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Sazetak

Upala je obrambeni mehanizam, a istovremeno i jedan od glavnih
uzroka mnogih bolesti. Na trzistu se trenutno nalazi niz lijekova s
protuupalnim djelovanjem, no s obzirom na gastrointestinalne i
kardiovaskularne nuspojave povezane s njihovom primjenom, joS uvijek
smo u potrazi za novim, djelotvornijim lijekovima. U sklopu ovog
diplomskog rada pripravljeni su: etil-8-metoksi-4,5-
dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepin-2-karboksilat (5) koji je kljucni
meduprodukt u sintezi te razliCiti derivati 4,5-dihidrobenzo[b]tieno[2,3-
d]oksepina poput amida 6, alkohola 7 i tri razli¢cita aminoalkoksi derivata

8a-c.

Strukture novopripravljenih spojeva razjasnjene su koriStenjem
spektroskopije 'H i 3C NMR. Spojevima je namjena ispitati protuupalnu
ucinkovitost, posebice njihovu sposobnost inhibicije NF-kB i JAK/STAT

signalnih puteva.

Kljucne rijeci:

4,5-dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepin, JAK/STAT, NF-kB, tiofen, upala



Summary

Inflammation is a defense mechanism and at the same time common,
causative factor in many diseases. There are currently a number of anti-
inflammatory drugs on the market, but they are associated with
gastrointestinal and cardiovascular side effects. Therefore, we are still
pursuing new molecules, which could serve as effective drugs. As part of
this thesis, a key intermediate, ethyl-8-methoxy-4,5-
dihydrobenzo[b]thieno[2,3-d]oxepine-carboxylate (5) as well as various
4,5-dihydrobenzo[b]thieno[2,3-d]oxepine derivatives such as amide 6,

alcohol 7 and three different aminoalkoxy derivatives 8a-c were prepared.

The structures of the newly prepared compounds were elucidated on
the basis of their 'H and !3C NMR spectra. Anti-inflammatory activity
evaluation of the synthesized compounds, especially their ability to inhibit

NF-kB and JAK/STAT signaling pathways is planned in the near future.

Key words:

4,5-dihydrobenzo[b]thieno[2,3-d]oxepine, inflammation, JAK/STAT, NF-
kB, thiophene
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1.Uvod

Upala je cesto klju¢ni element u patoloskom razvoju bolesti. Postalo je
sve jasnije da niz upalnih poremecaja ukljucuje razne bolesti koje se obi¢no
pogorSavaju nekontroliranom ekspresijom Sirokog spektra razlicitih
proupalnih ¢imbenika, kao Sto su citokini i kemokini, cimbenik faktora rasta
i razni regulatori imunoloskog odgovora. Njihova proizvodnja i aktivnost su
regulirani razli¢itim signalnim putevima poput puteva ciklooksigenaze-2
(COX-2), nuklearnog faktor kB (NF-kB), mitogenom aktivirane protein
kinaze (MAPK) i Janus kinaze/signalizatora i aktivatora transkripcije
(JAK/STAT). Zbog znacajnih nuspojava koje uzrokuju mnogi inhibitori
proupalnih citokina i inhibitori COX-2, nove male molekule - regulatori NF-
kB i JAK/STAT signalnih puteva vec¢ su dobili veliku pozornost kao
obecavajucdi kandidati za lijekove protiv razli¢itih upalnih stanja, ukljucujudi
reumatoidni artritis, psorijazu, multiplu sklerozu, kroni¢nu opstruktivnu
pluénu bolest i dijabetes. Do danas su se mnogi od ovih spojeva vec lansirali
na trziste dok se drugi joS uvijek sintetiziraju i ispituju u nadi da ¢e se razviti
novi, ucinkovitiji i u isto vrijeme sigurniji lijekovi.!

Razni spojevi koji sadrze heterociklicku jezgru spadaju u medicinski
vazne spojeve te pokazuju znacajna bioloska djelovanja. TocCnije, spojevi
koji ~sadrze jezgre tiofena i/ili oksepina, poput benzoksepina?,
benzotienooksepina?, dibenzoksepina* te dibenzo[b,f]tieno[2,3-d]oksepina®
pokazali su se kao znacajni protuupalni agensi koji djeluju na razne
komponente upalnih procesa poput citokina i signalnih puteva. Prema tome,
u ovom radu odlucili smo se za sintezu spojeva koji sadrze triciklicku
strukturu tj. benzotienooksepinsku jezgru radi ispitivanja njihovog

protuupalnog djelovanja na NF-«kB i JAK/STAT signalni put.



2.Literaturni pregled

2.1. Upala

Jedna od glavnih sastavnica imunoloskog odgovora je upala. Dio je
nespecificnog imunoloskog odgovora tijela. Ono Sto pokrece upalu su

stanice imunoloskog sustava i njihovi produkti.

Upala je veoma slozen bioloski i biokemijski odgovor ljudskog
organizma na razliCite Stetne stimulanse poput patogena, unistenih stanica
i rana, infekcija, virusa i bakterija te nadrazujuéih sredstava. Prema tome,

upala je obrambeni mehanizam koji je klju¢an za zdravlje.®

Upala se moze opcenito podijeliti na akutnu ili kroni¢nu. Akutna upala
je pocetni odgovor ljudskog tijela na Stetne stimulanse te se sastoji od
povecanog protoka krvi kroz ozlijedeno tkivo, povecanja permeabilnosti
krvnih zila te kretanja leukocita iz krvotoka na mjesto ozlijede ili infekcije.
Taj proces pracen je kaskadom razliCitih biokemijskih dogadaja koji
reguliraju upalni odgovor usmjeren prema lijeCenju zahvacenog tkiva te
obnovi homeostaze. Na razini tkiva, upala je karakterizirana crvenilom i
oticanjem uz toplinu i bol te gubitkom funkcije tkiva (lat. rubor, tumor,
calor, dolor, functio laesa). Medutim, nekontrolirana akutna upala koja traje
nekoliko tjedana moze postati kroni¢na.” Kroni¢na upala dovodi do
progresivnih abnormalnih promjena u stanicama koje su prisutne u i oko
sredista upale. Abnormalnosti povezane s kronicnom upalom obuhvacaju
veliku grupu poremecaja koji su uzrok razlicitih bolesti poput reumatoidnog
artritisa, ateroskleroze, fibroze, ishemijske bolesti srca, nekoliko
neurodegenerativnih bolesti ukljucujuéi Parkinsonovu i Alzheimerovu
bolest, bolesti diSnog sustava poput astme i kroni¢ne opstruktivne bolesti
pluca, te tumora. Kako bi se izbjegli Stetni ucinci, upala se u normalnim
uvjetima kontrolira pomocu razliCitih regulacijskih ¢imbenika koji mogu

postati potencijalne mete za lijekove u obliku malih molekula.?



2.1.1. Mehanizam upalnog odgovora

Upalni odgovor je koordinirana aktivacija signalnih upalnih puteva koji
reguliraju razine upalnih medijatora u stanicama ostecenog tkiva i u
upalnim stanicama mobiliziranim iz krvi. Procesi upalnog odgovora ovise o

prirodi pocetnog podrazaja i mjestu njegovog djelovanja u tijelu.’

Razli¢iti ¢imbenici, poput ozlijede tkiva, infekcija te ostalih Stetnih
podrazaja, mogu potaknuti upalu zbog osteéenja tkiva. Kao odgovor na
oStecenje tkiva, tijelo putem imunoloskih upalnih stanica (makrofaga,
monocita) pokrecée kaskadu kemijske signalizacije koja poti¢e odgovor
usmjeren na lijeCenje ostecenog tkiva. Kemijska signalizacija je ostvarena
pomocu medustanic¢nih signalnih polipeptida koji se nazivaju citokini.
Citokini mogu biti proupalni (IL-1, IL-2, IL-6, INF-y, TNF-a, kemokini) koji
poti¢u upalu, te protuupalni (IL-4, IL-10, IL-13, TGF-g i dr.) koji potiskuju
upalu. Kemokini aktiviraju kemotaksiju leukocita iz krvotoka do mjesta
oStecenja te tako aktivirani leukociti i endotelne stanice osteenog tkiva
proizvode citokine. Citokini se zatim vezZzu za odgovarajule receptore na
stanicnim membranama cdime pokrecu upalne puteve koji ukljucuju
unutarstani¢ne enzime i transkripcijske ¢imbenike koji poticu ili umanjuju

ekspresiju odgovarajucih gena.’

2.1.2. Aktivacija upalnih puteva

Upalni putevi utjeCu na patogenezu brojnih kroni¢nih bolesti. Upalni
odgovor, kao Sto je opisano, sastoji se od cCetiri glavhe komponente:
upalnog pokretaca (infekcija ili ozljeda tkiva), senzora koji ih otkrivaju
(makrofagi ili monociti), upalnih medijatora (citokini) te ciljnog tkiva koji su
pod utjecajem upalnih medijatora.® Svaka komponenta dolazi u razli¢itim
oblicima te prema tome njihove razliCite kombinacije mogu potaknuti
razli¢ite unutarstani¢ne upalne puteve u koje su uklju¢eni COX-2, MAPK,
NF-«B i/ili JAK/STAT.!



Razumijevanje kako su upalni putevi aktivirani i regulirani klju¢no je
za razvoj strategija za blokiranje ili smanjenje upalnih odgovora. U zadnjih
nekoliko godina najvise paznje privukli su NF-kB i JAK/STAT upalni putevi
jer predstavljaju najperspektivnije mete za razvoj novih protuupalnih

lijekova iz razreda malih molekula.
2.1.2.1. NF-kB upalni put

NF-kB predstavlja skupinu homodimernih i heterodimernih ¢imbenika
transkripcije koji reguliraju razlicite skupine gena ukljuenih u
prezivljavanje i proliferaciju stanica te u razliCite procese imunoloskih i
upalnih odgovora. NF-kB spada u brzo-reagiraju¢e transkripcijske

¢imbenike.®

NF-kB je skupina strukturno povezanih proteina koju ¢ine 5 ¢lanova:
NF-kB1 (p50; p105) i NF-kB2 (p52; p100) koji nemaju transkripcijsku
domenu i RelA (p65), RelB i c-Rel koji imaju transkripcijsku domenu te
medusobno tvore razne homodimerne i heterodimerne oblike. U normalnim
stani¢nim uvjetima, kada stanica nije potaknuta Stetnim podrazajima, NF-
kB dimeri, npr. p50/RelA, su zadrzani u citoplazmi pomocu interakcija s

obitelji inhibitora kB (IkB) koji ukljucuju IkBa, IkBB, IkBe i Bcl-3.10:11

Pokretaci aktivacije NF-kB upalnog puta su reaktivne kisikove vrste
(ROS), cimbenik nekroze tumora o (TNF-a), interleukin-1g (IL-1B),
bakterijski lipopolisaharidi (LPS) te mnogi drugi. U mnogim slucajevima,
vezanje pokretaCa (liganda) za receptor na stani¢noj povrsini (receptor
TNF-a (TNFR) ili ,Toll-like™ receptore (TLR)) poti¢e aktivaciju IkB kinaza
(IKK). IKK kompleks se sastoji od a i B kataliticke podjedinice (IKKa i IKKB)
te regulacijskog proteina NEMO ili IKKy. IKK fosforilira IkB Sto vodi k IkB
ubikvitinaciji i degradaciji s proteosomom. Zatim NF-«kB kompleks ulazi u
jezgru stanice gdje pokrece transkripciju i ekspresiju specificnih gena
vaznih za imunoloske i upalne odgovore (slika 1.). NF-kB takoder potice

ekspresiju vlastitog inhibitora, IkB, koji ga zatim opet inhibira i na taj nacin



automatska povratna informacija (sprega) rezultira osciliraju¢om razinom

djelovanja NF-«kB.?

Upalni podrazaj —
vezanje liganda

l

NEMO
IKKo ‘[KK{_’:

 —
Ubikvitinacija
Degradacija s
proteosomom
2N
«<—— NFkB «—— (P50,
e Ulazak u A
Jezgra Transkripcija gena .
jezgru

Slika 1. Prikaz aktivacije NF-kB upalnog puta.

2.1.2.2. JAK/STAT upalni put

JAK/STAT upalni put je signalni mehanizam kroz koji izvanstanicni
c¢imbenici kontroliraju transkripciju i ekspresiju gena. Tri glavna dijela
JAK/STAT puta su: Janus kinaze (JAK), signalizator i aktivator transkripcije
(STAT) te receptori (vezu kemijske signale; citokinski receptori, EGFR,
GPCR i INF-R).1?

JAK pripada obitelji nereceptorskih protein tirozin-kinaza koja
ukljucuje: JAK1, JAK2, JAK3 i TYK2. JAK se sastoji od nekoliko vaznih
domena: SH2-vezujuc¢e domene, kinazne domene i pseudokinazne domene.
STAT su latentni citoplazmatski transkripcijski ¢imbenici koji se aktiviraju

vezanjem na JAK-receptor kompleks. Postoji sedam STAT proteina: STAT1,



STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATSb i STAT6. STAT proteini se sastoje
od mnogo razliCitih domena s razliCitim funkcijama, a najocCuvanije i

najvaznije su SH2 i transkripcijska domena.

Za Sirenje signala, dvije podjedinice citoplazmatske domene receptora
moraju biti u kompleksu s JAK. Vezanje razlicitih liganada, najcesce citokina
poput interleukina i interferona, na receptore stani¢ne membrane uzrokuje
dimerizaciju receptora Sto omogucuje da dvije JAK budu privucene u
neposrednu blizinu te se medusobno fosforiliraju (transfosforilacija) ¢ime se
povecava aktivnost njihovih kinaznih domena. Aktivirana JAK zatim
fosforilira tirozinske ostatke na receptoru stvarajuéi tako mjesta vezanja za
proteine koji imaju SH2 domenu. STAT se zatim vezu na fosforilirane
tirozinske receptore pomocu svojih SH2 domena. JAK fosforiliraju vezane
STAT Sto uzrokuje njihovu disocijaciju s receptora. Zatim disocirani STAT
tvore hetero- ili homodimere i kao takvi se translociraju u jezgru i poticu

transkripciju ciljanih gena (slika 2.).13

Vezanje
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4 | pu }
-] | - v |
. \ I
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T =‘;3' Disocijacija i
.v dimerizacija
STAT-a
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w o 5

[
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Jezgra W

Transkripcija gena

Slika 2. Prikaz aktivacije JAK/STAT upalnog puta.



2.2. Protuupalna terapija

Danasnje lijecenje upalnih bolesti unaprijedeno je otkricem proupalnih
efektorskih mehanizama koji ukljucuju velik broj razlic¢itih signalnih
molekula, specifi¢nih proteina te transkripcijskih ¢imbenika. Glavni efektori
koji direktno ili indirektno utjeCu na proizvodnju proupalnih citokina i
regulatornih proteina: IL-1/IL-6, TNF-a, INF-y i MMP, su proupalne signalne
molekule: MAPK, JAK, STAT te NF-«B.

Jos krajem proslog stolje¢a zapocele su protu-citokinske terapije, od
kojih je najatraktivnija protu-TNFa terapija, te su u potpunosti potvrdile
klju¢ne uloge ovih molekula u upalnim bolestima. Medutim, neki citokinski
inhibitori, kao na primjer antitijelo infliksimab, bili su ucinkoviti samo u
kombinaciji s drugim lijekovima, a duza uporaba je izazivala infekcije nakon
lijeCenja. Zbog toga, znanstvenici i dalje nastavljaju potragu za malim
molekulama - lijekovima koji mogu inhibirati vazne proupalne ili
unutarstanic¢ne signale koji su direktni ili indirektni uzrocnici raznih upalnih

bolesti.!

Medu mnogobrojnim bioloSkim metama, NF-«kB i JAK/STAT
signalizacijske kaskade trenutno se smatraju najboljim metama za

postizanje ucinkovitih terapijskih odgovora uz minimalne Stetne ucinke.

2.2.1. Male molekule kao protuupalni lijekovi

Male molekule su unutarstanic¢no-ciljajuc¢e, male i specificne organske
supstance s dobro definiranom strukturom i molekularnom tezinom manjom
od 900 Daltona koje pomazu u reguliranju bioloskih procesa. Neke od
prednosti su njihova veli¢ina, jednostavan dolazak na mjesto djelovanija,
oralna primjena te jednostavnost sinteze Sto smanjuje njihovu cijenu. Medu
najznacajnijim malim molekulama za selektivhu inhibiciju NF-kB te

JAK/STAT puta pokazali su se raznovrsni heterociklicki spojevi.l*



2.2.1.1. NF-«B inhibitori

NF-kB inhibitori mogu djelovati na razlicite komponente NF-kB
signalizacijskog puta. No, medu njima su se najvise istaknule male molekule
koje djeluju na IKK podjedinicu, IKKB, koja ima vaznu ulogu u aktivaciji NF-
kB. Neki od potencijalnih inhibitora IKKB podjedinice spadaju u spojeve koji
sadrze heterociklicke sustave poput tiofena, benzimidazola, indola,

indazola, kinazola, imidazola itd.t>

S obzirom na cilj ovog rada te nedavni napredak u razlicitim
pretklinickim modelima koji su jasno identificirali terapeutski potencijal
malih molekulskih inhibitora NF-«kB prikazat ¢emo samo neke obecavajuce
inhibitore koji posjeduju djelomi¢énu strukturnu slicnost s nasim
sintetiziranim molekulama, a to su: TPCA-1 (9), SC-514 (10), BMS-345541
(11) i SPC-839 (12) (slika 3.).1
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Slika 3. NF-«B inhibitori koji se trenutno nalaze u pretklini¢kim i
klinickim ispitivanjima: TPCA-1 (9), SC-514 (10), BMS-345541 (11) i
SPC-839 (12).



TPCA-1 i SC-514 pripadaju skupini tiofenkarboksamida. TPCA-1 je
snazan, selektivni i ATP kompetitivni inhibitor aktivnosti ljudske IKKB te tako
utjeCe na proizvodnju raznih proupalnih medijatora i pokazuje terapeutski
ucinak u bolestima kao Sto su reumatoidni artritis, astma te kronicna
opstrukcijska bolest pluéa. Ovaj spoj inhibira proizvodnju proupalnih
medijatora ukljucujuéi TNF-a, IL-6 i IL-8 od strane LPS-induciranih ljudskih
monocita, sprjeCava fosforilaciju i degradaciju IkBa te nuklearnu
translokaciju NF-kB. Spoj SC-514 je takoder pokazao slican nadin
djelovanja, ali manjeg intenziteta Sto je u skladu s njegovom slabijom
inhibicijskom moc¢i prema IKKB u odnosu na spoj TPCA-1. TPCA-1 i SP-514
nalaze se u ranoj fazi klinickih ispitivanja.l® BMS-345541 je derivat
imidazokinoksalina te spada u grupu triciklickih, selektivnih i ATP-
nekompetitivnih inhibitora IKKB. Ovaj spoj ima slabo inhibicijsko djelovanje
na IKKa. BMS-345541 se ne veze na vezno mjesto ATP vec na alosteric¢ko
mjesto IKKB i IKKa te na taj nacin onemogucava njihovo vezanje. Sprjecava
LPS-induciranu proizvodnju NF-kB ovisnih citokina u THP-1 stanicama. BMS-
345541 je prvi spoj koji je pokazao in vivo protuupalno djelovanje.l” SPC-
839, analog kinazolina, je selektivni i ATP-kompetitivni inhibitor IKKB.
Pokazuje znacajnu protuupalnu aktivnost kad je primijenjen oralno kod
Stakora s adjuvantnim artritisom. Poput prethodnog spoja, SPC-839
smanjuje proizvodnju proupalnih citokina djelovanjem na upalni signalni
put NF-«B.18

2.2.1.2. JAK/STAT inhibitori

JAK/STAT inhibitori su male molekule koje se koriste u upalnim i
autoimunim bolestima povezanim s disregulacijom  JAK/STAT
signalizacijskog puta; utjecu na vise ¢lanova JAK obitelji kinaza. Kao najbolji
inhibitori pokazali su se takoder heterociklicki spojevi, tocnije
pirolopirimidinske strukture. Nekoliko spojeva je vec¢ odobreno za upotrebu,

dok su drugi trenutno u razli¢itim klini¢kim ispitivanjima.t®



Glavni primjeri ovih inhibitora, tofacitinib (CP-690550) (13) i
ruksolitinib (INCB18424) (14) koji su ve¢ odobreni od strane FDA za
lijeCenje reumatoidnog artritisa odnosno mijelofibroze, prikazani su na slici
4. Oba lijeka uzimaju se oralno. Tofacitinib (CP-690550) je snazan selektivni
inhibitor koji pokazuje znacajno smanjivanje JAK3 aktivnosti. Ruksolitinib
(INCB18424) je snazan i relativno selektivan dvostruki JAK1/JAK2 inhibitor.
Ovaj lijek, zbog mogucénosti inhibicije JAK2 kinaze, uspjesno djeluje kod

mijelofibroze. Oba lijeka takoder se klini¢ki ispituju i na druge upalne

bolesti.1?
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N H N—

N
\

N

o S

N

H3C/N NJJ\/// N7 \
)@ ®

H,C

13 14

Iz

Slika 4. JAK/STAT inhibitori: tofacitinib (13) i ruksolitinib (14).

2.3.  Heterociklicki spojevi

Heterociklicki spojevi su organski ciklicki spojevi koji u prstenu, osim
ugljika, imaju i druge atome poput kisika, sumpora i dusika. Heterociklicki
aromatski spojevi dijele se na peteroclane, SesteroClane, sedmeroclane i
kondenzirane spojeve.?® Ovi spojevi su Siroko rasprostranjeni u prirodi te
su neophodni za zivot. Heterociklicki prsteni nalaze se u mnogim bioloski
aktivnim prirodnim produktima i sintetskim spojevima. Velika vecina
komercijalno dostupnih lijekova sadrzi heterociklicku  strukturnu

komponentu.?!
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2.3.1. Tiofen

Tiofen pripada peteroclanim heterociklickim aromatskim spojevima koji
sadrze atom sumpora (slika 5.). Jezgra tiofena jedna je od najvaznijih
heterocikli¢kih struktura koja pokazuje izvanredna farmakoloska djelovanja
te se moze pripojiti raznim drugim heterociklickim sustavima ¢ime se
stvaraju novi spojevi pojacane bioloske aktivnosti, poput prethodno
navedenih NF-«B inhibitora. Tiofen i njegovi supstituirani derivati vrlo su

vazna skupina heterociklickih spojeva koji pokazuju niz primjena u

/N

S

Slika 5. Kemijska struktura tiofena.

medicinskoj kemiji.22:23

2.3.1.1. Sinteza tiofena

Tiofeni se mogu sintetizirati na razliCite nacine, ali Cetiri su glavna

sintetska puta:

a) Paal-Knorr-ova sinteza tiofena: 1,4-dikarbonilni spojevi (15)

reagiraju s izvorom sulfida, najcesce je to fosforov pentasulfid, sto

je prac¢eno dehidrogenacijom uz nastanak tiofena (slika 6.).%2

O CH,4
OH P4S10
H O)W — {/ \S
O S
15 16

Slika 6. Paal-Knorr-ova sinteza tiofena.

b) Fiesselmann-ova sinteza tiofena: kondenzacijska reakcija derivata

tioglikolne kiseline (17) s a,B-acetilenskim esterima (18), Sto nakon

11



reakcije S bazom rezultira stvaranjem 3-hidroksi-2-
tiofenkarboksilne kiseline (19) (slika 7.).2?

R,  COOMe

R4
H S
R
O O R 2
HS/Y iy \ / ©
Rq R3 OH
17 19

Slika 7. Fiesselmann-ova sinteza tiofena.

c) Gewald-ova sinteza aminotiofena: kondenzacijska reakcija

aldehida, ketona ili 1,3-dikarbonilnih spojeva s aktiviranim nitrilima,
poput malononitrila, i elementarnog sumpora u prisutnosti amina
kao katalizatora, ¢ime se dobivaju odgovarajuci 2-aminotiofeni (22)
(slika 8.).22

R
R4 O NC Se R> _
\\Iii \k—-)( e // X
Amin S
R
NH,
20 21 22

Slika 8. Gewald-ova sinteza tiofena.

d) Hinsberg-ova sinteza tiofena: kondenzacijska reakcija dietil
tiodiglikolata (23) i a-diketona (24), pri standardnim uvjetima,
kojom se dobivaju 3,4-disupstituirane tiofen-2,5-dikarboksilne

kiseline (25) nakon hidrolize estera u kiselim uvjetima (slika 9.).22
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Slika 9. Hinsberg-ova sinteza tiofena.

2.3.2. Benzoksepin

Benzoksepin je sedmeroclani heterociklicki spoj koji sadrzi kisik, a
sastoji se od oksepinskog i benzenskog prstena. Postoje tri vrste
benzoksepinskog prstena ovisno o polozaju kisikovog atoma s obzirom na
benzenski prsten: 1-benzoksepin (26), 2-benzoksepin (27) i 3-benzoksepin
(28) (slika 10.).2

@) o) —
/ AN

Slika 10. 1-benzoksepin (26), 2-benzoksepin (27) i 3-benzoksepin (28).

Benzoksepinska jezgra nalazi se u brojnim prirodnim proizvodima i
pokazuje Sirok raspon bioloskih svojstava poput protutumorskog,
protuupalnog, antioksidativnog, antibakterijskog te mnogih drugih. S
obzirom na to, benzoksepin je postao jedan od najzanimljivijih prekursora

za sintezu njegovih derivata kao novih farmakoloski zanimljivih spojeva.?*
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2.3.2.1. Sinteza benzoksepina

Zbog svoje jedinstvene strukture te bioloskih svojstava, benzoksepin

je potaknuo znanstvenike na razvoj njegovih sinteza.l’ Neke od njih su:

a) kondenzacija Morita-Baylis-Hillman adukta s formaldehidom: Das i

sur. su sintetizirali 1,3-dihidrobenzo[c]oksepin-4-karboksilnu
kiselinu (30) iz Morita-Baylis-Hillman (29) adukta i formaldehida, a
reakcija je katalizirana s perkloratnom kiselinom u prisustvu

silicijevog dioksida (slika 11.).%°

OH
HCHO
HCIO4xSiO, ©
—>
COOH —
COOH
29

Slika 11. Kondenzacija Morita-Baylis-Hillman adukta s formaldehidom.

b) intramolekulska Friedel-Crafts-ova acilacija: Barrett i sur. su koristili

Friedel-Craftsovu acilaciju 4-fenoksimaslacne kiseline (31) u
prisutnosti polifosforne kiseline pri 80°C da sintetiziraju 3,4-

dihidrobenzo[b]oksepin-5(2H)-on (32) (slika 12.).2

/@ PPA
—
Hooc” "o 80°C

O
O
31 32

Slika 12. Intramolekulska Friedel-Crafts-ova acilacija.
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2.3.2.2. Sinteza benzotienooksepina

Slika 13. prikazuje opcenitu sintezu benzotienooksepina koji

predstavlja vazan meduprodukt za sintezu odabranih spojeva u ovom radu.

R, OH |) Ra \/\)]\ (i)

—
R;
34
R 0 R,
0
Ry O\/\)J\OH Giy  Re (iv)
— —
R R;
Ry O
36
(v
R3
Ry Cl Ry S/
37 38 COzR

Slika 13. Uvjeti reakcije: (i) etil 4-brombutanoat, K-CO3, kat. Nal, aceton;
(i) LiOH, H20, THF; (iii) PPA, toluen; (iv) POCI3, DMF; (v) KzCOs,

merkaptoacetatni ester, DMF.

Fenolni spoj (33) je O-alkiliran s etil 4-brombutanoatom kako bi se
dobio etil 4-fenoksibutanoat (34) nakon Cega slijedi njegova saponifikacija
u karboksilnu kiselinu (35). Zatim se karboksilna Kkiselina putem
intramolekulske ciklizacije u kiselim uvjetima prevodi u 3,4-
dihidrobenzo[b]oksepin-5(2H)-on (36). Keton se formilira s fosforovim
trikloridom i DMF ¢ime se dobiva 5-kloro-2,3-dihidrobenzo[b]oksepin-4-
karbaldehid (37) koji zatim ciklizacijom s etil merkaptoacetatom, u
prisustvu kalijevog dikarbonata i u DMF-u, daje 4,5-
dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepin-2-karboksilatni ester (38) Ciji se

ciklicki dio sastoji od benzoksepinskog i tiofenskog prstena.3
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3. Materijali i metode

3.1. Opce napomene

Sva otapala i reagensi koristeni u reakcijama su komercijalno dostupni
te nisu dodatno suseni ni prociS¢avani. Sva otapala su bila p.a. ili HPLC

Cistoce.

Za provjeru i pradenje tijeka reakcija te procis¢avanja koristena je
tankoslojna kromatografija (TLC), na aluminijskim ploCicama presvucenima
slojem silikagela, 60A, Fluka F2s4, u odgovarajuéem sustavu otapala, a za
detekciju izoliranih komponenti koristena je UV svjetlost valnih duljina 254
nm i 365 nm. Kromatografija na koloni je koriStena za prociSéavanje
spojeva. Staklene kolone su punjene silikagelom (60A, Fluka, 35-60 um), a
kao eluens su koristene odgovarajuée smjese CH>Cl/CH30H i petrol eter/etil
acetat. Za pojedina dodatna prociS¢avanja koristila se flash kromatografija
koja je provedena na uredaju Combi Flash Rf+ sa silikagel RediSep Rf GOLD
12g (60A) kolonom. Uklanjanje otapala provedeno je pri snizenom tlaku na

rotacijskom uparivacu (Buchi).

1H j 13C NMR spektri su snimljeni pomocu spektrometra Avance 600
Briiker u Centru za NMR, Institut Ruder Boskovi¢ u Zagrebu. 'H spektri su
snimani na 300 ili 600 MHz, a 13C spektri su snimani na 75 ili 150 MHz.
Uzorci su otapani u DMSO ili CDCI3, a njihovi kemijski pomaci (8), u ppm, su

odredeni prema internom standardu tetrametilsilana (TMS, 0 ppm).

Temperature taliSta sintetiziranih spojeva mjerene su na uredaju
Stuart Melting Point SMP20 i nisu korigirane.

16



3.2. Priprava spojeva

Etil-4-(3-metoksifenoksi)butanoat (1)

O
2 3 ]I 1
H,CO_3 e 2
1 OCH;CH;
4 2
4 6
5

U otopinu 3-metoksifenola (10 g, 0,08 mol), etil-4-brombutanoata (19
g, 0,097 mol) i acetona (150 ml) doda se K>CO3 (33,5 g, 0,24 mol). Kao
katalizator doda se natrijev jodid. Reakcijska smjesa mijeSa se 22 sata na
temperaturi od 55°C. Na kraju reakcije, Sto se provjeri tankoslojnom
kromatografijom, reakcijska smjesa se ohladi na sobnu temperaturu, K>CO3
se odfiltrira putem Buchnerovog lijevka i dodatno ispere acetonom, a filtrat
se upari pri snizenom tlaku. Ostatak se otopi u etil acetatu, a zatim
ekstrahira tri puta sa zasi¢enom otopinom NaCl. Organski sloj se susi iznad
bezvodnog Na>SOs, filtrira i upari pri snizenom tlaku. Izoliran je spoj 1 kao

zuto-narancasto ulje u kvantitativnhom iskoristenju (20,1 g).

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) &/ppm: 7.16 (t, J = 8.1 Hz, 1H, CH-10),
6.54-6.46 (m, J = 4.2, 2.2 Hz, 2H, CH-9,11), 5.74 (s, 1H, CH-7), 4.07 (q,
J = 7.1Hz, 2H, CH»-11), 3.96 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH2-4), 3.73 (s, 3H, OCH3),
2.45 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH»-2), 1.97 (p, J = 6.8 Hz, 2H, CH»-3), 1.19 (t, J
= 7.1 Hz, 3H, CHs-2D).

13C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 172.49 (C-1), 160.51 (C-8), 159.72
(C-6), 129.86 (C-10), 106.49 (C-9), 106.23 (C-11), 100.62 (C-7), 66.40
(C-4), 59.82 (C-11) , 54.97 (OCHs), 30.12 (C-2), 24.21 (C-3), 14.01 (CHs-
21).
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4-(3-metoksifenoksi)butanska kiselina (2)

0
HaCO3 A1 o\/‘“‘\)\
1 OH

Spoj 1 (20,1 g, 0,08 mol) se otopi u tetrahidrofuranu (58 ml), metanolu
(58 ml) i vodi (29 ml) te se reakcijska smjesa ohladi na -5°C, a zatim se u
reakcijsku smjesu doda LiOHxH>O (3,8183 g, 0,09 mol). Reakcijska smjesa
se mijeSa na sobnoj temperaturi 21 sat, a zatim se doda joS 20% mase
LiOHxH20 (0,7657 g) te se reakcijska smjesa nastavi mijesati na sobnoj
temperaturi 22 sata. Otapalo se upari pri snizenom tlaku, a u dobiveni
ostatak se doda voda te tri puta ekstrahira s etil acetatom. Vodeni sloj se
zakiseli do pH 1-2 s 2M HCI (37%) i zatim ekstrahira etil acetatom. Organski
sloj se suSi putem bezvodnog NaySOs, filtrira i upari pri snizenom tlaku.

Izoliran je spoj 2 kao ruziCasto-smedi kristali (14,5 g, 86%, Tt = 77-87°C).

'H NMR (600 MHz, DMSO-de) &/ppm: 12.10 (s, 1H, COOH), 7.16 (t, J
8.2 Hz, 1H, CH-10), 6.50 (dd, J = 8.2, 2.4 Hz, 2H, CH-9, 11), 6.47 (t, J =
2.3 Hz, 1H, CH-7), 3.95 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH»-4), 3.72 (s, 3H, OCH3), 2.37
(t, J = 7.3 Hz, 2H, CH,-2), 1.96 - 1.88 (m, 2H, CH»-3).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 174.05 (C-1), 160.47 (C-8), 159.73
(C-6), 129.89 (C-10), 106.55 (C-9), 106.29 (C-11), 100.61 (C-7), 66.51
(C-4), 55.02 (OCHs), 30.09 (C-2), 24.20 (C-3).
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8-metoksi-3,4-dihidrobenzo[b]oksepin-5(2H)-on (3)

HsCO8

Polifosforna kiselina (20,1 g) se zagrije na temperaturu od 80°C te se
doda klorbenzen (15 ml). U pripremljenu smjesu doda se spoj 2 (2,0036 g,
0,009 mol) te se reakcijska smjesa mijesa 24 sata na 80°C. Nakon 24 sata
reakcijska smjesa se ohladi na sobnu temperaturu i doda se 1M NaOH, a
zatim se tri puta ekstrahira s etil acetatom. Organski sloj se tri puta ispire
s NaCl, osusi iznad bezvodnog Na>SO0as te filtrira i upari pri snizenom tlaku.
Produkt je prociséen kolonskom kromatografijom na silikagelu s CH>Cl; kao

eluensom. Izoliran je spoj 3 u obliku svijetlo-smedeg ulja (1,1 g, 58%).

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 7.62 (d, J = 8.8 Hz, 1H, CH-6), 6.72
(dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H, CH-7), 6.63 (d, J = 2.4 Hz, 1H, CH-9), 4.20 (t, J
= 6.6 Hz, 2H, CH»-2), 3.80 (s, 3H, OCH3), 2.74 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CH»-4),
2.15-2.02 (m, 2H, CHz-3).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 198.71 (C-5), 164.28 (C-9a),
163.93 (C-8), 131.16 (C-6), 122.44 (C-5a), 110.42 (C-7), 105.45 (C-9),
73.09 (C-2), 56.11 (OCH3), 40.75 (C-4), 25.71 (C-3).

5-kloro-8-metoksi-2,3-dihidrobenzo[b]oksepin-4-karbaldehid (4)

9 1
HsCO. 8 0—?
93 3
S5a
7 —_— 4
6 5
CHO

Cl
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Fosforov oksiklorid (3 ml, 0,03 mol) se doda u otopinu N’N-
dimetilformamida (3,7 ml) i trikloretilena (5,3 ml) na 0°C. Reakcijska
smjesa mijeSa se 30 minuta na sobnoj temperaturi. Spoj 3 (2,0 g, 0,01
mol) se otopi u trikloretilenu (8 ml) te se doda u reakcijsku smjesu.
Reakcijska smjesa se mijesa 22 sata na temperaturi od 90°C. Na kraju
reakcije smjesa se ohladi na sobnu temperaturu te se polako doda zasi¢ena
vodena otopina CH3COONa, a zatim se ekstrahira tri puta s CH.Cl,. Organski
sloj se ispere tri puta s NaCl, osusi iznad bezvodnog Na>SOs, filtrira te upari
pri snizenom tlaku. Produkt je prociséen kolonskom kromatografijom na
silikagelu s CH2Cl; kao eluensom. Izoliran je spoj 4 u obliku zutih kristala
(1,8 g, 76%, Tt = 84-87°C).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10.23 (s, 1H, CHO), 7.73 (d, J = 8.9
Hz, 1H, CH-6), 6.91 (dd, J = 8.9, 2.6 Hz, 1H, CH-7), 6.73 (d, J = 2.6 Hz,
1H, CH-9), 4.45 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH»-2), 3.83 (s, 3H, OCHs), 2.57 (t, J
= 6.0 Hz, 2H, CH,-3).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 189.72 (CHO), 163.36 (C-8), 158.15
(C-5), 145.71 (C-9a), 134.39 (C-4), 131.58 (C-9), 122.02 (C-5a), 111.38
(C-7), 107.65 (C-6), 78.48 (C-2), 56.18 (OCHs), 26.17 (C-3).

Etil-8-metoksi-4,5-dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepin-2-
karboksilat (5)

U otopinu spoja 4 (0,99 g, 4,14 mmol) u piridinu (8,3 ml) doda se etil-
2-merkaptoacetat (0,45 ml, 4,12 mmol) i trietilamin (1,14 ml, 10,29
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mmol). Reakcijska smjesa mijesala se 4 sata na temperaturi od 70°C, a tijek
reakcije prati se tankoslojnom kromatografijom. Nakon 4 sata, reakcijska
smjesa se ohladi na sobnu temperaturu te se otapala upare pri snizenom
tlaku. Dodatno se reakcijska smjesa koevaporira dva puta s toluenom. U
ostatak smjese, nakon uparavanja, doda se voda te se tri puta ekstrahira s
CH2Cl>. Organski sloj se ispere tri puta s 2M HCI (37%) i tri puta sa
zasi¢enom otopinom NacCl, osusi iznad bezvodnog Na,SOy, filtrira i upari pri
snizenom tlaku. Produkt se procisti kolonskom kromatografijom na
silikagelu sa sustavom petrol eter:etil acetat = 10:1 kao eluensom. Izoliran
je spoj 5 u obliku svijetlo-zutih kristala (1,16 g, 92,8%, Tt= 111-120°C).

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) &/ppm: 7.71-7.58 (m, J = 4.3 Hz, 2H, CH-
3, 10), 6.71 (dd, J = 8.8, 2.7 Hz, 1H, CH-9), 6.60 (d, J = 2.6 Hz, 1H, CH-
7), 4.38-4.17 (m, 4H, CHx-11, CH»-5), 3.77 (s, 3H, OCHs), 3.18 (t, J = 5.1
Hz, 2H, CH2-4), 1.30 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHs-21).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 161.78 (C=0), 160.87 (C-8), 159.59
(C-6a), 142.60 (C-2d), 137.49 (C-3), 137.04 (C-3d), 129.99 (C-10),
128.63 (C-2), 116.06 (C-10a), 110.72 (C-9), 106.36 (C-7), 70.15 (C-10),
61.39 (C-5), 55.90 (OCHs), 33.38 (C-4), 14.67 (C-20).

8-metoksi-4,5-dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepin-2-
karboksiamid (6)

U otopinu spoja 5 (0,21 g, 0,68 mmol) u dioksanu (5 ml) doda se

metanol (10 ml). Uvodi se plinoviti amonijak 4 sata uz hladenje na 0°C.
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Reakcijska smjesa se dodatno mijeSa 3 dana na sobnoj temperaturi.
Uvedene su nove kolic¢ine plinovitog amonijaka (3 sata) i reakcijska smjesa
ostavljena uz mijeSanje joS 10 dana na sobnoj temperaturi. Reakcijska
smjesa se zatim wupari pri snizenom tlaku te procisti kolonskom
kromatografijom na silikagelu u sustavu CHCl:CH30H = 40:1 kao

eluensom. Izoliran je spoj 6 u obliku zutog ulja (0,07 g, 38%).

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 7.88 (bs, 1H, NH), 7.59 (d, J = 8.7
Hz, 1H, CH-10), 7.54 (s, 1H, CH-3), 7.33 (bs, 1H, NH), 6.71 (dd, J = 8.8,
2.7 Hz, 1H, CH-9), 6.59 (d, J = 2.7 Hz, 1H, CH-7), 4.27 (t, J = 5.1 Hz, 2H,
CH2-5), 3.76 (s, 3H, OCHs), 3.14 (t, J = 5.1 Hz, 2H, CH»-4).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 162.66 (C=0), 159.86 (C-8), 158.77
(C-6a), 139.30 (C-2d), 135.99 (C-3d), 135.65 (C-2), 132.02 (C-3), 129.22
(C-10), 116.16 (C-10a), 110.06 (C-9), 105.83 (C-7), 69.71 (C-5), 55.34
(OCH3), 33.13 (C-4).

(8-metoksi-4,5-dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepin-2-il)metanol
(7)

Otopina spoja 5 (0,6 g, 1,97 mmol) u tetrahidrofuranu (27 ml) lagano
se dokapava u otopinu LiAIH4 (0,26 g, 6,57 mmol) i tetrahidrofurana (14
ml). Reakcijska smjesa mijeSa se 2 sata na sobnoj temperaturi. Tijek
reakcije prati se tankoslojnom kromatografijom. Na kraju reakcije dodaje
se kap po kap vode sve dok se smjesa ne prestane pjeniti. Nakon 45 minuta

dodatnog mijeSanja na sobnoj temperaturi smjesa se filtrira preko
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naboranog filtarskog papira. Filtrat se upari pri snizenom tlaku, a produkt
se procisti kolonskom kromatografijom na silikagelu u sustavu
CH2Cl2:CH30H = 40:1 kao eluensom. Izoliran je spoj 7 u obliku zutog ulja
(0,41 g, 80%).

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) 3/ppm 7.48 (d, J = 8.71 Hz, 1H, CH-10),
6.77 (s, 1H, CH-3), 6.68/6.66 (dd, J = 8.73, 2.66 Hz, 1H, CH-9), 6.56 (d,
J = 2.60 Hz, 1H, CH-7), 5.44 (t, J = 5.71 Hz, 1H, OH-21), 4.55 (d, J = 5.64
Hz, 2H, CH»-21), 4.23 (t, J=5.10 Hz, 2H, CH2-5), 3.73 (s, 3H, OCH3), 3.08
(t, J = 5.10 Hz, 2H, CH,-4).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8/ppm 159.39 (C-8), 158.66 (C-6a), 143.33
(C-2), 135.56 (C-3d), 133.80 (C-2d), 129.05 (C-10), 128.33 (C-3), 117.54
(C-10a), 110.24 (C-9), 106.24 (C-7), 70.12 (C-5), 58.66 (C-21), 55.75
(OCHs), 33.63 (C-4).

1-(2-((8-metoksi-4,5-dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepin-
il)metoksi)etil)piperidin (8a)

H,CO

U otopinu 1-(2-kloretil)piperidin hidroklorida (0,75 g, 4,06 mmol) u
50% NaOH (20 ml) doda se otopina spoja 7 (0,15 g, 0,58 mmol) u toluenu
(29 ml). Benzil trietil amonijev klorid doda se u reakcijsku smjesu kao u
katalitickim koli¢inama. Reakcijska smjesa se intenzivno mijeSa preko nodi
pri temperaturi vrenja (110°C), a zatim 4 dana na sobnoj temperaturi.
Nakon zavrsSetka reakcije otapalo se upari pri snizenom tlaku. Ostatak,

nakon uparavanja, se tri puta ekstrahira s CH2Cl,. Organski sloj se upari pri
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snizenom tlaku te procisti kolonskom kromatografijom na silikagelu
CH2Cl2:CH30H = 20:1 — CH2Cl;:CH30H = 10:1. Spoj se dodatno prodisti
Flash kromatografijom u sustavu petrol eter:etil acetat = 5:1 - 4:1 — 3:1
— 2:1 » 1:1 - 1:2 kao eluensima. Izoliran je spoj 8a u obliku Zutog ulja
(0,26 g, 22,4%).

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 7.49 (d, J = 8.72 Hz, 1H, CH-10),
6.90 (s, 1H, CH-3), 6.70/6.67 (dd, J = 2.58/8.72 Hz, 1H, CH-9), 6.58 (d, J
= 2.52 Hz, 1H, CH-7), 4.61 (s, 2H, CH2-21), 4.26 (t, J = 5.02 Hz, 2H, CHa-
5), 3.76 (3H, s, OCHs), 3.67 (t, J = 4.71 Hz, 2H, CH,-21), 3.12 (t, J = 5.01
Hz, 2H, CH-4), 2.95-2.65 (m, 6H, CH2-21 + CH,-21V), 1.68-1.56 (m, 4H,
CH»"), 1.49-1.39 (m, 2H, CH."D).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 159.64 (C-8), 158.83 (C-6a), 137.78
(C-2), 135.62 (C-3d), 135.32 (C-2d), 131.07 (C-10), 129.16 (C-3), 117.23
(C-10a), 110.33 (C-9), 106.27 (C-7), 70.14 (C-5), 67.02 (C-21), 57.04 (C-
21), 55.78 (OCH3), 53.94 (C-2@V), prekriven signalom DMSO-a (C-2I),
33.56 (C-4), 24.48 (C-2V), 23.12 (C-2V1).

1-(2-((8-metoksi-4,5-dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepin-2-
il)metoksi)etil)pirolidin (8b)

H,CO

U otopinu 1-(2-kloretil)pirolidin hidroklorida (0,48 g, 2,85 mmol) u
50% NaOH (14 ml) doda se otopina spoja 7 (0,11 g, 0,41 mmol) u toluenu
(21 ml). Zatim se doda kataliticka koliCina benzil trietil amonijevog klorida.

Reakcijska smjesa se intenzivho mijeSa 24 sata na temperaturi vrenja
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(110°C). Po zavrsSetku reakcije, reakcijska smjesa se ohladi na sobnu
temperaturu i upari pri snizenom tlaku. Ostatak se tri puta ekstrahira s
CH.Cl,, a organski sloj ekstrakcije se upari pri snizenom tlaku. Produkt je
proc¢is¢éen kolonskom kromatografijom na silikagelu sa sustavima
CH2Cl2:CH30H = 20:1 —» 10:1 —» 5:1 — 3:1 kao eluensima. Izoliran je spoj
8b u obliku zZuto-smedeg ulja (0,07 g, 52%).

1H-NMR (600 MHz,DMSO-ds) &/ppm: 7.49 (d, J = 8.70 Hz, 1H, CH-10),
6.91 (s, 1H, CH-3), 6.69/6.67 (dd, J = 2.62/8.72 Hz, 1H, CH-9), 6.57 (d, J
= 2.56 Hz, 1H, CH-7), 4.62 (s, 2H, CH2-21), 4.25 (t, J = 5.05 Hz, 2H, CHa-
5), 3.75 (s, 3H, OCH3), 3.67 (t, J = 4.76 Hz, 2H, CH»-21), 3.11 (t, J = 5.08
Hz, 2H, CH2-4), prekriven signalom DMSO-a (CH;-2™M), prekriven signalom
DMSO-a (CH2-2V), 1.82 (s, 4H, CH2-2V).

1H-NMR (600 MHz, CDCls) 8/ppm: 3.16-3.14 (m, 4H, CH»-2+CH,-21).

13C-NMR (150 MHz, DMSO-de) &/ppm: 159.17 (C-8), 158.35 (C-6a),
137.06 (C-2), 135.14 (C-3d), ne vidi se (C-2d), 130.72 (C-10), 128.68 (C-
3), 116.71 (C-10a), 109.85 (C-9), 105.78 (C-7), 69.65 (C-5), 66.56 (C-
21, 65.82 (C-21), 55.29 (OCHs), 53.70 (C-2VV), ne vidi se (C-211), 33.06
(C-4), 22.68 (C-2V).

3C-NMR (150 MHz, CDCl3) 8/ppm: 134.81 (C-2d).

3-((8-metoksi-4,5-dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepin-2-
il)metoksi)-N,N-dimetilpropan-1-amin (8c)

HsCO

25



U otopinu 3-dimetilaminopropil klorid hidroklorida (0,46 g, 2,93 mmol)
u 50% NaOH (15 ml) doda se otopina spoja 7 (0,11 g, 0,42 mmol) u toluenu
te se doda benzil trietil amonijev klorid kao katalizator. Reakcijska smjesa
se intenzivno mijeSa 24 sata na temperaturi vrenja (110°C). Nakon 24 sata,
reakcijska smjesa se ohladi na sobnu temperaturu te se otapalo upari pri
snizenom tlaku, a ostatak se tri puta ekstrahira s CH2Cl,. Organski sloj se
upari pri snizenom tlaku. Produkt je procis¢en kolonskom kromatografijom
na silikagelu u sustavu CH2Cl:CH30H = 10:1 — 5:1 kao eluensima. Izoliran

je spoj 8c u obliku svijetlo-zutog ulja (0,09 g, 60,7%).

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 7.49 (d, J = 8.72 Hz, 1H, CH-10),
6.85 (s, 1H, CH-3), 6.69/6.66 (dd, J = 2.62/8.73 Hz, 1H, CH-9), 6.57 (d, J
= 2.62 Hz, 1H, CH-7), 4.54 (s, 2H, CH»-21), 4.24 (t, J = 5.02 Hz, 2H, CH»-
5), 3.75 (s, 3H, OCHs), 3.46 (t, J = 6.46 Hz, 2H, CH»-2"), 3.10 (t, J = 4.47
Hz, 2H, CH2-4), 2.26 (t, J = 7.07 Hz, 2H, CH»-2WV), 2.11 (s, 6H, N(CH3)2),
1.65 (p, J = 6.66/7.07 Hz, 2H, CH,-211).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 159.57 (C-8), 158.78 (C-6a), 138.56
(C-2), 135.56 (C-3d), 134.99 (C-2d), 130.53 (C-10), 129.17 (C-3), 117.31
(C-10a), 110.29 (C-9), 106.26 (C-7), 70.13 (C-5), 68.13 (C-211), 66.97 (C-
21), 56.43 (C-2VV), 55.76 (OCHs), 45.59 (N(CHs)2), 33.57 (C-4), 27.76 (C-
2111).
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4.Rezultati i rasprava

4.1. Sinteze spojeva

Sinteza novih spojeva prikazana je u shemi 1.

Kljuéni meduprodukt u sintezi novih spojeva je etil-8-metoksi-4,5-
dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepin-2-karboksilat (5). Pripravljeni su
razli¢iti derivati 4,5-dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepina poput amida 6,
alkohola 7 i tri razli¢ita aminoalkoksi derivata 8a-c.

O (0]
HsCO OH gl  HsCO o\/\)]\ H;CO OM
4-brombutanoat LiOH
K2CO3 >
kat. Nal 1 H20/THF 2 (86%)
aceton
PPAl toluen
H3;CO O
_ el HaCO 0 poci;  HsCO 0
2-merkaptoacetat DMF
Y/ <+— +—
S —
CO,Et of  CHO 5
0, 0, 0,
5 (93%) LA, 4 (74%) 3 (58%)
NH’/ \\:HF
H;CO o H,CO o) HsCO o)
Alkil klorid
hidroklorid
— —
—> —
S/ Y% S/
CONH, CH,OH CH,OR
6 (38%) 7 (80%)

R
o O
(22%) “QS/\/N
8b D
(52%) | % ™~

8c ‘z%/\/\N/
(61%) |

Shema 1. Sinteza derivata 4,5-dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepina.
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4.1.1. Williamsonova sinteza

U prvom koraku sinteze, alkilacijom 3-metoksifenola s etil 4-
brombutanoatom dobiven je spoj 1, etil 4-(3-metoksifenoksi)butanoat.
Reakcija je provedena u acetonu, uz prisutnost K>COs3, a kao katalizator je

koristen natrijev jodid. Ester je dobiven u kvantitativhom iskoristenju.

O

H,CO OH H,CO o\/\)l\
\©/ (i \©/ OCH,CHj
e

1

Shema 2. Sinteza spoja 1; Reagensi i uvjeti: (i) etil 4-brombutanoat,
K2COs3, kat. Nal, aceton, 55°C, refluks, 22 sata.

4.1.2. Hidroliza estera

Sljededi korak sinteze je hidroliza estera 1 u reakciji kataliziranoj
bazom, LiOHxH>O. Reakcija se odvijala u otopini THF-a, metanola i vode.
Dobivena smjesa se ekstrahirala s etil-acetatom. Reakcijom nastala
karboksilna sol je ostala u vodenom sloju te se na taj nacin odvojila od
organskih necistoca. Zakiseljavanjem vodenog sloja s HCl dobiva se
karboksilna kiselina 2, 4-(3-metoksifenoksi)butanska kiselina. Ekstrakcijom
s etil acetatom izolirana je karboksilna kiselina u prinosu od 86%. Kiselina

nije dodatno prociS¢avana.

0 0]

—>

1 2 (86%)

Shema 3. Sinteza spoja 2; Reagensi i uvjeti: (i) LiOH, THF, metanol, H20,

sobna temperatura, 21 sat.
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4.1.3. Friedel-Craftsova acilacija

U tre¢em koraku karboksilna kiselina (2) ciklizira u keton, 8-metoksi-
3,4-dihidrobenzo[b]oksepin-5(2H)-on (3), intramolekulskom Friedel-
Craftsovom acilacijom u prisutnosti PPA u klorbenzenu, pri temperaturi od
80°C. Dodatkom karboksilne kiseline u zagrijanu PPA dolazi do stvaranja
crveno-smede viskozne tekucine sto je ukazalo na nastajanje ketona. Prinos
reakcije nije bio zadovoljavaju¢, 58%, Sto se moze pripisati viskoznosti PPA
uslijed nedovoljnog povisSenja temperature reakcije zbog ¢ega nije doslo do
njenog potpunog reagiranja s karboksilnom kiselinom te otezanoj
ekstrakciji s etil acetatom zbog ¢ega dio produkta ostaje u vodenom sloju.

Produkt je prociS¢en kromatografijom na stupcu.

o)
H5CO O

—>
O

2 3 (58%)

Shema 4. Sinteza spoja 3; Reagensi i uvjeti: PPA, klorbenzen, 80°C,

refluks, 24 sata.

4.1.4. Vilsmeier-Haackova formilacija

Vilsmeier-Haackov reagens pripravljen je mijeSanjem fosforovog
oksiklorida, DMF-a i trikloretilena pri 0°C uz nastanak klorimnijevog iona,
zaduzenog za formilaciju ketona 3. Naknadnim zagrijavanjem preko nodi
pri temperaturi od 90°C, te dodatkom natrijevog acetata u reakcijsku
smjesu dobiven je produkt 4, B-klorovinilni aldehid, 5-kloro-8-metoksi-2,3-
dihidrobenzo[b]oksepin-4-karbaldehid, koji je procis¢en kromatografijom

na stupcu i dobiven u prinosu od 76%.
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H4CO o H3CO 0
(iv)

CHO
Cl

3 4 (76%)

Shema 5. Sinteza spoja 4; Reagensi i uvjeti: (i) POCI3, DMF, trikloretilen,
90°C, refluks, 22 sata.

4.1.5. Fiesselmannova reakcija

U sljedeéem koraku dolazi do stvaranja glavne strukturne komponente,
benzotienooksepinske jezge, za sintezu Zeljenog produkta. Fieselmann-
ovom reakcijom B-klorvinil aldehida 4 i etil 2-merkapto acetata dolazi do
stvaranja estera 5, etil 8-metoksi-4,5-dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepin-
2-karboksilata. Reakcija je provedena u piridinu i trietilaminu 4 sata pri
temperaturi od 70°C. Koevaporacijom s toluenom uklonio se visak piridina.
ProciS¢avanjem kolonskom kromatografijom na stupcu ester je dobiven u

obliku zutih kristala, u velikom prinosu od 93%.

Anulacijom tiofenskog prstena odnosno izgradnjom prosirenog
konjugiranog sustava pojacavaju se fluorescentna svojstva estera 5 sto je

vidljivo osvjetljavanjem spoja UV svjetlos¢u valnih duljina 254 i 365 nm.

H,CO o)
H3CO O
(v)
E—
S/
o CHO
CO,Et
4 5 (93%)

Shema 6. Sinteza spoja 5; Reagensi i uvjeti: etil 2-merkapto acetat,

piridin, trietilamin, 70°C, refluks, 4 sata.
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4.1.6. Amonoliza estera

Amonolizom estera 5 u ovom koraku sinteze nastaje 8-metoksi-4,5-
dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepin-2-karboksiamid (6). U ester otopljen u
dioksanu i metanolu, uvodi se plinoviti amonijak uz mijeSanje na sobnoj
temperaturi. Nakon sveukupno dva tjedna mijesanja na sobnoj temperaturi
u zasi¢enoj otopini amonijaka, prinos reakcije nakon procis¢avanja bio je
38%.

Osvjetljavanjem amida 6 UV svjetlos¢éu valnih duljina 254 i 365 nm
uocCava se plava boja, ali ne toliko intenzivna kao kod estera 5 Sto se moze

pripisati zamjeni karboksilne skupine s amidnom skupinom.

HsCO o H5CO o)
(vi)
—
— —
S/ S/
CO,Et CONH,
5 6 (38%)

Shema 7. Sinteza spoja 6; Reagensi i uvjeti: NH3, dioksan, metanol, sobna

temperatura, 13 dana.

4.1.7. Redukcija estera

U otopinu estera 5 i tetrahidrofurana dokapavala se otopina LiAlH4 u
THF-u te je doSlo do redukcije estera u alkohol 7, (8-metoksi-4,5-
dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepin-2-il)metanol. Po zavrSetku reakcije, u
reakcijsku smjesu dodala se voda kako bi se uklonio neizreagirani LiAlHa4.
Alkohol je nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom dobiven u

prinosu od 80%.

Osvjetljavanjem tiofenskog alkohola 7 UV svjetloS¢u valne duljine 365

nm, intenzitet plave boje je veoma slab, skoro nevidljiv, u odnosu na
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intenzitet estera 5 i amida 6. Razlog gubitka fluorescencijskih svojstava je

zamjena karboksilne skupine s hidroksilnom.

HaCO 0 HyCO ©
(vii)
—>
S/ S/
CO,Et CH,0OH
5 7 (80%)

Shema 8. Sinteza spoja 7; Reagensi i uvjeti: LiAlHs4, THF, sobna

temperatura, 2 sata.

4.1.8. Vezanje amino lanaca na alkohol

U posljednjem koraku sinteze cilj je bio vezati tri razli¢ita amino lanca
na primarnu hidroksimetilensku skupinu u polozaju 1 tiofenskog prstena
spoja 7. Alkohol otopljen u toluenu reagira s alkil klorid hidrokloridom u
baznom okruzenju s benzil trietil amonijevim kloridom kao katalizatorom.
Reakcijske smjese su se mijesale preko noci na temperaturi vrenja toluena.
Svi dobiveni spojevi, 8a-c, su procisceni kolonskom kromatografijom te
dobiveni u prinosima od 22% (1-(2-kloretil)piperidin hidroklorid, 8a), 52%
(1-(2-kloretil)pirolidin hidroklorid, 8b) i 61% (3-dimetilaminopropil klorid
hidroklorid, 8c).

H,CO o H5CO @)
(viii)
—_— ’ —_—
S/ S/
CH,OH CH,OR
7 8a-c
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e

R= a (22%)
ﬁlﬁ/\/D
b (52%)
EH/\/\N/
c (61%) |

Shema 9. Prikaz sinteze spojeva 8a-c; Reagensi i uvjeti: alkil klorid
hidroklorid (R), NaOH, toluen, benzil trietil amonijev klorid, 110°C, refluks,
24 sata.
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4.2.  Analiza spektara 'H NMR

Pomocu NMR spektara prac¢ene su promjene prilikom reakcija sinteze.
Strukture svih pripravljenih spojeva odredene su na temelju kemijskih
pomaka, veli¢ine signala, veli¢ine i multipliciteta rezonancije te sprega spin-
spin izmedu jezgara H-H. Spektri 'H NMR za sve dobivene spojeve sadrze
karakteristi¢ne signale za protone metoksi skupine na benzenskom prstenu
(~3,8 ppm), signale vodikovih atoma metilenske skupine u susjedstvu
kisikovog atoma oksepinskog prstena (~3,9-4,4 ppm) i signale aromatskih
protona na benzenu (slika 14.) Sto ukazuje da je glavni skelet oCuvan

tijekom sinteze zeljenog konacnog produkta.

71911

o

i 7.1644

]

8

6

3

8

6

3

2
3.3346

71375
6.5167
[~ 65100
6.4833
5.7420

0f

6.

2

9|

2!

0!

9!

9

s
3
J

CH-7
CH-9,11 OCH2-4
|

CH-10 \/k ‘ M \UI

‘ L
h J | UL
lT \/ t\ l\ﬁ\YJ ‘\T)
g / J / /f !

Slika 14. Dio 'H NMR spektra spoja 1 prikazuje karakteristicne signale

koje sadrze svi spojevi dobiveni u opisanoj sintezi.

Hidrolizom estera u NMR spektru moze se vidjeti nastanak Sirokog

singleta na ~12,1 ppm signala karakteristicChog za proton karboksilne
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kiseline. Prilikom ciklizacije uolava se gubitak signala za karboksilnu
skupinu i pomak svih signala protona prema nizim poljima za ~0,5 ppm. U
Vilsmeier-Haackovoj reakciji stvara se B-klorvinil aldehid Sto potvrduje
singlet signal na 10,23 ppm. Stvaranjem tiofenskog prstena u spektru
nestaje singlet signal za aldehid, a pojavljuju se triplet i kvartet signal za
alifatske protone te aromatski singlet tiofenskog prstena. Amonolizom
estera stvaraju se dva Sira singlet signala za protone amidne skupine, te

nestaju triplet i kvartet signali alifatskih protona estera (slika 15.).
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Slika 15. 'H NMR spektar spoja 6 na kojem su oznaceni signali

karakteristi¢ni za protone amidne skupine.

Redukcijom estera pojavljuje se triplet signal na ~5,4 ppm Sto odgovara
hidroksilnoj skupini i dublet signal na ~4,5 ppm za protone CH: na
hidroksilnoj skupini Sto dokazuje nastanak alkohola. U spektrima konacnih
produkata, aminoalkoksi derivatima tiofenskog alkohola 8a-c, vidi se
gubitak hidroksilne skupine i pojava signala karakteristicnih za pojedini
lanac. U spoju 8b pojedini signali nisu mogli biti uoceni jer su se preklapali
sa signalom otapala, DMSO, pa je spektar morao biti ponovno napravljen u
drugom otapalu, CDCI3 (slika 16.i 17.).
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5.Zakljucak

U sklopu ovog diplomskog rada sintetizirani su derivati 4,5-
dihidro[b]tieno[2,3-d]oksepina (5-8). Kljucni intermedijer sinteze, ester 5,
pripravlijen je u pet reakcijskih koraka koji ukljuCuju stvaranje
benzoksepinskog prstena kroz Friedel-Craftsovu acilaciju te anulaciju
tiofenskog prstena s Fiesselmannovom reakcijom. Nadalje, uspjesno su
pripravljeni razliCiti derivati 4,5-dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepina poput
amida 6 i alkohola 7 te tri razlicita derivata (8-metoksi-4,5-
dihidrobenzo[b]tieno[2,3-d]oksepin-2-il)metanola, 8a-c (1-(2-
kloretil)piperidin hidroklorid (8a), 1-(2-kloretil)pirolidin hidroklorid (8b) i 3-
dimetilaminopropil klorid hidroklorid (8c)). Strukture svih pripravljenih
spojeva su razjasnjene koristenjem !H i 13C NMR spektroskopije. Svim
spojevima ce biti ispitana protuupalna ucinkovitost, posebice sposobnost
inhibicije NF-kB i JAK/STAT signalnih puteva.
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