp (prema MTT
testu i rezultatima akumulacije Rho123);

SUB Jedinjenja koja se ponaSaju kao supstrati za P-gp ¢ija je ICso vrijednost znacajno viSa u rezistentnim éelijama u
poredenju sa senzitivnim (pokazujuéi profil rezistencije prema MTT testu), ali istovremeno sposobna da povecaju
akumulaciju Rho123.
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Tabela P3. Parametri slicnosti sa lijekovima (engl. drug-likeness) ispitivanih jedinjenja.

Jedinjenje

artemizinin

artesunat
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160

MM

282,33
384,42
580,67
610,70
598,66
564,70
605,68
594,70
606,71
636,74
624,70
620,74
631,72
620,74
650,76
638,73
634,76
645,75
712,83

Broj
akceptora
vodoni¢ne
veze
5
8
9
10
10
9
10
9
9
10
10
9
10
9
10
10
9
10
10

Broj
donora
vodoniCne
veze

SO OO OO OO DD A—O

TPSA
(A2)*

53,99
100,52
130,13
139,36
130,13
130,13
153,92
130,13
112,55
121,78
112,55
112,55
136,34
112,55
121,78
112,55
112,55
136,34
121,78

WLOGP®

2,39
2,6
4,01
4,02
4,57
4,32
3,88
4,32
3,56
3,57
4,12
3,87
3,43
3,87
3,88
4,43
4,18
3,74
5,24

MLOGP*

2,21
2,29
2,62
2,33
2,99
2,81
1,98
2,81
3
2,69
3,36
3,18
2,35
3,18
2,88
3,54
3,36
2,53
3,53

“Toploska polarna povrsina (TPSA);

b Vrijednost logP odredena primjenom metode koju su razvili Wildman i Crippen;

¢ Vrijednost logP odredena primjenom metode koju je razvio Moriguchi.
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7.3. Antitumorska aktivnost derivata artesunata koji sadrze 1,2,3-triazolski fragment
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Slika P14. Selektivnost hibridnih jedinjenja artesunata 197-214, 217 i 218 prema ¢elijama tumora i
viSestruko rezistentnim ¢elijama tumora. Artesunat i 20 hibridnih jedinjenja artesunata su ispitani u
koncentracionom opsegu 1-25 pM na senzitivnoj NCI-H460 kao i na rezistentnoj NCI-H460/R
¢elijskoj liniji NSCLC, dok su na normalni humanim fibroplastima plu¢éa MRC-5 primjenjene
koncentracije od 10 do 100 uM. Citotoksi¢ni efekat odreden je primjenom MTT testa, nakon 72 sata
tretmana (n > 3). Dobijeni rezultati, analizirani su i graficki predstavljeni, koriste¢i softver GraphPad
Prism 8.0.2.
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Akumulacija Rho123

Slika P15. Inhibicija aktivnosti P-gp novim artesunatskim derivatima 197-214, 217 i 218 ispitana
odredivanjem akumulacije Rho123. Akumulacija Rho123, u koncentraciji od 1 uM, odredivana je
tokom istovremenog tretmana sa artesunatom i 20 novih hibridnih jedinjenja, primjenjenih u
koncentraciji od 5 uM. Ispitivanje je sprovedeno primjenom protocne citometrije na NCI-H460/R
¢elijama, koje karakteriSe visoka ekspresija P-gp. Kao pozitivna kontrola za akumulaciju Rho123
koris¢ene su senzitivne NCI-H460 celije, koje ne eksprimiraju P-gp, dok je TQ, u koncentraciji od
50 nM, koriS¢en kao pozitivna kontrola za inhibiciju P-gp. Za svaki uzorak analizirano je najmanje
10 000 dogadaja (¢elija), a akumulacija Rho123 odredivana je mjerenjem fluorescence u zelenom
kanalu (emisioni maksimum na 525 nm), na proto¢nom citometru CytoFLEX, uz obradu podataka u
softveru CytExpert.
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Slika P16. Odredivanje citotoksi¢nost hibridnih jedinjenja 213 i 217 u kombinaciji sa inhibitorima
P-gp, deksverapamilom (Dex-Ver) i tarikvidarom (TQ). Jedinjenja 213 1 217, koja su u rezistentnim
¢elijama NCI-H460/R ostvarila najizrazeniju kolateralnu senzitivnost, ispitivana su u kombinaciji sa
Dex-Ver (5 uM) ili TQ (50 nM). Citotoksicnost je odredena MTT testom nakon 72 sata tretmana, dok
su graficki prikazi generisani u softveru GraphPad Prism 8.0.2. Eksperiment je nezavisno ponovljen
3 puta.
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Akumulacija Rho123

Slika P17. Ispitivanje inhibicije aktivnosti P-gp pod dejstvom kombinacije hibridnih jedinjenja 213
1 217 1 inhibitora P-gp, deksverapamila (Dex-Ver) 1 tarikvidara (TQ). Akumulacija Rhol23 u
koncentraciji od 1 pM, odredivana je tokom pojedinacnih i kombinovanih tretmana jedinjenjima 213
(5 uM) 1 217 (5 uM) sa Dex-Ver (5 uM) 1 TQ (50 nM) na rezistentnoj ¢elijskoj liniji NCI-H460/R.
Senzitivne NCI-H460 Celije, koje ne eksprimiraju P-gp, koriS¢ene su kao pozitivna kontrola za
akumulaciju Rho123. Za svaki uzorak analizirano je najmanje 10 000 dogadaja (¢elija), a akumulacija
Rho123 odredivana je mjerenjem fluorescence u zelenom kanalu (emisioni maksimum na 525 nm),
na proto¢nom citometru CytoFLEX, uz obradu podataka u softveru CytExpert.
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Slika P18. (A) Deksverapamil dokovan u vezivno mjesto zatvorene konformacije humanog P-
glikoproteina (PDB ID: 8SA0) sa detaljnim prikazom interakcija sa aminokiselinskim ostacima u
vezivnom mjestu; (B) Deksverapamil dokovan u vezivno mjesto konformacije inward-facing 1 P-gp
(PDB ID: 8SB7) sa detaljnim prikazom interakcija sa aminokiselinskim ostacima u vezivnom mjestu;
(C) Deksverapamil dokovan u vezivno mjesto konformacije inward-facing 2 P-gp (PDB ID: 8SA1)
sa detaljnim prikazom interakcija sa aminokiselinskim ostacima u vezivnom mjestu; (D) Jedinjenje
217 dokovano u vezivno mjesto konformacije inward-facing 1 P-gp (PDB ID: 8SB7) sa detaljnim
prikazom interakcija sa aminokiselinskim ostacima u vezivnom mjestu.
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Ogsnamrthyjem YHUBep3uTeTCKy OMOIMOTEKY ,,CBeT0o3ap MapkoBuh® na y JlurutaaHu peno3nTopujym
VYuusepsutera y beorpany yHece MOjy JOKTOPCKY AUCEPTAIH]y MO HACIOBOM:

CuHTe3a 1epuBaTa apTEMU3MHMHA KOjU HCNI0/bABAJy CEKETUBHOCT Ka TyMopckuM henmjama u
NMOTEHIUjaJ 32 peBep3ujy pe3ucTeHIuje

KOja je MOje ayTOPCKO JEO.

Jucepranujy ca CBUM IpHJIO3UMa Mpeao/ia caM y eleKTpOHCKOM (opMaTy MOTOJHOM 3a TPajHO
apXUBUPAE.

Mojy IOKTOPCKY ITuCepTannjy nmoxpameHy y JAururaaau peno3utopujym YHuBep3uTeTa y beorpamy
MOTY Jla KOpHCTE CBM KOjH MOIUTYjy oApende caapxkaHe y ogabpaHoM Tumy jauueHie Kpearusne
3ajequuue (Creative Commons) 3a KOjy cam ce OJUTy4no/Ja.

1. AytopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPITHjaITHO

3. AyTopcTBO — HEKOMEpUHjaIHO — €3 mpepaze

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHMjAITHO — JEITUTH 110/ KICTUM yCIOBUMA
5. AytopctBo — 0€3 npepaje

6. AyTOpCTBO — JICIUTH MO HICTUM yCJIOBUMA

(Monumo 51a 3a0KpyKHTE caMoO jeJIHy OJ1 IIEeCT MOHYh)eHUX JHLEeHIU, KpaTaK OMMC JIMLEHIU JIaT je
Ha nonehunu nucra).

IMoTnuc 1okTOpanga

VY beorpany,




1. AyropcTBo - J[03BOJbaBaTE YMHOXKABAKE, NUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CAOMIITABALE JIeTIa, U TIpepae,
aKo ce HaBele MMe ayTopa Ha HauyuH ofpeheH oJ cTpaHe ayTopa WIM JaBaolla JHUIICHIE, YaK U Y
KoMmepuujaHe cBpxe. OBO je HajcI000IHH]ja O CBUX JIUIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HekoMepuHjajiHo. Jlo3BoJbaBaTe yMHOXaBambe, MAUCTPUOYLH]Y U JaBHO
caomiuTaBame Jeja, U pepajie, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HaYMH oJipel)eH oJ] cTpaHe ayTopa Hiu
naBaoria juieHie. OBa JIMIEHIIa He 03B0JbaBa KOMEPIIHjaliHy yIoTpeOy nena.

3. AyTOpCTBO - HEKOMepUHjaJaHo — 0e3 mpepaje. [03BosbaBaTe YMHOXKABAWKE, TUCTPUOYIIH]Y U
JaBHO CaoMIITaBame Jieia, 0e3 MpoMeHa, MPeodIMKOBamba WK YIOTpede /1ea y CBOM Jeiy, ako ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on crpaHe ayTopa wim naBaoua juieHe. OBa JUICHIIA He
JI03BOJbaBa KOMEPIIMjAIHY yIIOTpeOy Jena. Y OIHOCY Ha CBE OCTalle JIUICHIIe, OBOM JIMIICHIIOM CE
orpaHnnyaBa HajBehu oOuM rnpasa kopuirhema jaena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjAJIHO — AeJTUTH MO UCTHUM YycJ0BUMA. J[03BOJbaBATE YMHOKABAE,
TUCTPUOYILIM]Y U jaBHO CaOIIITaBame Aelia, U Mpepajie, ako ce HaBee UMe ayTopa Ha HauuH ofpehen
O]l CTpaHe ayTopa WJIM JaBaolia JUIEHIIE U aKo ce Mpepaaa AUCTPUOyupa Mo UCTOM WU CIMYHOM
muneHoM. OBa JIMIEHIa He T03BOJbaBa KOMEPIUjaIHy YIIOTpeOy Jena u mpepaja.

5. AytropcTBO — 6e3 mpepane. /[03BojbaBaTe yMHOXKABakE, TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOMIITABAC
nena, 6e3 mpoMeHa, MpeodIMKOBamba WK yIoTpeOe Jiea y CBOM Jeiy, aKo Ce HaBee MMe ayTopa Ha
HauuH ojpeheH oj cTpaHe ayropa win naBaona juieHie. OBa JIMIEHIA 103B0JbaBa KOMEPIIH]aTHY
ynotpeOy jaena.

6. AyTOpPCTBO - 1eJTUTH MO/ UCTUM YycJI0BUMa. J[03BOJbaBaTe YMHOKABAWHE, TUCTPUOYIH]Y U jaBHO
caominTaBame Jefia, ¥ mpepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH oJipel)eH o] cTpaHe ayTopa Wil
JlaBaolia JTUIEHIIE U aKo ce Mpepaga JUCTpUOyrpa Mol UCTOM WIIM CIIMYHOM JutieHI[oM. OBa JInIeH1a
J103BOJbaBa KOMEPIMjaIHy yrnoTpeoy nena u npepana. CiuyHa je copTBEpCKUM JIMIIEHIIaMa, OJTHOCHO
JTUIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.



