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SAZETAK

Amino- i nitro-supstituirani benzo[b]tieno[2,3-c]kinoloni kao potencijalni antioksidansi

U okviru ovog rada priredeni su amino i nitro supstituirani derivati
benzo[b]tieno[2,3-c]kinolona. Za pripravu ciljanih molekula koriStene su klasiéne metode
organske sinteze. Pocevsi od sinteze cimetnih kiselina 3a-b koje se prevode u odgovarajuce
kloride 4a-b te njihovom kondenzacijom s anilinima dobivaju se nitro supstituirani amidi 6-8.
Redukcijom nitro skupine spojeva 6-8 dobivaju se amino supstituirani amidi 12-14. Sinteza
cikli¢kih derivata 9-11 i 15-17 provedena je fotokemijskom ciklizacijom acikli¢kih spojeva 6-
8 te 12-14. Struktura priredenih spojeva potvrdena je koristenjem 'H i BC NMR
spektroskopije. Spojevi su dodatno  spektroskopski  okarakterizirani  UV/Vid i
fluorimetrijskom spektroskopijom, a provedene su i UV/Vid i fluorimetrijske titracije otopina
spojeva s razli¢itim otopinama metalnih soli ili u puferima razli¢itog pH kako bi se utvrdila
njihova moguénost primjene kao senzora za odredivanje kationa u otopinama ili za detekciju

pH. Nekim priredenim derivatima ispitana je i antioksidativna aktivnost.

Kljuéne rije¢i: amidi, benzo[b]tieno[2,3-c]kinoloni, UV/Vid, fluorimetrijska i NMR

spektroskopija, kemijski senzori, pH senzori, antioksidativna aktivnost



SUMMARY

Amino- and nitro-substituted benzo[b]thieno[2,3-c]quinolones as potential antioxidants

In this work, we describe the synthesis of novel amino and nitro substituted
derivates of benzo[b]thieno[2,3-c]quinolones. For the preparation of target molecules classical
methods of organic synthesis were used started from cimetic acids 3a-b which are converted
to corresponding acyl-chlorides 4a-b which gave in the condensation with anilines targeted
nitro substituted amides 6-8. Within the reduction of nitro derivatives 6-8, amino substituted
amides 12-14 obtained. Cyclic derivatives 9-11 and 15-17 were prepared by using
photochemical cyclization of acyclic molecules 6-8 and 12-14. The structure of synthesized
molecules were confirmed by means of *H i 3C NMR spectroscopy. Also, the synthesized
molecules were additionally studied by UV/Vis and fluorimetric spectroscopy. Also, UV/Vis
and fluorimetric titrations of aqueous compounds solutions with aqueous solutions of metal
salts or with buffers with different pH were performed to explore their possible application as
chemosensors or pH sensors. Some of prepared derivatives were tested for their antioxidative

activity.

Key words: amides, benzo[b]thieno[2,3-c]quinolones, UV/Vis, fluorimetric and NMR

spectroscopy, chemosensors, pH sensors, antioxidative activity
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1. UVOD



Heterociklicki spojevi su najveca skupina organskih spojeva koji u svojoj strukturi
osim atoma ugljika sadrze i druge atome od kojih su najées¢i atomi dusika, kisika i sumpora.*
Kinoloni su heterociklicki spojevi koji u svojoj strukturi sadrze karakteristicnu amidnu
funkcionalnu skupinu koja je poznata gradevna jedinica mnogih bioloski vaznih prirodnih
makromolekula poput proteina ili sintetskih lijekova koji se primijenjuju u medicini za
lijeCenje razli¢itih bolesti. Sintetski i prirodni derivati kinolona pokazuju razlic¢ite bioloske
aktivnosti od kojih su najvaznije antitumorska ili antimikrobna i zauzimaju vaznu ulogu u
medicinskoj i organskoj kemije.? Posebno su vazni cikli¢ki derivati kinolona koji sadrze
benzo[b]tiofensku jezgru i koji su poznati po svojoj antitumorskoj aktivnosti i interakciji s
DNK. Opcenito, razli¢iti derivati tiofena pokazuju takoder Siroki spektar aktivnosti poput

analgetske, antiepilepticke, antipiretske, antibakterijske.


https://hr.wikipedia.org/wiki/Ugljik
https://hr.wikipedia.org/wiki/Du%C5%A1ik
https://hr.wikipedia.org/wiki/Kisik
https://hr.wikipedia.org/wiki/Sumpor
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2.1. Opéenito o benzo[b]tiofenu i njegovim bioloski aktivnim derivatima

Benzo[b]tiofen je heterociklicki spoj u ¢ijoj je strukturi benzenski prsten
kondenziran s tiofenskim. Provedena su brojna istrazivanja prilikom kojih su razvijane nove

metode sinteze i proucavana bioloska aktivnost razli¢itih derivata benzo[b]tiofena.

90,

Slika 1. Opc¢a struktura benzo[b]tiofena

Benzo[b]tiofen je aromatski heterociklicki spoj molekulske formule CgHeS, slicnog mirisa
kao naftalen. U prirodi se pojavljuje u lezistima nafte. Prvenstveno se Koristi u industriji i
brojnim istrazivanjima te se ne primjenjuje u kuéanstvu. Koristi se kao polazna molekula u
procesima sinteze ve¢ih makromolekula, bioloski aktivnih spojeva. Takoder se Kkoristi za
proizvodnju boja u tekstilnoj industriji.

Isabel C. F. R. Ferreira® i suradnici su ispitivali antioksidativna svojstva
supstituiranih diarilamina iz serije derivata benzo[b]tiofena. Istrazivanje novih molekula s
antioksidativnim svojstvima obuhvaca veoma Siroko podru¢je s obzirom na to da
antioksidansi mogu zastititi ljudski organizam od nepovoljnog djelovanja slobodnih radikala i
usporiti razvoj mnogih kroni¢nih bolesti, regulirati antioksidativni stres koji moze biti
odgovoran za oStecenja biomakromolekula poput DNK ili proteina ili oste¢enja membrane.
Prilikom ispitivanja antioksidativne aktivnosti koristene su Oyaizu metoda redukcije Fe(III)
kod koje se kao standardni antioksidans koristi askorbinska kiselina te Hatano metoda kod
koje se kao standardi koriste BHA (engl. butylated hydroxyanisole) i BHT (engl. butylated
hydroxytoluene). Na temelju dobivenih rezultata ispitivanja antioksidativne aktivnosti,
studiran je odnos strukture i aktivnosti (SAR, engl. structure-activity relationship) i
obrazlozen je utjecaj razlicitih supstituenata na benzenskom (F, 1 ili 2-OMe skupina) i
tiofenskom prstenu (H, CO2Et, CO2H) na antioksidativnu aktivnost. Razli¢ito supstituirani
diarilamini, derivati 2,3,5-trimetilbenzo[b]tiofena 3a-d su priredeni koriStenjem C-N
paladijem kataliziranog unakrsnog spajanja koriste¢i ili 6-brombenzo[b]tiofen ili njegov 6-
amino derivat uz visoko iskoristenje reakcije. Isti reakcijski uvjeti takoder su koristeni za
dobivanje diarilamina 6a,b,d,e u slabijem iskoriStenju, reakcijom etil-3-brombenzo[b]tiofen-
2-karboksilata ili 3-brombenzol[b]tiofena sa supstituiranim anilinima. Karboksilni spoj 6c je

dobiven u gotovo jednakoj koli¢ini hidrolizom esterske grupe 6b.
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Shema 1. Sinteza derivata benzo[b]tiofena

Utvrdili su da antioksidativna svojstva niza supstituiranih diarilamina u seriji benzo[b]tiofena
koji imaju aminski supstituent na benzenskom dijelu prstena (1) ili na tiofenskom dijelu
prstena (2) ovise 0 vrsti supstituenta i njihovoj poziciji. Neki spojevi su pokazali dobru
antioksidativnu aktivnost koja je bolja od aktivnosti standarda askorbinske kiseline, BHA ili
BHT. Derivati 3 su pokazali bolju aktivnost od derivata 6, izuzev spoja 3d. U konacnici za
diarilamine 3 i 6 prisutnost elektron-donorske metoksidne grupe (1- ili 2-OMe) povecava
reducirajucu snagu tj. antioksidativnu aktivnost. Atom F koji je u para polozaju u odnosu na
N-H vezu (3c i 6d) takoder je pokazao dobre rezultate tijekom svog elektron-donorskog
mezomernog efekta (+M). S druge strane spoj 3d s F supstituentom u orto polozaju ne
pokazuje antioksidativnu aktivnost. Intramolekularna H-veza ukljucuje atom F te osim toga i

N-H skupina moze biti takoder moguce objasnjenje za odsutnost reduciraju¢e snage derivata
3d.

Abd E-Galil E. Amr® i suradnici su sintetizirali novu seriju derivata tiofena 15-29
polazec¢i od reakcija 2-amino-4,5,6,7-tetrahidro-N-fenilbenzo[b]tiofen-3-karboksamida 13 i 2-

amino-4,5,6,7-tetrahidro-benzo[b]tiofen-3-karbonitrila 19 s razli¢itim organskim reagensima.



Svim priredenim spojevima ispitana je antiaritmic¢na i antianksiozna aktivnost, a ispitivani su i
kao potencijalni antagonisti serotonina. Pokazali su znacajnu aktivnost u usporedbi sa
standardnim lijekovima prokainamidom, lidokainom, diazepamom i buspironomom.

Serija kondenziranih derivata tiofena dobivena je heterociklizacijom funkcionaliziranih
tiofena koristeéi nekoliko razli¢itih reagensa. 2-amino-4,5,6,7-tetrahidro-N-
fenilbenzo[b]tiofen-3-karboksamid 13 i  2-amino-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofen-3-
karbonitril 19 su sintetizirani kao polazni reaktanti prema Gewaldovoj reakciji prikazanoj na
shemi 2. Gewaldova reakcija je organska reakcija kondenzacije ketona ili aldehida s a-
cijanoesterom u prisutnosti elementarnog sumpora i baze kod koje se kao produkt dobiva

polisupstituirani 2-amino-tiofen.
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Shema 2. Sinteza spoja 12

Nitriranje derivata tiofena 13 koristenjem NaNO> u prisutnosti HC1 omogucilo je dobivanje
tienotriazinskog derivata 15. Derivat 15 koji je prireden nitriranjem derivata 13 moze se
sintetizirati i iz diazonijeve soli 14 uz nukleofilni napad dusika karboksamidne skupine na
elektrofilni dusik diazonijeve soli. Derivat 13 podlijeze heterociklizaciji putem adicije amino
skupine na tiofenu na uglji¢ni disulfid u prisutnosti natrijevog etoksida mehanizmom cikli¢ke

adicije kako bi se dobio derivat tiofena, tienopirimidin 16.

Takoder, derivat tiofena 13 reagira s kiselinskim kloridom na sobnoj temperaturi i kao
produkti nastaju acilirani derivati 17a,b koji na temperaturi refluksa uz anhidrid octene

kiseline kao produkte daju ciklizirane tioenopirimidine 18a,b.



a )\ -
P
S/m\u s ST 5N
NaOEt | CS, |
o) B o N

Ar
NaNO, / HCI .

V4 | NHAr 2 Y4 ‘ N?
H

A
5713 NH, S N=
L 14 Cl _
RCOCI
o)
CONHAT . _Ar
/ —_— /
. Refluks ‘ )\
=
S NHCOR S N R
17a,b 18a,b
a: R=Ph

= OMe
b:R=CH=CHPh \©/

Shema 3. Sinteza spojeva 13-18

Tiofenski derivat 19 u reakciji s kiselinskim kloridima daje derivate 20a-c koji na temperaturi
refluksa sa sulfatnom kiselinom i ksilenom daje ciklicke oksazinske derivate 21a,b. Derivat
20c reagira s amonijevim tiocijanatom i kao produkt nastaje N-tieniltiazolilni derivat 23
vjerojatno dobiven preko tiocijanatnog derivata 22 koji se ne izolira. Reakcija
aminocijanotiofenskog derivata 19 s anhidridom maleinske kiseline omogucava dobivanje
aciklickog produkta 24 koji se ciklizira s anhidridom octene kiseline da bi se kao produkt

dobio N-tienilmalimidni derivat 25.
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Shema 4. Sinteza spojeva 20-25

Znanstvenici su takoder istrazivali ponaSanje aminocijanotiofenskog derivata u odnosu na
arilizocijanatni derivat. Tako je adicija amino skupine tiofena na elektrofilni ugljik
izotiocijanata omogucila dobivanje tioureidnog derivata 26. Adicijom nukleofilnog dusika
tiourejske skupine derivata 26 na cijano skupinu prireden je tienopirimidin 27. Kondenzacija
derivata 19 s benzaldehidom omogucila je dobivanje Schiffove baze 28 koja reagira s

benzoilizotiocijanatom dajuci odgovarajuci oksadiazin 29.
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Shema 5. Sinteza spojeva 26-29

Proucavanjem dobivenih rezultata uoceno je da je tiofenska jezgra neophodna za biolosku
aktivnost. Povecanjem broja atoma sumpora i dusika znacajno se povecava aktivnost. Derivati
S bo¢nim lancima koji sadrze olefinske veze su aktivniji pa su tako primjerice spojevi 17b,
18b, 20b i 21b aktivniji od 17a, 18a, 20a i 21a.

K. Mahendra Raj* i suradnici istrazivali su biolosku aktivnost metalnih kompleksa
Schiffovih baza baziranih na benzo[b]tiofenskoj jezgri. Sintetizirali su Schiffovu bazu, ftj.
ligand 3-klor-N'-((7-hidroksi-4-metil-2-okso-2H-kromen-8-il)metilen)benzo[b]tiofen-2-
karbohidrazin i priredili njegove Cu(ll), Co(Il), Ni(ll) te Zn(Il) komplekse. Spektralna analiza
je pokazala oktaedralnu geometriju svih kompleksa. Cu(ll) kompleks ima 1:1 stehiometriju
tipa [M(L)(CI)(H20)2] za razliku od Co(ll), Ni(ll) i Zn(ll) kompleksa koji imaju 1:2
stehiometrijski odnos tipa [M(L)].

Vezna mjesta su kisikov atom amidnog karbonila, dusik azometinske skupine i fenolni kisik u
strukturi Schiffove baze kao liganda, a vezanje se odvija preko reakcije deprotoniranja.
Termogravimetrija, odnosno razli¢ite termalne analize su ukazale na prisutnost koordiniranih
molekula vode u sastavu Cu(Il) kompleksa §to je potvrdeno i pomocu IR spektroskopije.
Proucavana je elektrokemijska aktivnost svih kompleksa, ali je jedino Cu(Il) kompleks

pokazao svojsta redoksiranja.



Kako bi se procijenio u¢inak antimikrobne aktivnosti metalnih iona prilikom kelatiranja,
ligandima i njegovim metalnim kompleksima zajedno sa svojim odgovaraju¢im metalnim
kloridima, ispitana je antimikrobna i antifungalna aktivnost MIC (engl. minimum inhibitory
concentration) metodom. Rezultati ispitivanja su pokazali da su metalni kompleksi puno
aktivniji u odnosu na slobodne ligande. Ligandu i njegovim kompleksima ispitana je i
antioksidativna aktivnost pomo¢u DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl) metode i efekt
cijepanja DNK koristenjem ct-DNK.

Ligand je sintetiziran reakcijom 3-klor-benzo[b]tiofen-2-karbohidrazina i ekvivalentne
koli¢ine 8-formil-7-hidroksi-4-metilkumarina uz dodatak 1-2 kapi ledene octene kiseline kao

katalizatora u metanolu (20 ml).

0
I
0
: . .
S )‘\NHz OHC
ﬁ CHs
30 o
HO
31

Alkohol/ AcOH

o)
|
H o)
[
s ﬁ/N\N% CH,
o)
HO

32

Shema 6. Sinteza liganda 32

Struktura liganda i njegovih kompleksa potvrdena je koriStenjem masene spektrometrije na
temelju pikova koji odgovaraju njihovim molekularnim masama (shema 7). ESI maseni
spektri spojeva pokazali su molekulski ionski pik ekvivalentan njihovim molekularnim

masama zajedno s pikovima ostalih fragmenata.

10
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Shema 7. Masena fragmentacija liganda 32

Maseni spektar Cu(ll) kompleksa 39 pokazuje molekulski ionski pik M*+1 pri m/z 546, 548,
550 (100%, 45%, 12%) koji je ekvivalentan njegovoj molekularnoj masi te predstavlja
osnovni molekulski pik (shema 8). Molekularni ion gubitkom molekule uglji¢nog dioksida,
molekule acetilena i tri vodikova radikala daje fragment s molekulskim pikom m/z 473, 475,

477 (17%, 9%, 2,5%).
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Daljne fragmentiranje provodi se uklanjanjem dvije molekule vode, metilnog radikala i Getiri
vodikova radikala te se u konac¢nici dobiva molekulski pik m/z 418, 420, 422 (36%, 12%,

3%).
|
39 ﬁ)
N

(@] .
]
| |
/N/C CHs
%

cu—°
7
~ HO( HO
M-+1 546, 548, 550 (100%, 45%, 12%)
-CO,
H C=cCH
| -3H
H \ . ' Hs
N C
S c? N
|
40 O\l
2,0
H,0 gl H,O0
m/z 473, 475, 477 (17%, 9%, 2,5%)
-2 H,0
- CHj
_2H
/ | S2H
L e ST
S o \N/
a4 |
\ o =
u
cl

m/z 418, 420, 422 (36%, 12%, 3%)

Shema 8. Masena fragmentacija Cu(ll) kompleksa

Maseni spektar Zn(11) kompleksa pokazuje molekulski ionski pik M*+1 pri m/z 888, 890 (6%,
1,2%) prema shemi 9. Otpustanjem vodikova radikala dobiven je fragment s molekulskim
pikom m/z 887,889 (4%, 0,9%) koji je ekvivalentan njegovoj molekularnoj masi. Daljnim
gubitkom dviju molekula ugljicnog dioksida, dva C3H4 radikala, dva C4Hs radikala, CgH4SCI
radikala i hidroksidnog radikala dobiven je molekulski pik m/z 451, 453 (24%, 8%). Nadalje,
istodobnim gubitkom kloridnog radikala, molekule ugljicnog monoksida i CsH. radikala
dobiven je molekulski pik m/z 338 (9%).
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iy H
M+1 888, 890 (6%, 1.2%)
0 ~ l

H3C

m/z 451, 453 (24%, 8%)

cr
-co
-HC=C—C=CH

LL u R S H
| H
A 45 44
m/z 215 (100%) m/z 338 (9%)

Shema 9. Masena fragmentacija Zn(Il) kompleksa

Na temelju spektroskopskih saznanja koordinacijska sposobnost liganda je pokazana na
primjeru reakcije kompleksiranja s Cu(ll), Co(ll), Ni(ll) i Zn(I1) kationima. Novosintetizirani
ligandi se ponasaju kao ONO donori tridentatnog kelata okolo metalnog iona. Elektroforezom

je utvrdeno da Cu(Il) i Co(IT) kompleksi imaju dobru uc¢inkovitost cijepanja DNA.

Maja Aleksi¢® i suradnici su priredili novu seriju nitro i amino supstituiranih anilida
47a-c, 49-51 i kinolona 48a-b, 53a-b, 54a-b, 55-60 polazeci od benzo[b]tiofena i tieno[2,3-
c]tiofena. Anilidi i kinoloni su sintetizirani zbog ispitivanja antiproliferativne aktivnosti na
stani¢ne linije humanih karcinoma debelog crijeva, pluc¢a te karcinoma dojke. Priredeni
ciklicki derivati, kinoloni 53a, 54b i 55-57 pokazali su izrazeniju antiproliferativnu aktivnost
nego karboksianilidi iz kojih su pripravljeni. Hidrokloridna sol N,N-dimetilaminopropil-
supstituiranog kinolona 59 je najaktivniji derivat kao $to je i predvideno QSAR analizom.
Provedenom QSAR analizom pokazano je kako razli¢ita svojstva molekula utjeCu na
antitumorsko djelovanje. Utvrdeno je da povecanje topljivosti, metabolicke stabilnosti i
sposobnost molekule da bude ionizirana pri pH 4-8 povecava antitumorsku aktivnost

molekule.
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N-CH,

cl
0
A\
g NH@*NH{CI’
50
HC e

HC(g)/EtOH HCI(g)/EtOH

cl
< H<j>7|\u-|2
()
O \ NH H,/Pd

MeOH/toluene @J (CH;),N(CH,); CLxHCI
@’ NaH/DMF

48b

|
CE%*COCI : Cfg_( MeOH/toluene
-< >—NHCOCH3 O

Et;N
46a R = NHCOCH, toluen
46b R =NO,
46¢ R = N(CH3), Cl

HCI(g)/EtOH, CH;l
aceton/dietileter

CH3
NH CI
HaCHiCH
MeOH/toluene EtOH/HzO HCl(g)/EtOH
o
CH;I/NaH Lot

54aR - N(CH3)2

53a R = N"H(CH,),CI"
53b R = N*(CH;)5I"

54b R = N*(CH,);I"

Shema 10. Sinteza supstituiranih 3-klorbenzo[b]tiofen-2-karboksiamida 47a-c, 49-52 i
benzo[b]tieno[2,3-c] kinolona 53a-b, 54a-b, 55-60

Osim toga, do povecanja antitumorske aktivnosti dolazi smanjenjem fleksibilnosti molekula,

polarizabilnosti i zbroja hidrofobnih povrSina.
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Kod anilida 47a-b, 51-52 i kinolona 48a-b, 53a-b, 54b i 55-59 je utvrdena i interakcija s
DNK te inhibicija topoizomeraze I i/ili II kao moguéi mehanizmi njihovog bioloskog
djelovanja. Medu sintetiziranim anilidima, jedino spoj 52 posjeduje sposobnost vezanja na
DNK. Kinoloni 53b, 54b i 55-59 interkaliraju izmedu parova baza DNK te su upravo ti
spojevi 1 najucinkovitiji medu ispitanim spojevima. Spomenuti spojevi priredeni su
konvencionalnim metodama organske sinteze koristenim za dobivanje sli¢nih heterociklickih
spojeva prema shemi 10.

Pocevsi od 3-klorbenzo[b]tiofena-2-karbonil-klorida 46, reakcijom kondenzacije sa
susptituiranim anilinima dobiveni su razli¢iti karboksianilidi. Iz karboksianilida 47a-b
fotokemijskom ciklizacijom priredeni su odgovarajuci kinoloni 48a-b. Nitro supstituirani spoj
47b je koriStenjem paladija na ugljiku preveden u amino derivat 49. Karboksianilid 47c je
metiliran s metil-jodidom kako bi se priredila kvaterna amonijeva sol 52. Acetamidno
supstituirani kinolon 48a je hidrolizom u bazi¢nom mediju preveden u amino supstituirani
derivat 56. N-alkilacijom derivata 48a s N,N-dimetilaminopropil-kloridom u prisutnosti NaH
nastaje kinolon 58. Karboksianilidi 51 i 52 su fotokemijskom ciklizacijom prevedeni u
kinolone 53a i 53b. Kinoloni 48a i 53a-b su metilirani u prisutnosti NaH i DMF na
laktamskom dusiku u N-metilne derivate 60 i 54a-b. Spoj 54a je preveden u amonijevu sol 55
koristenjem HClg u svrhu poboljsavanja topljivosti. Takoder su iz istog razloga karboksanilidi

47c i 49 te kinoloni 56 i 58 prevedeni u hidrokloridne soli.

Peng Ji® i suradnici su sintetizirali seriju 2-karbonilbenzo[b]tiofen-1,1-dioksidnih
derivata ugradivanjem razli¢itih strukturnih grupa u osnovnu benzo[b]tiofen-1,1-dioksidnu
jezgru (BTP), cija je sinteza prikazana na shemi 11. Spojevi su priredeni kao potencijalni
inhibitori mjesta fosforilacije faktora STAT3 (engl. signal transducer and activator of
transcription 3). Senzor signala i aktivator transkripcije 3, STAT3, je transkripcijski faktor
preko kojeg se djelovanjem kemoterapeutika moze ostvariti izrazeni u¢inak inhibicije rasta
tumorskih stanica. Prikazano je kako povezivanjem osnovnih grupa preko amidne veze te
daljnim vezanjem u benzo[b]tiofen-1,1-dioksid nastaju molekule koje pokazuju izraZzeniju
antiproliferativnu aktivnost u odnosu na sam BTP. Najaktivniji spoj 660 inhibira put faktora
STAT3 smanjenjem razine fosforilacije STAT3, dok razina fosforilacije tirozin-kinaza u
ovom putu nije bila znacajno inhibirana. Takoder, za spoj 660 je dokazano da je inicijator
ROS (engl. reactive oxygen species) Cestica te da djelomic¢no utjee na apoptozu ili smrtnost

stanica.
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Rs F @ Rs \ L \
— »—COOCH; —— »—COOH
R; CHO Ry s Rs S
1 1 1

61a-61d 62a-62d 63a-63d

613, 623, 63a Rl Br Rz = H R3 =H 61b 62b 63b Rl H Rz Br R3 =H
61c, 62, 63¢ R, = H, R, = H,R; = Br 61d, 62d, 63d R, = H, R, =NO, Ry =H

R S S E et

64a-64s, 64v 66a-66u
(e)
O R
m ) % 4 (o) m
O,N S 4 H,N g S 0
4g, 64 a, ooV
64g, 64v ’ 64t, 64u
64g, 64t, 65a R, = fenilamino 64v, 64u, 65v R, = piperidin-1-il

64a, 66a R| = Br, R, = H, Ry = H, R4 = fenilamin 641, 661 R, = Br, R, = H, R; = H, R4 = p-toliloksi
64b, 66b R| = Br, R, = H, R; = H, R, = p-tolilamin 64m, 66m R, = H, R, = Br, R; = H, R, = dietilamin

64c, 66¢c R, = Br, R, = H, Ry = H, R4 = (4-klorofenil)amin  64n, 66n R, = H, R,= Br, R; = H, R, = pirolidin-1-il
64d, 66d R| = Br, R, = H, R; = H, R4 = (3-klorofenil)amin 640, 660 R; = H, R,= Br, Ry = H, R4 = piperidin-1-il

64e, 66e R = H, R, = Br, Ry = H, R4 = fenilamin 64p, 66p R; = H, R,=Br, R; = H, R4 = 2-metilpiperidin-1-il
64f, 66f R; = H, R, = H, R; = Br, R4 = fenilamin 64q, 66q R; = H, R,= Br, R; = H, R4 = 3-metilpiperidin-1-il
64g, 66g R, = H, R, = NO, R;=H, Ry = fenilamin 64r, 66r R, = H, R,= Br, R; = H, R4, = morfolin

64h, 66h R, = H, R, = Br, R; = H, R, = butilamin 64s, 66s R; = H, R,= Br, Ry = H, R4 = metil(fenil)amin

64i, 66i R, = H, R, = Br, Ry = H, R, = tert-butilamin 64t, 66t R; = H, R, = benzamid, R; = H, R4 = fenilamin
64j, 66j R, = H, R, = Br, R; = H, R4 = izopropilamin 64u, 66u R, = H, R, =benzamid, R; = H, R4 = piperidin-1-il

64k, 66k R, = H, R, = Br, Ry = H, R4 = cikloheksilamin 64v R, = H, R, =NO, R3 =H, Ry = piperidin-1-il
(a) SHCH,COOCH; K,CO;3 DMF, 60°C; (b) KOH, MeOH, 60°C; (c) (i : 64a-64k, 64t-64u) RNH, EDC, piridin,

RT; (ii : 641) p-krezol, DCC, DMAP, DCM, RT; (iii : 64m-64s, 64v) sekundarni amini, HOBt, EDC, TEA, DCM,
RT, preko noci; d) Pd/C, H, MeOH; (e) m-CPBA, DCM, 45°C

Shema 11. Sinteza 2-karbonilbenzo[b]tiofen 1,1-dioksid derivata

Wooyoung Hur” i suradnici su sintetizirali amino karboksilatne derivate
benzo[b]tiofena kao potencijalne agoniste 4 S1P (engl. sphingosine-1-phosphate) receptora
koji imaju vaznu ulogu u regulaciji imunoloskog sustava. S1P receptor je imunomodulator
koji se koristi u lijeCenju multiple skleroze. Istrazivani su podtipovi agonista Selektivni za
razli¢ite izotope S1P receptora od kojih su neki koristeni kao farmaceutski alati u razli¢itim

funkcionalnim studijima pri utvrdivanju bioloskih funkcija S1PR. Autori su istrazivali
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svojstva amino karboksilata benzo[b]tiofena 71c koji se pokazao kao jako snaZan agonist za
S1PR4. S1PR4 se uocava u limfoidnim tkivima, timusu i slezeni gdje suprimira proliferaciju
T-stanica modulirajuc¢i oslobadanje citokina. Na shemi 12 prikazana je sinteza jodidnog
derivata benzo[b]tiofena. Metil-karboksilat je preveden u odgovarajuci aldehid koji je koristen

za umetanje razli¢itih amino-karboksilata putem reduktivne aminacije.

| 1

1 1 R
(a) (b)
—_— —_— / CO,Me
R2 R2 S
Rs3 R3 R3
67a-c 68a-c 69a-c

67aR,=F,R,=R;=H 68aR,=F,R,=CHO,R;=H 69aR,=H,R,=LR;=H
67bR,=R;=H,R,=F 68bR,=CHO,R,=F,R;=H 69bR,=1 R,=R;=H
67cR;=R,=H,R;=F 68cR;=H,R,=CHO,R;=F 69¢R,;=R,=H,Ry=1I

(a) LDA, DMG, -78°C; (b)metil-tioglikolat, TEA, DMSO, 70°C

Shema 12. Sinteza jod benzol[b]tiofena regio izomeraze
U ovom istrazivanju takoder su priredeni dervati supstituirani naftalenskim i etilfenilnim

supstituentima na razli¢itim polozajima benzo[b]tiofena (tablica 1), na koji su smjestene

razli¢ite amino-karboksilatne grupe prikazane u tablici 2.
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Tablica 1. Naftalenski i etilfenilni derivati benzo[b]tiofena

a N CO,H

c/N\/\/COZH

T NH,
f N\)\
-~ COLH

i
©\/002H
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Provedena SAR analiza jasno je pokazala kako derivat supstituiran etilfenilnim supstituentom
pokazuje manju aktivnost u usporedbi s naftalenskim derivatom. lzvijeni oblik molekule
stvoren sterickom interakcijom izmedu orto etilne grupe i benzo[b]tiofena na koji je adirana
moze biti nepovoljan za interakciju s SIPR. Utvrdeno je kako je aminokiselina takoder vazni

strukturni dio za biolo$ku aktivnosti.

2.2. Kemijski senzori

Kemijski senzor je uredaj za pretvorbu kemijske, tj. bioloske veli¢ine u elektri¢ni
signal. Konkretna veli¢ina koja je pretvorena u elektri¢ni signal i/ili princip konverzije ¢esto
puta oblikuju kona¢no ime senzora koje se koristi u praksi, npr. kemijski senzori za detekciju
plinova (vodika) u zraku se obi¢no nazivaju plinski senzori, kemijski senzor za detekciju
vlage skraceno se naziva samo senzor vlage. U skladu s tim ako je senzor osjetljiv na biolosku
veli€inu, npr. Secer, proteine u teku¢inama, govorimo o biosenzorima.® Biosenzor je analiticki
uredaj koja se Koristi za detekciju analita. Kombinira biolosku komponentu s fizikalno-
kemijskim senzorom.

Osjetljivi bioloski elementi kao §to su tkivo, mikroorganizmi, organeli, enzimi ili nukleinske
kiseline su bioloski izvedeni materijali koji se povezuju s analitom te se vrsi istraZivanje.
Takav bioloski element takoder moze biti stvoren laboratorijskim putem. Sonda ili element
detektora pretvara signal interakcije analita i bioloskog elementa u odgovaraju¢i mjerljivi
signal.’ Razli¢itim spektroskopskim metodama pratimo utjecaj i promjene tvari koje se

detektiraju senzorima.

2.2.1. Derivati benzo[b]tiofena kao senzori

Senol Akay' i suradnici su proudavali sintezu i razvoj flourescentne boronske
kiseline benzo[b]tiofena topive u vodi u svrhu prepoznavanja i detekcije ugljikohidrata.
Boronska kiselina ima $iroku primjenu detektiranja u otopinama ugljikohidrata, pri vezanju
stanica na povrSinu biomarkera ugljikohidrata, aglutinaciji eritrocita te transportu i separaciji
ugljikohidrata. Sintetizirana serija derivata benzo[b]tiofena boronske kiseline 2-BTBA (engl.
benzo[b]thiophene boronic acid), 3-BTBA, 5-BTBA, 7-BTBA, 4-BTBA, 6-BTBA prikazana
je na shemama 13 i 14. Derivati se mogu primjeniti za sintezu malih molekula mimetika

lektina vaznih za prepoznavanje biomarkera ugljikohidrata.
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Utvrdeno je da su derivati benzo[b]tiofena nova vrsta fluorescentnih spojeva sposobnih za
dvostruku fluorescentnu emisiju pod uvjetima fizioloSkog pH koji se koriste za dobivanje
biosenzora glikoproteina za bioloske promjene. Glikoproteini stani¢ne povrSine imaju vaznu

ulogu u razli¢itim fizioloskim 1 patoloskim procesima.

r r

(=~ CrS TS
1 s 75 76

H

(K —0 FaK* B/OH
© N\ @ ©E§ © ©i§
77 78 79

(a) Br, DCM, RT; (b) BuLi, THF, -78°C; (c) bis(pinacolato)diboron, KOAc, PdCl, DMSO, 80°C;
(d) KHF, MeOH, RT; (e) LiOH, CH;CN, RT

Shema 13. Sintetski put 3-BTBA 79

Br, Br. Br.
P F 7
80a-c  oF 8la-c 82a-d

82a 5-brombenzo[b]tiofen
82b 7-brombenzo[b]tiofen
82¢ 4-brombenzo[b]tiofen
82d 6-brombenzo[b]tiofen

80a 4-brombenzentiol
80b 2-brombenzentiol
80c¢ 3-brombenzentiol O\

0 oH

"KF3 B

o— / K HO—
=T~ TR~ 10
F Z F

83a-d 84a-d 85a-d
85a 5-BTBA
85b 7-BTBA
85¢ 4-BTBA
85d 6-BTBA
(a) NaH, bromacetaldehid dimetil acetal, THF, refluks; (b) polifosforna kiselina, klorbenzen, 160°C;
(c) bis(pinacolato)diboron, KOAc, PdCl, DMSO, 80°C; (d) KHF, MeOH, RT; (e) LiOH, CH3CN, RT

Shema 14. Sinteza derivata benzo[b]tiofena boronske kiseline
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Ovakvi se derivati vezu za razliCite vrste Seera ovisno o svojoj strukturi i vrsti veza pri ¢emu

dolazi do promjene u emisiji odnosno mijenjaju se fluorescentna svojstva. Ne postoji dobar

nacin na koji bi se mogla to¢no predvidjeti konstanta vezanja. Fluorescencija koja se mijenja

uslijed vezanja derivata 85a sa Sec¢erom prikazana je na slici 2. Intenzitet emisije se povecava

pri odredenoj valnoj duljini. Sli¢an trend pokazuju derivati 85a te 85b.

Intenzitet

80-
70-
60-
50-
40/
30-
20-
10-

0

284

304 324 344 364 384 404 424 444
Valna duljina (nm)

Slika 2. Promjene u fluorescenciji 5-BTBA s razli¢itim koncentracijama D-fruktoze u 0,1M

vodenoj otopini posfatnog pufera pH 7,4

Molekule 85c i 85d su proucavane kao smjesa zbog otezanog razdvajanja pri cemu je uocena

dvostruka valna fluorescencija, prikazana na slici 3 na kojoj je tesko definirati koju emisiju

uzrokuje koji izomer.

Intenzitet
70
60
50+
40
30
20+
10

0

277 297 317 337 357 377 397 417 437

Valna duljina (nm)

Slika 3. Promjene u fluorescenciji smjese 4-BTBA i 6-BTBA s razli¢itim koncentracijama

D-fruktoze u 0,1M vodenoj otopini posfatnog pufera pH 7,4
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Vladimir A. Bren!! i suradnici su proucavali fotokromizam krunastog etera 2-(N-
acetil-N-arilaminometilen)benzo[b]tiofena-3(2H). Fotokromizam je povratna fotoinducirana
transformacija kemijske vrste izmedu dvije forme koje daju razliCiti apsorpcijski spektar.
Takvom transformacijom dobivaju se zeljena svojstva koja se povezuju s afinitetom vezanja i
strukture znaCajne =za fotodinamicke 1 fluorogenske kemosenzore metalnih iona.
Fotokromizam 2-(N-acetil-N-arilaminometilen)benzo[b]tiofena-3(2H), prikazan na shemi 15,
temeljen je na mehanizmu koji ukljucuje fotoinduciranu Z/E-izomerizaciju oko egzociklicke
C=C veze pracenu brzom N—O acetil pretvorbom i sin—anti izomerizacijom te Se U
konacnici dobiva kineti¢ki stabilniji produkt O-acetil izomer. Za razliku od otopine N-acilnog
izomera kod koje se dodatkom zemnoalkalijskih metala neznatno mijenja UV/Vis spektar,
promjene se znacajno povecavaju nakon konverzije u O-acil izomer. Tako dobivene molekule
mogu se Koristiti kao osjetljivi fotodinamicki kemosenzori s 'off-on' mehanizmom uz ione

zemnoalkalijskih metala (Ca?*, Ba?*).

O

e L,
/N 1
R, H,COC
88a-b
R

2
0 0 0 0
87a,88a R, + R, = j 87b, 88b R, + R, = j@

0] o] @) O

o o

O™ o) @)

o O H 0 H
H
PN RS PULR PPN
S CHO o o
s s7¢l o J

0 (CH;C0,)0 o)

O\T/Q ﬁo/\ m
choc/NC[O OD/N\COCM
88¢
o 0
Lo/

Shema 15. Sinteza krunastog etera 2-(N-acetil-N-arilaminometilen)benzo[b]tiofen-3(2H)
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3. REZULTATI I RASPRAVA
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3.1. Ciljrada

Cilj ovog rada bila je priprava amino- i nitro-supstituiranih benzo[b]tieno[2,3-
c]kinolona kao potencijalnih antioksidansa. Priredeni spojevi 9-11 i 15-17 prikazani su na
slici 6. Njihova struktura potvrdena je 'H NMR spektroskopijom. Dodatno su ispitivana
spektroskopska svojstva priredenih spojeva UV/Vid i fluorimetrijskim titracijama otopina

spojeva s otopinama metalnih soli ili puferima razlic¢itih pH vrijednosti.

9 R;=H;R,=NO, 15 R, =H; R, =NH,
10 R; =NO,;; R, =H 16 R, =NH,;R,=H
11 R; =NO,; R, =NO, 17 R, =NH,; R, = NH,

Slika 4. Struktura priredenih spojeva 9-11 i 15-17
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3.2. Sinteza priredenih spojeva

Za sintezu ciljanih derivata amino- i nitro supstituiranih benzo[b]tieno[2,3-
c]kinolona prvotno je bilo potrebno prirediti odgovarajuce cimetne kiseline 3a i 3b reakcijom
benzaldehida 1a i 1b i malonske kiseline 2 u piridinu uz dodatak piperidina kao katalizatora.*?
Iskoristenja provedenih reakcija iznosila su 73,6% i 63,1%. Daljnom reakcijom odgovarajuce
cimetne kiseline 3a i 3b s tionil-kloridom u apsolutnom toluenu priredeni su odgovarajuci 3-
klor-benzo[b]tiofen-2-karbonil kloridi 4a i 4b.*

R4 piridin
plperldln SOC12 COCI
+  CH,(COOH), klorbenzen
CHO COOH piridin

la R, =H 3a R, = 4a R, =H
1b R;=NO, 3b R, = No2 4b R1 =NO,

Shema 16. Sinteza cimetnih kiselina 3a i 3b i 3-klor-benzo[b]tiofen-2-karbonil klorida 4a i 4b

U reakciji 4-nitrocimetne kiseline 3b s SOCI, dobivena je smjesa klorida 4b i 4c prikazanih na
shemi 17, koja u reakciji s anilinom uz trietilamin u apsolutnom toluenu daje smjesu amida 7 i

7a ¢ije su strukture okarakterizirane *H NMR spektroskopijom i prikazane na slici 5

N cocl s\ \

O,5N
©\ toluen,,
+ _—
TEA
NH

2

S
ab
/O\/CECI )
O,N
O,N Z ¢

4c

O,N

Shema 17. Smjesa 7 i 7a
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Slika 5. 'H NMR spektar smjese spojeva 7 i 7a

Supstituirani  3-klorbenzo[b]tiofen-2-karboksamidi 6-8 priredeni su reakcijom
kondenzacije 3-klorbenzo[b]tiofen-2-karbonil klorida 4a i 4b i odgovarajucih anilina 5a i 5b

u apsolutnom toluenu uz dodatak trietilamina, prikazani na shemi 18.14*°

toluenaps
cocl Z\O\ : :

4a R, = 5a R, = 6 R =H;R,= NOz
4b R, = No2 5b R, = No2 g Ry = N82 R, = o
Ry =NOy R, = N 2

Shema 18. Sinteza spojeva 6-8

Produkti 6-8 su dobiveni zagrijavanjem reakcijske smjese na temperaturi refluksa 24 sata uz
iskoristenje reakcija redom 67,0%, 60,1% i 46,0%.

Strukture priredenih spojeva 6-8 potvrdene su *H NMR spektroskopijom. Na slici 6 prikazan
je 'H NMR spektar spoja 6. Singlet na 11,15 ppm odgovara protonu CONH skupine, a ostali

signali u podrucju od 8,31 do 7,64 ppm odgovaraju aromatskim protonima.
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Slika 6. 'H NMR spektar spoja 6

Na slici 7 prikazan je 'H NMR spektar spoja 7. U spektru je prisutan odgovarajuéi broj

signala aromatskih protona u podrucju od 9,28 do 7,19 ppm, kao i Siroki singlet na 10,75 ppm

koji odgovara protonu amidne skupine.
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Slika 7. *H NMR spektar spoja 7
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U *H NMR spektru spoja 8 na slici 8 mozemo uogiti $iroki singlet protona amidne skupine na

11,34 ppm te signale u podruc¢ju od 9,31 do 7,99 ppm koji odgovaraju aromatskim protonima.
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Slika 8. *H NMR spektar spoja 8

Amino supstituirani derivati 12-14 priredeni su redukcijom nitro i dinitro
supstituiranih derivata 6-8 s kositar-klorid dihidratom u metanolu i koncentriranoj kloridnoj

kiselini u iskoristenju reakcija redom 97,3%, 60,0% i 60,0%.> ©

SnCl x 2H,0

6 Ry=H;R,= No2
7 R, =NOy; R, = 12 R, =H;R,= NH2
8 R, =NO,; R, = No2 13 R, =NH,: R, =
14 R, =NHy; R; = NH2

Shema 19. Sinteza spojeva 12-14

Na slici 9 prikazan je 'H NMR spektar amino supstituiranog spoja 12 kod kojeg se amino
skupina nalazi na anilidnoj strane molekule i ¢iji je signal vidljiv na 5,00 ppm. Singlet koji
odgovara protonu amidne skupine mozemo uociti na 10,08 ppm, a signali u podruc¢ju od 8,20

do 6,57 ppm pripadaju odgovaraju¢em broju aromatskih protona.
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Slika 9. *H NMR spektar spoja 12
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Struktura spoja 12 potvrdena je i *C NMR spektroskopijom. U spektru prikazanom na slici

10 moze se uociti odgovarajuci broj signala koji pripadaju kvaternim ugljikovim atomima kao

i odgovarajuéi broj signala koji odgovaraju ugljikovim atomima CH skupina.
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Slika 10. 3C NMR spektar spoja 12
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'H NMR spektar diamino supstituiranog spoja 14 prikazan je na slici 11. Signali dviju NH>
skupina mogu se uociti na 5,77 1 4,98 ppm. Singlet koji odgovara protonu amidne skupine

mozemo uocCiti na 9,68 ppm, a signali u podru¢ju od 7,54 do 6,55 ppm odgovaraju

f

aromatskim protonima.
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Slika 11. *H NMR spektar spoja 14

Uocavamo da je signal protona amidne skupine kod amino derivata pomaknut u vise

magnetsko polje u odnosu na analogne nitro derivate.

Sinteza jednog od konac¢nih produkata, nitro supstituiranog benzo[b]tieno[2,3-
c]kinolona 9 provedena je fotokemijskom ciklizacijom spoja 6 uz iskoriStenje reakcije 51,7 %

prema shemi 20.

Shema 20. Fotokemijska ciklizacija spoja 6

30



Struktura spoja 9 potvrdena *H NMR spektroskopijom prikazana je na slici 12. Singlet na
12,72 ppm odgovara protonu kinolonskog dusika, a signali u podrucju od 9,27 do 7,64 ppm

odgovaraju aromatskim protonima.
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Slika 12. 'H NMR spektar spoja 9

Fotokemijskom ciklizacijom nitro supstituiranog derivata 7 proveden je pokuSaj sinteze
odgovarajuceg ciklickog derivata 10 osvjetljavanjem s visokotlatnom Zivinom lampom od

400W 20 sati prema shemi 21.

7 R, =NOy;R,=H 10 R, =NOy; R,=H

Shema 21. Fotokemijska ciklizacija spoja 7
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Tijek reakcije pracen je UV/Vid spektroskopijom prema slici 13. UV/Vis spektri reakcijske
smjese snimani su tijekom 20 sati. Budu¢i da apsorpcijski spektar nije pokazao nikakvu

promjenu mozemo zakljuciti da kroz 20 sati osvjetljavanja spoja 7 nije nastao Zeljeni produkt
10.

T T T T T T 1
250 300 350 400
A/ nm

Slika 13. Tijek pra¢enja fotokemijske ciklizacije spoja 7

Sinteza ciljanog amino supstituiranog benzo[b]tieno[2,3-c]kinolona 15 provedena je takoder

fotokemijskom ciklizacijom spoja 12 prema shemi 21.

S
s N{\_/}RZ—V.

12 R, = H; R, = NH, R

15 R, =H; R, =NH,

Shema 21. Fotokemijska ciklizacija spoja 12

Struktura spoja 15 potvrdena je *H NMR spektroskopijom, a na slici 14 prikazan je *H NMR
spektar. Singlet na 11,92 ppm odgovara protonu kinolonskog dusika, a signali u podrucju od
8,85 do 6,92 ppm odgovaraju aromatskim protonima. Singlet na 5,25 ppm odgovara

protonima amino skupine.
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Slika 14. *H NMR spektar spoja 15

Struktura spoja 15 potvrdena je i 3C NMR spektroskopijom. U spektru prikazanom na slici
15 moze se uociti odgovarajuéi broj signala koji odgovaraju kvaternim ugljikovim atomima

kao 1 odgovarajuéi broj signala koji odgovaraju ugljikovim atomima CH skupina.
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Slika 15. *3C NMR spektar spoja 15
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Pokusaj sinteze ciklickog derivata 16 proveden je fotokemijskom ciklizacijom amino
supstituiranog spoja 13 osvjetljavanjem s visokotlaénom zivinom lampom od 400 W 20 sati
prema shemi 22.

I o

4> \
13 Ry =NHy; R, = O
17 NHp Ko = R

1

16 R;{=NH,;R,=H
Shema 22. Fotokemijska ciklizacija spoja 13

Tijekom 20 sati su snimani UV/Vid spektri reakcijske smjese prikazani na slici 16. Buduéi da
apsorpcijski spektar nije pokazao nikakvu promjenu mozemo utvrditi da kroz 20 sati

osvjetljavanja spoja 13 nije nastao zeljeni produkt 16.

Abs
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Slika 16. Tijek pracenja fotokemijske ciklizacije spoja 13
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3.3. Spektroskopska karakterizacija UV/Vid spektroskopijom
3.3.1. Kvantitativni UV/Vid spektri

UV/Vid apsorpcijski spektri priredenih spojeva snimani su pri istoj koncentraciji od
2x107° mol/dm® u metanolu (polarno proti¢no otapalo). Na slici 17 prikazani su usporedni

kvantitativni apsorpcijski spektri i strukture spojeva 9 i 15.

a) b)

2,54

Abs

0,5

9 R]ZH,RZZNOZ
15 Rl :H, R2:NH2

0,0

T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
A/ nm

Slika 17. a) Apsorpcijski spektri spojeva 9 i 15 u metanolu i b) strukture spojeva

Iz prikazanog apsorpcijskog spektra mozZe se zakljuciti da veci intenzitet apsorpcije pokazuje
nitro susptituirani benzo[b]tieno[2,3-c]kinolon 9 s maksimumom apsorbancije na 360 nm.
Maksimum apsorbancije amino supstituiranog kinolona 15 mozZe se uociti na 370 nm uz

batokromni pomak valne duljine maksimuma apsorbancije.

3.3.2. UV/Vid spektroskopske titracije s otopinama metalnih kationa

Preliminarne spektroskopske titracije su provedene kako bi se ispitala mogucnost
primjene priredenih spojeva kao senzora za detekciju metalnih kationa u otopinama. Titracije
s vodenim otopinama ZnCl,, FeCls i CoCl2 su provedene kod koncentracije spojeva od 2x107°
mol/dm? uz dodatak odredenih koncentracija metalnih soli (2x10 mol/dm?3, 5x10 mol/dm?,
1x10° mol/dm?®, 5x10°° mol/dm?, 1x10 mol/dm?®). Slika 18 prikazuje apsorpcijske krivulje

titracije nitro supstituiranog kinolona 9 s metalnim solima.
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Slika 18. Apsorpcijska krivulja ispitivanja interakcije spoja 9 s metalnim solima
a) ZnCly; b) FeCls; c) CoCl>

Iz dobivenih krivulja vidi se da spoj 9 pokazuje najveéi afinitet vezanja Fe** pri ¢emu dolazi

do porasta intenziteta apsorbancije spoja s porastom koncentracije kationa. Spoj 9 pokazuje

nesto manji afinitet vezanja prema Co?" kationima pri ¢emu dolazi do opadanja intenziteta

apsorbancije spoja s porastom koncentracije kationa. Spoj 9 pokazuje gotovo zanemariv

afinitet vezanja Zn?* kationa.

Na slici 19 prikazane su apsorpcijske krivulje titracije amino supstituiranog kinolonskog

derivata 15 s metalnim solima u otopinama.
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Slika 19. Apsorpcijska krivulja ispitivanja interakcije spoja 15 s metalnim solima
a) ZnCly; b) FeCls; ¢) CoCl»

Iz dobivenih krivulja vidi se da spoj 15 pokazuje najveéi afinitet prema Fe®" kationima pri
¢emu dolazi do porasta intenziteta apsorbancije spoja s porastom koncentracije kationa. Spoj
15 pokazuje gotovo podjednako slab afinitet vezanja Co?* i Zn?* kationa pri ¢emu dolazi do

opadanja intenziteta apsorbancije spoja s porastom koncentracije kationa.

3.4. Fluorimetrijska spektroskopija
3.4.1. Emisijski spektri

Fluorimetrijska ispitivanja su izrazito osjetljiva metoda pa ih je moguée provesti
kod vrlo niskih koncentracija. Fluorimetrijski emisijski spektri spojeva 9 i 15 snimani su pri

koncentracijama 1x10® mol/dm® u metanolu. Na slikama 20 i 21 prikazani su kvantitativni

emisijski spektri kao i strukture spojeva 9 i 15.
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Slika 20. a) Emisijski spektar spoja 9 u metanolu i b) struktura spoja
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Slika 21. a) Emisijski spektar spoja 15 u metanolu i b) struktura spoja

Iz prikazanih emisijskih spektara moze se zakljuciti da veéi intenzitet fluorescencije pokazuje
amino supstituirani cikli¢i derivat 15 s maksimumom emisije na 505 nm. Nitro supstituirani

derivat 9 pokazuje slabiji intenzitet fluorescencije.

3.4.2. Fluorimetrijske spektroskopske titracije s otopinama metalnih soli

Spektroskopske titracije spoja 15 s vodenim otopinama ZnCl,, FeClz i CoCl; su
provedene kod vrlo niskih koncentracija 1x10® mol/dm® uz dodatak odredenih koncentracija
metalnih soli (1x107 mol/dm?3, 5x107 mol/dm?3, 1x10® mol/dm3, 5x10° mol/dm?, 1x107
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mol/dm?q). Slika 22 prikazuje emisijske krivulje titracije amino supstituiranog kinolona 15 s

metalnim solima.

a) b)
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Slika 22. Emisijska krivulja ispitivanja interakcije spoja 15 s metalnim solima
a) ZnCly; b) FeCls; c) CoCl>

Iz dobivenih rezultata moZemo zaklju€iti da spoj 15 pokazuje najveéu promjenu intenziteta
fluorescencije pri vezanju Fe** pri ¢emu porastom koncentracije kationa dolazi do smanjenja
intenziteta fluorescencije tj. hipokromnog pomaka. Afinitet vezanja spoja 15 prema Co?* i
Zn?* kationima priblizno je jednak pri éemu takoder porastom koncentracije kationa dolazi do

blagog smanjenja intenziteta fluorescencije.

3.5. Utjecaj pH na spektroskopska svojstva spojeva

Koristenjem UV/Vid spektroskopije ispitana je promjena spektroskopskih svojstava
spojeva 9 i 15 ovisno o pH vrijednosti otopine kako bi se ispitala njihova moguénost primjene
kao optickih pH senzora. Snimljeni su apsorpcijski spektri spojeva u vodi 1 otopinama

univerzalnih pufera razli¢itih pH vrijednosti prikazani na slici 23.
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Slika 23. Apsorpcijski spektar i struktura spoja a) 9 i b) 15 u otopinama univerzalnih pufera

razlicitih pH vrijednosti

Iz dobivenih rezultata moZe se uociti promjena spektroskopskih svojstava spojeva 9 i 15 kod
razli¢itih vrijednosti pH. U izrazito kiselom podru¢ju intenzitet apsorbancije nitro
supstituiranog spoja 9 je slab te se povecava povecanjem luznatosti pufera. Pri pH 12,56 moze
se uoliti batokromni pomak maksimuma valne duljine te izrazeni hiperkromni pomak
intenziteta apsorbancije. Pretpostavka je da u izrazito luznatom mediju dolazi do odcjepljenja

protona s dusikovog atoma na kinolonskoj jezgri.
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Amino supstituirani derivat 15 pokazuje promjenu spektroskopskih svojstava i pri izrazito
kiselim i izrazito luznatim vrijednostima pH. U jako kiselom mediju dolazi do hipsokromnog
pomaka valne duljine maksimuma apsorbancije uz nastajanje dva nova maksimuma
apsorbancije na 341 i 357 nm te porasta intenziteta apsorbancije u odnosu na spektar poc¢etnog
spoja u vodi. Pretpostavka je da u jako kiselom mediju dolazi do protoniranja amino skupine.
Nadalje, u jako luznatom mediju moze se opaziti identican rezultat kao i za nitro supstituirani
derivat jer dolazi do batokromnog pomaka maksimuma apsorbancije i izrazenog porasta
maksimuma aporbancije u odnosu na pocetni spektar ispitivanog spoja 15. Takoder se moze
pretpostaviti da u bazi¢nom mediju dolazi do odcjepljenja protona na kinolonskom atomu

dusika.

Preliminarnim ispitivanjima spektroskopskih svojstava priredenih spojeva u prisutnosti
razlic¢itih metalnih kationa ili pufera razli¢itih pH vrijednosti moze se zakljuciti da derivati
benzol[b]tieno[2,3-c]kinolona ne pokazuju izrazeni afinitet prema odabranim kationima u
otopinama dok se u otopinama razli¢itih pH vrijednosti i ovisno o vrsti supstituenta znacajno
mijenjaju spektroskopska svojstva. Ovakav tip spojeva moze imati potencijalnu promjenu kao

opticki pH senzori.
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3.6. Antioksidativna aktivnost

Antioksidativna aktivnost odredena je koriStenjem DPPH i FRAP metoda na Veterinarskom

fakultetu u Zavodu za stocarstvo pod vodtsvom dr. sc. Kristine Starcevic.

Metoda DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-pircylhydrazyl) je metoda “hvatanja“ slobodnih DPPH
radikala. Metoda se zasniva na sposobnosti stabilnog slobodnog radikala 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil radikala (DPPH-) da reagira s vodik donorom. DPPH je duSikov radikal koji na

jednom atomu dusikovog mosta sadrzi nespareni elektron (Slika 24).

N—N MO 5

Slika 24. Struktura 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH")

FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) metoda je odredivanje antioksidativne aktivnosti,
a izvodi se spektrofotometrijskim mjerenjem apsorbancije Fe(ll)-kompleksa[Fe(Il)-TPTZ —

2, 3, 6 —tripiridil-s-triazin].

U tablici 3 prikazani su rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti spojeva 6, 9, 121 15. S
obzirom na rezultate DPPH metode, najizrazeniju antioksidativnu aktivnost pokazuje amino
supstituirani ciklicki derivat 15 te amino supstituirani acikli¢ki derivat benzo[b]tiofena 12.
Prema rezultatima dobivenim FRAP metodom, najbolju antioksidativnu aktivnost takoder

pokazuje amino supstituirani ciklicki derivat 15 te nitro supstituirani aciklicki derivat 6.

Tablica 3. Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti

Spoj DPPHs/p(:fJ?apgfoﬁoz';Cﬁ;"aCiji FRAP / mmolFe?*/mmolspoja
6 9,620, 1 818,4427,8
9 6,7+1,0 14,120,1
12 11,302 15,7404
15 25242.7 1489,0+30,5
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4. EKSPERIMENTALNI DIO
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4.1. Opée napomene

Kemijske reakcije provedene su uobic¢ajenim sintetskim metodama.
Talista priredenih spojeva odredena su na SMP10 Bibby aparatu i nisu korigirana.

'H i 3C NMR spektri snimljeni su na spektrometrima Bruker AV600 i Bruker
AV300. *H NMR spektri snimani su pri 300 i 600 MHz, dok su **C NMR spektri snimani pri
751 150 MHz. Svi NMR spektri snimani su u DMSO-ds kao otapalu koristeci tetrametilsilan
kao interni standard. Kemijski pomaci (J) izrazeni su u ppm vrijednostima, a konstante sprege
(J) u Hz.

Apsorpcijski spektri snimljeni su na spektrofotometru Varian Cary 50, a emisijski
spektri snimljeni su na Cary Eclipse spektrofotometru. U oba su slucaja koriStene kvarcne

kivete promjera 1 cm te volumena 3 cm?,

Svi spojevi su rutinski provjeravani tankoslojnom kromatografijom (TLC) koristeci

ploce presvucene silikagelom Merck 60F-254 te detektirani pod UV svjetlom (254 nm).

Fotokemijske reakcije provedene su u reaktoru s unutarnjim osvjetljavanjem
(imerzijski reaktor) kod kojeg je izvor svjetla uronjen u reakcijsku otopinu. Imerzijski reaktor
sastoji se od dva dijela: imerzijskog, koji se uranja u reakcijsku smjesu i reakcijske posude.
Imerzijski dio, u kojemu je smjeStena srednjetlacna ili visokotlatna zivina lampa, sluzi
istodobno kao filter i kao hladilo. Izraden je od kvarca ili pyrexa, a izmedu njegovih
dvostrukih stjenki cirkulira rashladna voda. U reakcijsku posudu uvodi se zrak preko
propuhivaca. Kao izvor svjetlosti koriStena je visokotlacna Zivina lampa od 400 W (ku¢na

proizvodnja).

Slika 25. Reaktor s unutarnjim osvjetljavanjem: imerzijski dio (lijevo), reakcijska posuda
(desno)
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4.2. Priprava amino i nitro supstituiranih benzo[b]tieno[2,3-c]kinolona

\©\ +  COOHCH,CH,COOH

la R =
1b R, = NOZ
piridin
piperidin
R1\©\/\
COOH
3a R, =
3b R, = N02 socl,
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piridin
R
cocCl +
NH,
4a R = Sa R,=H
4b R, = N02 5b R, =NO,
toluen,
TEA

fotokemija

|
R i :s HN R, >

6 R, =H;R,=NO,
7 R, =NOy R, =H
8 R, =NO,; R, =NO,

SnCl x 2H,0
MeOH / HCI konc.
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|
S y
R, S HN R, ——>

\_/

12 R, =H; R, =NH,
13 R, =NH, R, =H
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Shema 23.
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S (@]

15 R, =H; R, =NH,
16 R, =NH,: R, =H
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4.2.1. Priprava cimetne kiseline 3a

Otopina benzaldehida 1a (5 ml, 49 mmol), malonske kiseline 2 (6,10 g, 59 mmol), piridina
(31 ml) 1 piperidina (1 ml) se zagrijava na temperaturi vrenja 19 sati. Nakon hladenja na
sobnu temperaturu reakcijska smjesa se izlije na led (~400 Q) i uz snazno mijeSanje zakiseli
koncentriranom HCI. Nastali produkt se profiltrira i dobro ispere vodom. Nakon
prekristalizacije iz 50%-tnog etanola dobiveno je 5,34 g (73,6%) bijelog kristalinicnog
produkta. T.t. 132-134 °C. (T.t.ir. 133-135 °C)Y’

4.2.2. Priprava 4-nitrocimetne kiseline 3b

Otopina 4-nitrobenzaldehida 1b (3,25 g, 22 mmol), malonske kiseline 2 (2,69 g, 26 mmol),
piridina (24 ml) i piperidina (0,5 ml) se zagrijava na temperaturi vrenja 19 sati. Nakon
hladenja na sobnu temperaturu reakcijska smjesa se izlije na led (~200 g) i uz mijesanje se
zakiseli koncentriranom HCI. Nastali produkt se profiltrira i dobro ispere vodom. Nakon
prekristalizacije iz 50%-tnog etanola je dobiveno 2,62 g (63,1%) bijelog kristalinicnog
produkta. T.t. 274-275 °C.

4.2.3. Priprava 3-klor-benzo[b]tiofen-2-karbonil-klorida 4a

Otopini cimetne kiseline 3a (10,70 g, 72 mmol) i piridina (1,5 ml) u klorbenzenu (107 ml)
postupno se dokapava SOCI2 (54 ml, 740 mmol) uz mijeSanje i hladenje na ledenoj kupelji.
Reakcijska smjesa zatim se zagrijava 19 sati na temperaturi vrenja. Suvisak tionil klorida i
klorbenzena ukloni se destilacijom pod snizenim tlakom, a ostatak se ekstrahira vru¢im
cikloheksanom. Nakon prekristalizacije iz cikloheksana dobiveno je 8,69 g (52,0%) Zutog
praskastog produkta. T.t. 110-114°C. (T.t.ir 114-115°C)*

4.2.4. Priprava 6-nitro-3-klor-benzo[b]tiofen-2-karbonil-klorida 4b

Otopini 4-nitrocimetne kiseline 3b (5,00 g, 26 mmol) i piridina (0,53 ml) u klorbenzenu (38
ml) postupno se dokapava SOCI, (18,8 ml, 260 mmol) uz mijesSanje i hladenje na ledenoj
kupelji. Reakcijska smjesa zatim se zagrijava 19 sati na temperaturi vrenja. Suvisak tionil
klorida 1 klorbenzena ukloni se destilacijom pod snizenim tlakom, a ostatak se ekstrahira
vrué¢im cikloheksanom. Nakon prekristalizacije iz cikloheksana dobiveno je 1,410 g (19,7%)

zutog praskastog produkta.®
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4.25. Opéi postupak priprave nitro supstituiranin  3-klor-benzo[b]tiofen-2-
karboksamida 6-8

Otopini odgovarajuceg 3-klor-benzo[b]tiofen-2-karbonil-klorida u apsolutnom
toluenu dokapa se otopina odgovarajuceg anilina, doda trietilamin te se reakcijska smjesa
zagrijava na temperaturi vrenja 24 sata. Hladenjem dobiveni produkt se profiltrira, ispere

razrijedenom otopinom HCI i vodom te prekristalizira iz odgovarajuceg otapala.

3-klor-N-(4-nitrofenil)-benzo[b]tiofen-2-karboksamid 6

0,50 g (2,17 mmol) 4ai 0,30 g (2,17 mmol) 5b u apsolutnom toluenu (20 ml) uz dodatak TEA
(0,42 ml, 3,03 mmol) zagrijava se na temperaturi vrenja. Nakon prekristalizacije iz smjese
metanola i acetona dobiveno je 0,487 g (67,0%) svjetlozutog praskastog produkta. T.t. 227-
230 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO) (8/ppm): 11.15 (s, 1H, CONH), 8.31 (d, J = 9.2 Hz, 2H, Harom),
8,20-8,19 (m, 1H, Harom), 7.99 (d, J = 9.2 Hz, 2H, Harom), 7.98-7,97 (m, 1H, Harom), 7.67—
7.64 (m, 2H, Harom).

3-klor-6-nitro-N-fenilbenzo[b]tiofen-2-karboksamid 7

0,50 g (1,81 mmol) 4b i 0,17 g 5a u apsolutnom toluena (16,7 ml) uz dodatak TEA (0,35 ml,
2,54 mmol) zagrijava se na temperaturi vrenja. Nakon prekristalizacije iz smjese metanola i
acetona dobiveno je 0,411 g (60,1 %) svjetlozutog praskastog produkta.

'H NMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 10.75 (s, 1H, CONH), 9.28 (d, J = 1.7 Hz, 1H, Harom),
8.40 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H, Harom), 8.14 (d, J = 8.9 Hz, 1H, Harom), 7.73 (d, J = 7.9 Hz, 2H,
Harom), 7.41 (t, J = 7.8 Hz, 2H, Harom), 7.19 (t, J = 7.4 Hz, 1H, Harom).

3-klor-6-nitro-N-(4-nitrofenil)benzo[b]tiofen-2-karboksamid 8

0,73 g (2,65 mmol) 4b i 0,37 g 5b u apsolutnom toluenu (88 ml) uz dodatak TEA (0,52 ml,
3,71 mmol) zagrijava se na temperaturi vrenja. Nakon prekristalizacije iz smjese metanola i
acetona dobiveno je 0,460 g (46,0 %) zutog praskastog produkta.

!H NMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 11.34 (s, 1H, CONH), 9.31 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Harom),
8.41 (dd, J = 8.9, 2.1 Hz, 1H, Harom), 8.31 (d, J = 9.2 Hz, 2H, Harom), 8.17 (d, J = 9.0 Hz, 1H,
Harom), 7.99 (d, J = 9.2 Hz, 2H, Harom).
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4.2.6. Op¢i postupak priprave cikli¢kih derivata 9-11, 16, 17

Otopina supstituiranog 3-klor-benzo[b]tiofen-2-karboksamida u odgovaraju¢em
otapalu osvjetljava se visokotlacnom zivinom lampom snage 400 W na sobnoj temperaturi.
Tijekom osvjetljavanja reakcijske smjese, eventualne promjene su praéene UV/Vid
spektroskopijom. Reakcijska se smjesa upari pod snizenim tlakom na mali volumen, a nastali

se produkt profiltrira.

2-nitrobenzo[4,5]tieno[2,3-c]kinolin-6(5H)-on 9

Nakon 2 sata osvjetljavanja 0,10 g (0,30 mmol) 6 u smjesi metanola (25 ml) i toluena (15 ml)
dobiveno je 0,046 g (51,7%) svjetlosmedeg praskastog produkta.

IH NMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 12.72 (s, 1H, NH), 9.27 (s, 1H, Harom), 8.63 (d, J = 8.1
Hz, 1H, Harom), 8.37 (dd, J = 9.1, 2.3 Hz, 1H, Harom), 8.27 (d, J = 7.5 Hz, 1H, Harom), 7.77-7,67
(m, 2H, Harom), 7.64 (d, J = 9.1 Hz, 1H, Harom).

Pokusaj priprave 9-nitrobenzo[4,5]tieno[2,3-c]kinolin-6(5H)-on 10
Nakon 16 sati osvjetljavanja 0,11 g (0,28 mmol) 7 u smjesi metanola (25 ml) i toluena (15 ml)

doslo je do osmoljavanja reakcijske smjese 1 zeljeni produkt nije izoliran.

Pokusaj priprave 2,9-dinitrobenzo[4,5]tieno[2,3-c]kinolin-6(5H)-on 11
Nakon 20 sati osvjetljavanja 0,20 g (0,53 mmol) 8 u smjesi metanola (250 ml) i toluena (150

ml) doslo je do osmoljavanja reakcijske smjese 1 Zeljeni produkt nije izoliran.

Pokusaj priprave 9-aminobenzo[4,5]tieno[2,3-c]kinolin-6(5H)-on 16
Nakon 20 sati osvjetljavanja 0,10 g (0,33 mmol) 13 u etanolu (80 ml) doslo je do
osmoljavanja reakcijske smjese i zeljeni produkt nije izoliran. Pocetni UV/Vid spektar se

nakon 20 sati osvjetljavanja nije promjenio.

Pokusaj priprave 2,9-diaminobenzo[4,5]tieno[2,3-c]kinolin-6(5H)-on 17
Nakon 20 sati osvjetljavanja 0,10 g (0,32 mmol) spoja 14 u etanolu (120 ml) doslo je do
osmoljavanja reakcijske smjese i zeljeni produkt nije izoliran. Pocetni UV/Vid spektar se

nakon 20 sati osvjetljavanja nije promjenio.
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4.2.7. Opéi postupak priprave amino supstituiranih 3-klor-benzo[b]tiofen-2-
karboksamida 12-14

Nitro supstituirani karboksamid suspendira se u prethodno pripremljenoj otopini
SnCl>x2H20 u smjesi metanola i HCI. Reakcijska smjesa se zagrijava na temperaturi vrenja.
Nakon hladenja metanol i1 HCI se upare pod snizenim tlakom, doda se 300 ml vode i zaluzi s
20%-tnom vodenom otopinom NaOH do pH 14. Nastali talog se profiltrira i ispere s malom

koli¢inom vode.

N-(4-aminofenil)-3-klorbenzo[b]tiofen-2-karboksamid 12

0,20 g (0,61 mmol) 6 i 1,38 g (6,20 mmol) SnCl, x 2H,O uz dodatak metanola (3,5 ml) i
koncentrirane HCI (3,5 ml) zagrijava se na temperaturi vrenja 2,5 sata. Dobiveno je 0,180 g
(97,3%) zutog praskastog produkta. T.t. 178-180 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO) (&/ppm): 10.08 (s, 1H, CONH), 8.20 — 8.08 (m, 1H, Harom), 7.99
—7.86 (m, 1H, Harom), 7.72 — 7.51 (m, 2H, Harom), 7.37 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Harom), 6.57 (d, J =
8.7 Hz, 2H, Harom), 5.00 (s, 2H, NH2); C NMR (75 MHz, DMSO) (&8/ppm): 159.7, 138.0,
137.2,136.1, 132.3, 128.8, 128.1, 126.6, 124.0, 123.9 (2C), 123.0, 121.7 (2C), 120.3.

6-amino-3-klor-N-fenilbenzo[b]tiofen-2-karboksamid 13

0,20 g (0,53 mmol) 7 i 1,20 g (5,30 mmol) SnCl x 2H20 uz dodatak metanola (3,5 ml) i
koncentrirane HCI (3,5 ml) zagrijava se na temperaturi vrenja 4 sata. Nastali produkt se
procisti kolonskom kromatografijom na silikagelu uz CH2Cl2 kao eluens. Dobiveno je 0,096 g
(60,0 %) zutog praskastog produkta.

'H NMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 10.12 (s, 1H, CONH ), 7.69 (d, J = 7.8 Hz, 2H, Harom),
7.57 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Harom), 7.35 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Harom), 7.12 (t, J = 7.4 Hz, 1H, Harom),
7.03 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Harom), 6.88 (dd, J = 8.7, 1.9 Hz, 1H, Harom), 5.83 (s, 2H, NH>).

6-amino-N-(4-aminofenil)-3-klorbenzo[b]tiofen-2-karboksamid 14

0,20 g (0,53 mmol) 8 i 1,79 g (7,95 mmol) SnCIl x 2H,O uz dodatak metanola (4 ml) i
koncentrirane HCI (4 ml) zagrijava se na temperaturi vrenja 4 sata. Dobiveno je 0,135 g
(80,4%) Zutog praskastog produkta.

'H NMR (300 MHz, DMSO) (5/ppm): 9.68 (s, 1H, CONH), 7.54 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Harom),
7.32 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Harom), 7.01 (s, 1H, Harom), 6.86 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Harom ), 6.55 (d, J
= 8.6 Hz, 2H, Harom), 5.77 (s, 2H, NH>), 4.98 (s, 2H, NH>);
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13C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 158.5, 149.3, 145.5, 139.0, 127.4, 126.1, 125.6, 123.1,
121.9, 119.1, 115.3, 113.7 (2C), 104.1 (2C).

4.2.8. Priprava 2-aminobenzo[4,5]tieno[2,3-c]kinolin-6(5H)-on 15

0,10 g (0,34 mmol) 9 i 0,76 g (3,40 mmol) SnCl> x 2H>0O uz dodatak metanola (3 ml) i
koncentrirane HCI (3 ml) zagrijava se na temperaturi vrenja 2 sata. Nakon hladenja metanol i
HCI se upare pod snizenim tlakom, doda se 10 ml vode i zaluzi s 20%-tnom vodenom
otopinom NaOH do pH 14. Nastali talog se profiltrira i ispere s malom koli¢inom vode.
Nastali produkt se procisti kolonskom kromatografijom na silikagelu uz CH2CI2 kao eluens.
Dobiveno je 0,030 g (33,0%) zutog praskastog produkta. T.t.>300°C.

'H NMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 11.92 (s, 1H, NH), 8.85 (d, J = 9.0 Hz, 1H, Harom), 8.30
—8.22 (m, 1H, Harom ), 7.98 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Harom), 7.74 — 7.62 (m, 2H, Harom), 7.30 (d, J =
8.7 Hz, 1H, Harom), 6.92 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, 1H, Harom), 5.25 (s, 2H, NHy); 3C NMR (75
MHz, DMSO) (&/ppm): 158.3, 141.9, 141.7, 138.3, 135.5, 135.1, 134.3, 128.3, 126.7, 126.5,
124.7,121.6, 118.5, 117.4, 115.6
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5. ZAKLJUCAK
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e U ovom radu priredeni su sljede¢i spojevi: 3-klor-N-(4-nitrofenil)-benzo[b]tiofen-2-
karboksamid 6, 3-klor-6-nitro-N-fenilbenzo[b]tiofen-2-karboksamid 7, 3-klor-6-nitro-N-
(4-nitrofenil)benzo[b]tiofen-2-karboksamid 8, 2-nitrobenzo[4,5]tieno[2,3-c]kinolin-
6(5H)-on 9, N-(4-aminofenil)-3-klorbenzo[b]tiofen-2-karboksamid 12, 6-amino-3-klor-
N-fenilbenzo[b]tiofen-2-karboksamid 13, 6-amino-N-(4-aminofenil)-3-
klorbenzo[b]tiofen-2-karboksamid 14, 2-aminobenzo[4,5]tieno[2,3-c]kinolin-6(5H)-on
15

e Reakcijom benzaldehida 1a-b, malonske kiseline i piperidina u piridinu sintetizirane su
odgovarajuce cimetne kiseline 3a-b koje su dalje prevedene u acilne kloride 4a-b.

e Spojevi 6-8 priredeni su reakcijom kondenzacije acilnih klorida 4a-b s odgovaraju¢im
anilinima 5a-b u apsolutnom toluenu uz dodatak trietilamina.

e Amino supstituirani derivati 12-14 priredeni su redukcijom nitro supstituiranih spojeva
6-8.

e Ciklicki derivati kinolona 9 i 15 priredeni su fotokemijskom ciklizacijom spojeva 6 i 12.

e Pokusaj priprave ciklickih derivata: 9-nitrobenzo[4,5]tieno[2,3-c]kinolin-6(5H)-on 10 i
2,9-dinitrobenzo[4,5]tieno[2,3-c]kinolin-6(5H)-on 11 te 9-aminobenzo[4,5]tieno[2,3-
c]kinolin-6(5H)-on 16 i 2,9-diaminobenzo[4,5]tieno[2,3-c]kinolin-6(5H)-on 17
fotokemijskom ciklizacijom nije bio uspjesan.

e Strukture svih priredenih spojeva su potvrdene koristenjem 'H i ¥C NMR
spektroskopije.

e Spektroskopska UV/Vid i fluorimetrijska karakterizacija provedena je za priredene
spojeve 9 i 15 u metanolu.

e Provedene su UV/Vid i fluorimetrijske titracije odabranih spojeva s otopinama metalnih
kationa te UV/Vid titracije spojeva u puferima razli¢itih pH vrijednosti.

e |z rezultata UV/Vid i fluorimetrijske spektroskopije moze se zakljuciti da derivati
benzo[b]tieno[2,3-c]kinolina 9 i 15 ne pokazuju izraZeni afinitet prema Zn?*, Fe** i Co®*
kationima.

e Iz rezultata pH titracija moze se zakljuciti da derivati benzo[b]tieno[2,3-c]kinolina 9 i
15 u otopinama razli¢itih pH vrijednosti ovisno o vrsti supstituenta mijenjaju
spektroskopska svojstva i mogu se potencijalno Kkoristiti kao opticki pH senzori.

e Antioksidativna aktivnost spojeva 6, 9, 12 i 15 ispitana je koristenjem DPPH i FRAp
metode.

e Najizrazeniju antioksidativnu aktivnost pokazuje amino supstituirani ciklicki derivat 15.
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7. PRILOZI
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Prilog 1. 'H NMR spektar 3-klor-N-(4-nitrofenil)-benzo[b]tiofen-2-karboksamida 6
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Prilog 2. *H NMR spektar 3-klor-6-nitro-N-fenilbenzo[b]tiofen-2-karboksamida 7
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Prilog 3. 'H NMR spektar 3-klor-6-nitro-N-(4-nitrofenil)benzo[b]tiofen-2-karboksamida 8
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Prilog 4. *H NMR spektar 2-nitrobenzo[4,5]tieno[2,3-c]kinolin-6(5H)-ona 9
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Prilog 5. 'H NMR spektar N-(4-aminofenil)-3-klorbenzo[b]tiofen-2-karboksamida 12
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Prilog 6. *C NMR spektar N-(4-aminofenil)-3-klorbenzo[b]tiofen-2-karboksamida 12
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Prilog 7. *H NMR spektar 6-amino-3-klor-N-fenilbenzo[b]tiofen-2-karboksamida 13
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Prilog 8. 'H NMR spektar 6-amino-N-(4-aminofenil)-3-klorbenzo[b]tiofen-2-karboksamida
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Prilog 9. 3C NMR spektar 6-amino-N-(4-aminofenil)-3-klorbenzo[b]tiofen-2-karboksamida
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Prilog 10. *H NMR spektar 2-aminobenzo[4,5]tieno[2,3-c]kinolin-6(5H)-ona 15
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Prilog 11. $3C NMR spektar 2-aminobenzo[4,5]tieno[2,3-c]kinolin-6(5H)-ona 15
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