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POPIS I OBJASNJENJE KRATICA KORISTENIH U RADU

ACh —eng. Acethylcholine - acetilkolin

AChE — eng. Acetylcholinesterase - acetilkolinesteraza

AD —eng. Alzheimer's disease — Alzheimerova bolest

BChE — eng. Butyrylcholinesterase — butirilkolinesteraza

COSY - eng. Correlation Spectroscopy - korelacijska spektroskopija
DCM - diklormetan

DMF - dimetilformamid

E - dietil-eter

E - njem. entgegen - nasuprot; sa suprotnih strana

FEP — eng. Fluorinated Ethylene Propylene — fluorirani etilen-propilen polimer

FTIR — eng. Fourier-Transform Infrared Spectroscopy — infracrvena spektroskopija s
Fourierovom transformacijom

GC - plinska kromatografija

HPLC — visokou¢inkovita tekuéinska kromatografija

HSQC- eng. Heteronuclear Single-Quantum Correlation — heteronuklearna korelacija preko
jedno veze

IR - infracrveno

NMR - eng. Nuclear Magnetic Resonance - nuklearna magnetska rezonancija

NOESY - eng. Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy - spektroskopija koja koristi
nuklearni Overhauserov efekt

PE — petroleter

PFA — eng. Perfluoroalkoxy — perfluoralkoksi polimer

PTFE — eng. Polytetrafluoroethylene — politetrafluoretilen polimer

UPLC-MS - visokocinkovita tekucinska kromatografija - masena spektrometrija

UV/Vis — ultraljubiéasto/vidljivo

Z - njem. zusammen - zajedno; s iste strane
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1. UVOD

U organskoj sintezi se sve vise paznje posvecuje flow-kemiji koja ima brojne prednosti nad
batch odnosno sarznom sintezom. Glavne prednosti su bolja ucinkovitost, ekoloska
prihvatljivost i sigurnost, no flow-kemija nije univerzalni pristup za sve probleme koji mogu
zate¢i organske sintetske kemicare te prije provedbe odabranih reakcija treba razmotriti
isplativost obzirom na 3arznu sintezu.? Sigurnosti i ekoloskoj prihvatljivosti flow-reakcija
znacajno doprinosi koriStenje malog volumena kemikalija i otapala budu¢i da se reakcije
provode u mikro- ili mezoreaktorima napravljenima od inertnih materijala.® Mogu se na taj
nacin provoditi i viSefazne reakcije, no dizajn reaktora treba osigurati u¢inkovito mijesanje
faza.? Zbog brojnih prednosti, flow-sinteze su predmet kontinuiranog istrazivanja i uvjeti
provedbe Sarznih reakcija se optimiraju kako bi se postigla $to veca ucinkovitost, sigurnost i

scale-up.

U ovom radu ispitana je flow-sinteza formilnog derivata benzobiciklo[3.2.1]oktadiena u kojoj
se koristi opasna kemikalija POCIs, a sintetizirani spoj je vazan kao pocetni spoj za daljnju
sintezu oksima i oksimskih etera. U radu je prikazana i opéenita primjena oksima i oksimskih
etera te sinteza do sada literaturno nepoznatih benzobiciklo[3.2.1]oktadienskih oksimskih
etera. Literaturno poznati oksimski derivati pokazali su se kao dobri reaktivatori fosforiliranih
enzima acetil- i butirilkolinesteraze, ali i kao njihovi inhibitori. S obzirom na to da je poznato
da oksimski derivati ulaze u aktivno mjesto kolinesteraza, u radu je prikazan potencijalni
ulazak sintetiziranih spojeva u aktivno mjesto enzima koriStenjem SeeSAR programskog
paketa. Osim za sintetizirane spojeve, predvidena je i interakcija drugih derivata s aktivnim
mjestom enzima, pa se na temelju dobivenih rezultata moze ciljano i¢i u sintezu onih spojeva
koji se prema racunalnim predvidanjima ¢ine potencijalno dobrim inhibitorima. Treba imati
na umu da inhibicija moZe biti i nekompetitivna te ¢e se pravi rezultati inhibicije ili

reaktivacije kolinesteraza dobiti tek eksperimentalnim ispitivanjem.



2. OPCI DIO
2.1. FLOW-KEMIJA

Flow-reakcije se provode kontinuirano i pokazale su se kao brze, u¢inkovitije i selektivnije od
Sarznih (engl. batch) reakcija uz lakSe optimiranje uvjeta koji se Sarzno tesko kontroliraju.
Flow-reakcije se provode u reaktorima s malim volumenom pa je u usporedbi s
konvencionalnim metodama, sigurnost znacajno veca i mogu se provoditi reakcije koje su

inage visokog sigurnosnog rizika.

Jedan od glavnih problema konvencionalnih sarznih procesa je scale-up uspjesnih reakcija,
osobito onih vrlo egzotermnih. Ovisno o procesu, prije koriStenja pilotnog postrojenja pa
zatim i industrijske proizvodnje uvjeti se moraju prilagoditi ili se mijenjaju sintetski putevi
¢ime su povecani troskovi i ulozeno vrijeme. Kod flow-procesa reaktorima se fleksibilno
moze prilagoditi veli¢ina i volumen kako bi se omogucila proizvodnja na relevantnoj skali, no
flow-pristup nije univerzalno rjeSenje za sve probleme Sarznih procesa.! Svaki flow-proces
rezultat je niza eksperimenata optimiranja reaktorskih jedinica i reakcijskih uvjeta sto
zahtijeva razumijevanje kemijskih i inzenjerskih aspekata. Neke konvencionalno trivijalne
reakcije u flow-sustavu mogu zahtijevati specijalnu opremu ili potpuno novi pristup. Ne
postoji flow-sustav pogodan za kontinuiranu provedbu svih reakcija, no modularni dizajn
omoguéuje prilagodbu reakcijskih uvjeta.? Prije provedbe mora se predvidjeti isplativost
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obzirom na uloZeno vrijeme i opremu te rezultat investicije u vidu poboljSanja procesa.

Izazov predstavljaju vrlo viskozne kemikalije, suspenzije i krutine.*

Glavna prednost flow-reaktora je precizna kontrola reakcijskih parametara koja je omoguéena
odli¢nim prijenosom mase i topline i predvidanjem uvjeta u flow-reaktorima s definiranim
karakteristikama. Kod organske sinteze regulacija koncentracije i temperature je neophodna u
cilju nastajanja odredenog produkta, ali i zbog sigurnosti rada. Kod S$arzne sinteze
koncentracija produkta vremenom raste i neravnomjerno je rasporedena unutar tikvice, dok je
kod flow-reaktora na ulazu najveca koncentracija reaktanata koja se putuju¢i kanalima
smanjuje do minimuma na izlazu gdje je najveéa koncentracija produkta.? Fluktuacije u
temperaturi pri batch uvjetima tesko se popravljaju i vremenski su zahtjevne, a kod
flow-sustava je moguce reagirati u vrlo kratkom vremenu i podesiti temperaturu. Povecanjem
mijeSanja, a smanjenjem promjera kanala u reaktoru veliki je omjer povrsina/volumen §to

omogucéuje brzi prijenos topline koja nastaje tijekom reakcije.!



Organski kemicCari znacajno doprinose odrzivom razvoju i1 cesto se susreu s raznim
izazovima te je napredak organske sinteze ometan komplikacijama sintetskog puta i
nedostatnom laboratorijskom opremom. Poslijednih desetlje¢a integriraju se nove tehnologije
u laboratorijima organske kemije s ciljem ubrzanja reakcija, poboljSanja selektivnosti i
CistoCe, iskoriStavanja alternativnih izvora energije, povecanja sigurnosti i istrazivanja novih
procesnih moguénosti.* Flow-kemija donosi pobolj$anja u mnogim aspektima kemije, kao $to
su ucinkovito i brzo mijeSanje ¢ak i nemjesljivih faza, ucinkovito upravljanje toplinom,
precizna kontrola vremena zadrzavanja, sigurnost i potencijalno besprijekorna skalabilnost
(Slika 1).® Pravilnom kombinacijom moguce je smanjiti vrijeme reakcije i utjecaj kemijskih

procesa na okolis.’

Brzo mijeSanje

=
°

Skalabilnost Ucinkovit

prijenos topline

Kontrola
vremena

Slika 1. Glavne prednosti flow-kemije u preparativnoj sintezi.*

U razdoblju od 2004. do 2015. godine broj patenata u podruc¢ju flow-kemije porastao je za
71 % na svjetskoj razini. Vodeca je Kina nakon koje slijede SAD, Japan i Njemacka (Slika 2).
Kineska drzavna uprava za sigurnost u radu nadzire sigurnosne aspekte u industrijskim
kemijskim postrojenjima te na temelju rezultata uvodi mjere za provedbu flow-kemijske
sinteze kod opasnih procesa. Kinesko trziste flow-reaktora je u stalnom razvoju i obecava sve

vecéu primjenu u industriji.*
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Slika 2. Udio drzava kod zahtjeva za patentima 2004-2015. godine.*

U Tablici 1 prikazane su snage (engl. strengths, S), slabosti (engl. weaknesses, W),

moguénosti (engl. opportunities, O) i rizici (engl. threats, T) preparativne flow-organske

kemije.#

Tablica 1. SWOT analiza preparativne flow-organske kemije.

Strengths

Weaknesses

homogena proizvodnja, povecana sigurnost,
brz napredak od R&D do proizvodnje,
procesi neovisni o skali, decentralizirana
proizvodnja, smanjeni utjecaj na okoli$
(zelena kemija), moguc¢i superkriticni uvjeti

(krace vrijeme reakcije)

nova tehnologija s nepoznanicama, veliki
pocetni troskovi, izazovna proizvodnja

krutina, upitna sljedivost proizvoda

Opportunities

Threats

novi pristup, Sirenje kemijske proizvodnje

proizvodnja specifi¢nih farmaceutika na
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odredenim podrucjima,*** prijenosne

proizvodne jedinice

smanjena potreba za radnom snagom
(moguca automatizacija procesa),
proizvodnja velikih koli¢ina ilegalnih
supstanci pomoc¢u malih prijenosnih
proizvodnih uredaja (droge, eksplozivi,

kemijska oruZzja)




2.1.1. Sustav za sintezu

Tipi¢ni sustav za flow-kemijsku sintezu ¢ini 8 osnovnih zona: dostava reaktanata, mijesanje,

reaktor, gaSenje, regulacija tlaka, sakupljanje produkta i1 opcionalno analiza i prociS¢avanje

(Slika 3).2
Dostava rektanata EMijeéanje: Reaktor | Ga3enje . Regulacija | Sakupljanje Opcionalno
‘ | | 1 tlaka ' produkta T T T T
! : ! , , ' Analiza !
: : | : 5 ! -
reagens N : | | ; i i .D_ !
A 7 ! | | ; | .
| "—im : ¢ ; D<l— i Protis¢avanje !
X I ! . | E j : 3
reagens : | | . i A I S -
B A ! | I : | — I ‘

Slika 3. Zone flow-sustava s dvije ulazne struje.?

Pocetne kemikalije se pomocu zasebnih pumpi uvode u cijevi koje vode do njihovog mijeSanja prije
nego Sto nastupi reakcija u reaktoru. To¢na kontrola flow-reakcije zahtijeva prigodno gaSenje
buduci da veéina reakcija u protivnom moze nastaviti nezeljeno teci, a produkt koji se sakuplja nije
zadovoljavajuce kvalitete. GaSenje omogucéava tocnu kontrolu vremena zadrzavanja. Ukoliko je
protok idealan, ovisno o duzini puta, na odredenom mjestu koncentracija reaktanta i produkta je
konstantna pri stabilnim uvjetima. To mjesto se odrazava u vremenu zadrzavanja koje je vrijeme
izmedu inicijacije 1 terminacije kontinuirane pretvorbe i ¢esto neispravno usporedivano s vremenom
batch reakcije. Vrijeme zadrzavanja je omjer duzine ili volumena puta i brzine protoka. Inicijacija
se postize mijeSanjem reaktanata ili fizikalnom aktivacijom zagrijavanjem ili zracenjem, a
terminacija prigodnim tehnikama gasenja. Ovisno o tipu reakcije gaSenje moze biti termicko,
kemijsko ili spontano kao Sto je kod fotokemijskih reakcija koje se gase trenutno nakon izlaska iz
reaktora jer viSe nisu izloZene odredenom zraCenju. Vrijeme zadrzavanja jednostavno se odreduje
kod reakcija s jednom fazom jer su volumen reaktora i brzina protoka definirani od strane korisnika,
a kod viSefaznih reakcija doprinosi vise ¢imbenika pa je najbolje vrijeme zadrzavanja odrediti

pustanjem obojane otopine kroz kanal mjereéi vrijeme.?

Osim §to se regulacijom tlaka fluidi mogu zagrijati iznad temperature vreliSta, reguliranje je vazno
kod kontrole rada s hlapljivim i plinovitim reagensima ili intermedijerima.® Za toéno mjerenje tlaka
unutar sustava ugraduju se senzori tlaka. Nakon smanjivanja tlaka u sustavu produkt izlazi i
sakuplja se u odredenu posudu. Kada se govori o iskoriStenjima korisno je govoriti o produktivnosti
(koli¢ina nastalog produkta u vremenu) i koli¢ini produkta nastalog po volumenu i vremenu kako bi
se mogli usporediti razli¢iti flow i batch pristupi.?
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Tijekom sinteze uzorci reakcijske smjese se mogu ruc¢no sakupljati i analizirati nekom metodom
(npr. GC, HPLC, NMR itd.), no ukoliko se radi o optimizaciji reakcijskih parametara i kontroli
kvalitete vrlo reaktivnih i toksi¢nih intermedijera pristupa se on-line ili in-line analizi.® On-line
analizom se reakcijska smjesa periodicki analizira automatskim uzorkovanjem i provedbom do
analitickog instrumenta. In-line analiza omogucuje analizu u realnom vremenu i moguca je samo
ako je nedestruktivna (npr. FTIR, Raman, UV/Vis, NMR). U ovom slucaju analiticka jedinica se

moze inkorporirati u flow-proces.’

Vecéinom se procis¢avanje provodi konvencionalnim putem nakon sakupljanja produkta, no kod
sinteze aktivnih farmaceutskih sastojaka (APIs) koja je potpuno kontinuirana ¢esto je neophodno

in-line pro¢iséavanje izmedu odredenih kemijskih reakcija.?

Oprema i postupak automatizacije flow-procesa preskupi su za uobiCajenog korisnika |
automatizacija se provodi kod vrlo specificnih postupaka te zahtijeva napredniji inzenjerski

pristup.?

Parametri koji se mogu mijenjati u slucaju jednostavne i homogene reakcije s dva reaktanta su
koncentracije (c1, C2), protoci (vi, v2), volumen reaktora (V), temperatura (T) i tlak unutar sustava (p)
(Slika 4). Promjena samo jednog parametra posljedi¢no utjeCe i na ostale parametre. Na primjer,
promjenom jednog protoka mijenja se stehiometrija, konacna koncentracija 1 vrijeme zadrZavanja.
Ponekad utjecaj nije potpuno razjasnjen i upitno je jesu li promjene zeljene ili neZeljene Sto je bitno

za optimizaciju.?
reaktant A i; gasenje
Cq

Vi
F >
p
reaktant B <> V.T
c2

V2
Slika 4. Pregled parametara koji se mogu mijenjati kod flow-procesa s dvije ulazne struje.?

Problemi i nereproducibilnost ¢esto su uzrokovani pumpom. Pri visokim tlakovima moze do¢i do
curenja iz sustava Sto moze biti vrlo opasno pa se prije provedbe procesa obavezno moraju
provjeriti svi spojevi.?2 Jedno od glavnih ograni¢enja flow-sustava je zacepljenje koje se moze
dogoditi bilo gdje u uredaju.'* Moze doé¢i do kristalizacije ili zamrzavanja, nakupljanja krutina na
kanalima, taloZenja tijekom reakcije ili korozije zbog Cega je vrlo vazno koristiti inertne

materijale.'?



2.1.2. Reaktori

Kemijske reakcije u flow-sustavima provode se kontinuirano unutar uskih i dobro definiranih kanala
mikro- ili mezoreaktora koji se razlikuju u dimenzijama.*'* Protokom kemikalija kroz kanale se
moze upravljati i reakcija se provodi pod strogo kontroliranim uvjetima.'® Flow-kemija najvise se
oslanja na svojstva odgovarajucih reaktora koja utjecu na dinamiku fluida te prijenos mase i topline

za vrijeme strujanja kemikalija.*

Pod pojmom mikroreaktor najcesce se smatra planarni uredaj s kanalima dimenzija od nekoliko
stotina mikrometara koji moze biti od raznih materijala (silikon, kvarc, staklo, metali, polimeri).t
Materijal reaktora mora biti odgovaraju¢i obzirom na kemikalije koje se za reakcije Kkoriste, a
najées¢i materijal mikroreaktora je staklo, zatim silikon ili njihova mjesavina.'® Cesto se nazivaju
laboratorij-na-cipu uredajima buduéi da su malih dimenzija i volumen kanala je od nanolitara do
mikrolitara te se kao takvi najéesc¢e koriste kod sinteza na maloj skali, ali i istrazivanja i razvoja pa
sve do proizvodnje. Mezoreaktori imaju kanale milimetarskih dimenzija i volumena od 1 do 20-ak

mL, a najéesée su napravljeni od metala ili polimera.t

Sto su dimenzije reaktora manje kraci je difuzijski put i omoguéeno je brze mijesanje'®’ koje
sprjecava nastajanje nusprodukata te nastaju ¢iséi produkti u odnosu na Sarzne reakcije.!® Osim
prijenosa mase odlican je i prijenos topline.’®* Mali volumen reaktora omoguéuje procjenu i
optimiranje mnogih reakcijskih uvjeta uz malu potro$nju kemikalija. Optimiranje se provodi nizom
reakcija s razli¢itim vremenom zadrzavanja (odredeno brzinom protoka pocetnih reagenasa) i
temperaturama kako bi se nasli najoptimalniji uvjeti. Reakcije se mogu provoditi i pod poviSenim

tlakom &ime se mogu postié¢i temperature reakcijske smjese iznad temperature vrelista otapala.’
Tipovi reaktora

Opcenito postoje tri tipa reaktora; ¢ip, namotaj (engl. coil) i horizontalni reaktor s nepokretnim
slojem (engl. packed bed) (Slika 5). Tip i materijal reaktora ovise o tipu reakcije.? Fotokemijski
reaktori moraju biti od materijala propusnih za zracenje (npr. staklo) i imati odgovarajuéi izvor
svjetlosti.?® Hladenje ili zagrijavanje reaktora moguce je uranjanjem u odredene kupelji ili
posebnim pristupom kao Sto su kriogenske jedinice za hladenje ili mikrovalno zracenje i1 induktivne
jedinice za zagrijavanje.?

CIp coi PACKED BED

= ~—}

Slika 5. Tipovi reaktora u flow-kemiji.
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Kod &ip-reaktora je najbolji prijenos topline zbog velikog omjera povrsina/volumen,?? no lako se
moze zacepiti. Za razliku od coil-reaktora ¢esto imaju ugraden dio za mijesanje prije ulaska u

reakcijsku zonu (Slika 6).23

Reakcijska
zoha Zona mijesanja
——

‘ 0.2 mm

0.1 mm

S mm

04mm |

19.2 mm

Slika 6. Silikonski ¢ip-reaktor s jedinicom za mijesanje.?

Coil-reaktori su jeftiniji i najcesca su alternativa Cip-reaktorima te su Siroko zastupljeni u sintetskoj
flow-kemiji. NajéeS¢e su izradeni od jednostavnih komercijalno dostupnih cijevi od inertnih

fluorovih polimera (npr. PTFE, PFA, FEP) ili nehrdajuéeg celika.?

Packed bed-reaktori se koriste kod heterogenih reakcija kao §to je heterogena kataliza.?#% Unutar
reaktora se nalazi kolona ili ulozak od stakla, polimera ili nehrdajuceg Celika gdje se nalazi kruti
katalizator ili reagens, a tekuca faza ulazi u reaktor, reagira s krutinom i teku¢i produkt kroz filter
izlazi van (Slika 7).2 Najveca upotreba im je kod kataliticke hidrogenacije u trofaznim sustavima
plinovito-tekuce-kruto.?

Filt‘er

Heterogeni l
katalizator/reagens

Inertni
materijal

Slika 7. Packed bed-reaktor.?

2.1.3. Visefazne reakcije

U flow-reaktorima se mogu provoditi reakcije izmedu vise faza (tekucée-plinovito, tekuée-kruto,
tekuce-tekuce, tekuce-kruto-plinovito). Dizajn reaktora vazan je za uc¢inkovito mijeSanje faza. Zbog
male veli¢ine kanala omjer povrSina/volumen je veliki ¢ime je medufazna povrSina povecana §to
ima vaznu ulogu u prijenosu izmedu faza. Za svaki viSefazni sustav razliCit je rezim strujanja koji

ovisi 0 protoku, viskoznosti i svojstvima kanala.?



Kada je protok tekuée faze konstantan, kod reakcija tekuce-plinovito ovisno o protoku plina
moguce je mjehuricasto (engl. bubble), ¢epoliko (engl. slug) i anularno (engl. annular) strujanje
(Slika 8).2

I TN, bbbl flow
poveenietrare B ) WY sug flow
protoka plinovite faze

annular flow

|

Slika 8. Vrste strujanja kod reakcija tekuée-plinovito.?

Zbog slabog mijeSanja na granici faza plinovite reaktante potrebno je Koristiti u velikom
stehiometrijskom suvisku, a vazna je i topljivost plina koja je najceSc¢e pri sobnoj temperaturi slaba.
Kod fluidnih reaktora osigurano je bolje medupovrSinsko mijeSanje i moze se u sigurnim uvjetima

primijeniti tlak §to povecéava topljivost plina.?

Kod reakcija tekuce-kruto kanal moze biti gusto ispunjen krutinom s ograni¢enim kretanjem
Cestica (engl. packed bed), sa suspendiranim Cesticama koje su udaljenije (engl. fludized bed) ili
moze biti kombinacija (engl. mixed bed) gdje je kretanje Cestica pri dnu ograni¢eno, a u visim
slojevima su suspendirane (Slika 9).2 Ove reakcije su zanimljive zbog lake separacije nakon

reakcije. Heterogena kataliza je vrlo vazna i prisutna u industrijskim procesima.?"8

L ] [ ]
N
:' o o [ ]
o o
I 2
e
:0: &

packed bed fluidized bed mixed bed

Slika 9. Vrste reaktora kod reakcija kruto-tekuée ovisno o gibanju ¢estica.?

Kod reakcija tekuée-tekuée strujanje je najéesée laminarno i &epoliko (Slika 10).2 Kod laminarnog
strujanja faze nisu medusobno ometane i Reynoldsov broj je manji od 2400.2° Cesce je &epoliko
strujanje gdje su dvije faze okomite jedna na drugu. Kod manjih protoka (vece vrijeme zadrzavanja)
kod razli¢itih gibanja fluida kroz reaktor prijenos mase bit ¢e jednako ucinkovit, dok je kod vecih
protoka bitna struktura reaktora i vrsta gibanja.? Postojanje prepreka u reaktoru kod gibanja fluida

uzrokuje mijeSanje i pove¢ava medupovrsinu i prijenos mase.*



kapljevina 1
laminarno strujanje

kapljevina 2 medufazna
povrsina

kapljevina 1

Cepoliko strujanje

medufazna
povriina

kapljevina 2

Slika 10. Vrste strujanja kod reakcija tekuée-tekuée.?

2.1.4. Utjecaj mijeSanja i temperature

Kod batch i flow-reakcija razli¢iti Su mehanizmi mijesanja i prije provedbe reakcije u flow-sustavu
potrebno je odrediti koliko mijeSanje utjeCe na reakciju te definirati mehanizam 1 kineticke

parametre reakcije.?

Obzirom na Reynoldsov broj mijesanje fluida moze biti laminarno (Re < 2400), prijelazno ili
turbulentno. U batch tikvicama u laboratoriju mijesanje je obi¢no laminarno ili prijelazno.®
Prijelazni rezim prisutan je kada dolazi do odvajanja unutar reakcijske posude — turbulentno
mijeSanje u blizini mjeSala, a laminarno na udaljenim dijelovima. Gibanje molekula unutar
reakcijske posude ovisi o difuziji.* Manje posude imaju manje vrijeme difuzije, no to ne zna¢i da je

u potpunosti uklonjeno odvajanje rezima mijesanja.?

Flow-reaktori imaju puno manje vrijeme difuzije i brze mijesanje. Ukoliko je bezdimenzijski
Damkdéhlerov broj, Da manji od 1, mijesanje s vise od 95 % homogenosti postize se prije no $to
reaktanti reagiraju. Kada je Da veé¢i od 1, reagiranje je brze od prijenosa mase §to uzrokuje
koncentracijski gradijent unutar sustava i nastajanje nusprodukata (Slika 11).2

A+B—->C+B—>S

®,@=recaktanti A, B; @=Zeljeni produkt, C; ©)=nusprodukt, S;
Da ili intenzivno mijesanje

<1

+4
+4+
+4
+4
++
++
+4

a) vedinom nastaje b)slaba konverzija
nastaju znatne kolic¢ine nusprodukta S

Slika 11. Utjecaj vrijednosti Da na nastanak produkta.3!
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Kada je Da veliki, nusprodukti se smanjuju upotrebom specijalnih mjesaca kojima se postize brzo
mijeSanje i homogenost unutar sustava. Za proizvodnju odredenih finih kemikalija i farmaceutika
zadovoljavajuée mijesanje postize se samo u flow-reaktorima.®* Flow-kemija ne mijenja kemiju ili
kinetiku reakcije,® veé se njome smanjuju koncentracijski gradijenti koji mogu biti $tetni kod brzih
reakcija. Brzina reakcije i mijeSanje trebaju biti jedni od klju¢nih parametara koji su odlucujuci za

provodenje reakcije u flow-sustavu.?

Uvjeti u flow-sustavima nadmasuju one u batch reaktorima kod izrazito egzotermnih reakcija zbog
boljeg mijesanja, ali i boljeg prijenosa topline uslijed veceg omjera povrSina/volumen. Otpor

prijenosu topline unutar reaktora linearno se poveéava rastom veli¢ine kanala.?

Kod batch reakcija koje traju manje od 48 h pri sobnoj temperaturi vjerojatno nema potrebe za
flow-procesom buduci da se zagrijavanjem do 80 °C znacajno moze skratiti vrijeme reakcije. Za
reakcije koje pri sobnoj temperaturi idu duze od tjedan dana potrebne su vece temperature
zagrijavanja $§to u batch uvjetima zahtijeva koriStenje otapala s visokim vrelistima $to dalje
ograni¢ava odabir otapala 1 otezava reakcijske uvjete 1 prociS¢avanje. U zatvorenim sustavima
otapala se mogu zagrijati iznad njihove temperature vreli§ta.? Primjenom mikrovalnog zraéenja
mogu se postic¢i temperature vece od 300 °C ¢ime se vrijeme reakcije od mjesec dana smanjuje na
sekunde.®* U novije vrijeme se vece temperature postizu flow-kemijom umjesto mikrovalnim
zraGenjem® i reakcije s otapalima niske temperature vrelista daju bolje rezultate u flow-reaktorima
pod tlakom®3 (Slika 12).

Batch (tikvica )

- reakcije pri visokim temperaturama zahtjevaju || Flow
otapala s visokim temperaturama vrelista
- rad pri visokim tlakovima ->
visoke temperature otapala s
niskim temperaturama vrelista

Batch (MW) - uski temperaturni profil

- prazan prostor iznad reakcijske smjese -»
smanjena ufinkovitost (isparavanjem se
snizava koncentracija u reakcijskoj smjesi)

- Siroki temperaturni profil

- nema praznog prostora iznad
reakcijske smjese

- preparativne kolicine >30 mL

- rad s najvise 30-ak mL

Slika 12. Nedostaci batch reakcija koji se mogu rijesiti flow-pristupom.?

Kod flow-reakcija manji je temperaturni gradijent bilo da se radi o reakcijama pri visokim ili niskim
temperaturama. Prijenos topline ovisi i 0 materijalu reaktora te ga treba birati tako da temperaturni

gradijent izmedu ulaza i izlaza reaktora bude $to manji.?
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2.2. FLOW VS BATCH

Iako mnoge reakcije u mikroskalama nadmasSuju batch uvjete, flow-kemija nije rjeSenje za sve

probleme i financijski i vremenski troskovi nekih procesa nadmasuju koristi koje flow-pristup nudi.?

Na Slici 13 prikazan je dijagram koji nudi generalizirani odgovor treba li Koristiti batch ili

flow-proces ovisno o svojstvima reakcije.?
Flow je rjeSenje za sve?

NE t
a? NE

Batch reakcija sigurn

'LDA

DA Batch reakcija ima zadovoljavajuée
iskoristenie, skalu 1 trajanje?
NE
DA

Jedan ili viSe reaktanata plin? -——-\
.LN'E

DA TaloZenje pomice ravnotezu
reakcije u Zeljenom smjeru?
iN'E
DA

| g Reaktant/katalizalfgr krutina? kagﬁ;mm

DA.
otezan scale-up

DA.
moguc scale-up

Tijekom reakcije nastaje emulzija?

'LNE

Reakcija je brza?

Na selektivnost utjeée temperatura? 224

NE

DA

Reakciju ubrzava grijanje? ~24

LNE
NE Reakcija je foto-ili pa
¢ elektrokemijska?

Slika 13. Dijagram odluke za flow- odnosno batch reakciju.?

Kod sigurnosti se razmatraju opasne kemikalije, izmjena topline i visoki tlakovi gdje flow-pristup

ima prednost zbog rada s malim koli¢inama kemikalija i bolje kontrole reakcijskih uvjeta.?

Za nove reakcije bolje je zapoceti ispitivanja u Sarznim reaktorima, 0sim kada je pocetni reagens
vrlo rijedak ili jako otrovan. U tom slucaju mali volumen reaktora omoguéuje analizu velikog broja

reakcija uz minimalnu potrosnju kemikalija.2

Optimizacija temperature i vremena je lakSa u flow-reaktoru buduci da se temperatura u reaktoru

lako regulira i vrijeme je precizno kontrolirano putem namjestenih protoka.?
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Flow-reakcije nadmasuju one Sarzne kada je jedan od reaktanata plin jer nema praznog prostora
iznad otopine i povecana je topljivost plina primjenom tlaka. Kod reakcija s krutinama moguca su
tri tipa reakcija. Kada je reakcija talozna treba izabrati batch-reaktor jer taloZenje kod flow-reaktora
dovodi do zacepljenja pojedinih dijelova sustava. Postoje specijalizirani mjesaci, no kod nastupanja
problema potrebna su naprednija inzenjerska znanja. Kod suspenzija je takoder bolji batch pristup,
dok su kod heterogene katalize preferirani flow-uvjeti. Kod reakcija u sustavima tekucée-tekuce
snazno mijeSanje moze dovesti do nastajanja emulzija i lakSe je provesti reakciju Sarzno, osim kada
su zahtijevane homogene i visoko reproducibilne emulzije. Kod flow-reakcija emulzije su

homogenije obzirom na veli¢inu kapljica.?

Kod jako brzih reakcija mijeSanje ima vrlo vaznu ulogu. Kod Sarznih reakcija reaktanti se mijesaju
odredeno vrijeme dok se ne postigne homogena reakcijska smjesa, nakon Cega Se namjeSta
temperatura pri kojoj dolazi do reakcije. Za sintezu na maloj skali pogodna je batch sinteza, no za
preparativne koli¢ine kod nekih reakcija dolazi do malog iskoriStenja zbog loSeg mijeSanja i/ili
prijenosa topline. Kod flow-reakcija, mijeSanje i prijenos topline Su bolji pa su iskoriStenja brzih
egzotermnih reakcija veca. PoboljSana je i selektivnost zbog uzeg temperaturnog profila pa se mogu

eliminirati sporedne reakcije.?

Fotokemijske i elektrokemijske reakcije imaju vise prednosti pri flow-uvjetima. Reakcijska smjesa
je zbog malih dimenzija reaktora jednoli¢nije ozracena, a elektrokemijske reakcije se mogu
provesti bez potpornih elektrolita ¢ime su smanjeni troskovi i olakSano pro¢iséavanje. Kontinuirano

izlazenje produkta i poboljsan prijenos mase doprinose kvaliteti reakcije.

2.3. PRIMJENA FLOW-KEMIJE

Budu¢i da su flow-reaktori komercijalno dostupni, omogucéeno je istrazivanje njihove primjene u
raznim podru¢jima.l Primjena flow-reakcija omoguéila je znacajan napredak u raznim poljima
kemije i tako poboljsala kvalitetu zivota, no Osim pozitivnih u¢inaka moguca je i njihova
zlouporaba kod proizvodnje raznih ilegalnih supstanci, droga ili teroristickih sredstava. Za razliku
od geografski ovisnih droga (npr. heroin, kokain, kanabis), proizvodnja sinteti¢kih droga ne ovisi o
tome i razvoj novih tehnologija moze unaprijediti ilegalnu proizvodnju. Kod proizvodnje eksploziva
reakcije nitriranja su kljucni stupanj sinteze. Brojne reakcije nitriranja provedene su u flow-uvjetima

buduéi da je sigurnost i kontrola reakcije zna¢ajno poveéana.*
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Poslijednih godina poseban napredak zabiljezen je kod sinteze aktivnih farmaceutika i flow-kemija
se u kratkom periodu od sinteze u jednom koraku razvila do integriranih sinteza u viSe koraka s
uklju¢enim prociséavanjem.3”° Veliki napredak flow-procesa kod aktivnih farmaceutika postignut
je kod kombinacije lijekova za cisticnu fibrozu 2015. godine (lumacaftor/ivacaftor, Orkambi,
Vertex), a 2016. godine za antiretrovirusni lijek (darunavir, Prezista, Johnson & Johnson). Usprkos
konzervativnoj prirodi farmaceutske industrije, utjecaj flow-kemije u razli¢itim stadijima
proizvodnje je sve veéi — od istrazivanja i razvoja lijeka pa do proizvodnje.*® Ovakav pristup ima
obecavajue prognoze za rjeSavanje aktualnih i vrlo osjetljivih druStvenih problema: nedostatak
lijekova, dostupnost u udaljenim podrucjima, spori razvoj novih i slaba ulaganja u lijekove za
rijetke bolesti te previsoki troskovi proizvodnje za zemlje u razvoju.*** Nedostatku lijekova vode
problemi vezani za proizvodnju (Slika 14), a najvise nedostaje antibiotika, kemoterapeutika,

anestetika i kardiovaskularnih lijekova.*

Gubitak proizvodnih Prestanak
pogona 2% proizvodnje 2%
Sirovi
materijali

27%

Problemi s

kasnjenjem,

preopterecenost Manjkanje

27% kvalitete

37%

Slika 14. Problemi kod proizvodnje koji vode nedostatku lijekova.*®

Vecina sadasnjih farmaceutskih procesa oslanja se na $arznu sintezu, pro¢is¢avanje i izolaciju sa
slabom ucinkovitosti i produktivnosti te nedostatkom kvalitete. Kontinuirana proizvodnja lanc¢anim
procesima od sinteze aktivnog sastojka do kona¢nog lijeka omoguéuje pouzdaniji, reproducibilniji i
ucinkovitiji proizvodni proces, a fleksibilnost flow-procesa proizvodnju lijekova obzirom na
potraznju.* Za zemlje u razvoju nedostatak nekih osnovnih lijekova moze biti poguban i ozbiljno
ugroziti lokalno stanovnistvo. Od lijekova koji se konzumiraju u Africi samo 2 % se proizvodi na
kontinentu.*” Svjetska zdravstvena organizacija sastavlja listu lijekova koji su sigurni, isplativi i

efikasni za osnovne potrebe ovisno o trenutnom stanju i potrebama u buduénosti.*

Peptidi su moéne mete za razvoj novih terapeutika, a ve¢ razvijeni lijekovi na bazi peptida su
pokazali sigurnu i u€inkovitu primjenu i predvida im se rast u buducnosti. Na svjetskom trzistu je
trenutno odobreno oko 70 lijekova,*® a od prihvaéenih lijekova 2016. godine u SAD 10 % je bilo na

bazi peptida.”® Vise od 500 raznih lijekova je na predklinickim ispitivanjima, a vise od 140 na
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klini¢kim.* Iako su obecavajuéi i razvijaju se, primjenom flow-kemije omogucéio bi se brzi prijenos
lijeka iz laboratorija na trziSte i vece iskoriStenje kompleksnih reakcija $to ¢ini flow-pristup
potencijalno vrlo ué¢inkovitim za koriStenje u peptidnoj kemiji.* Haswell i suradnici®® su 2011.
godine po prvi put sintetizirali homogeni peptid u kapljevitoj fazi flow-reakcijom u staklenom
mikroreaktoru. lako su sintetizirani samo dipeptidi, ovo je bio veliki napredak i temelj za daljnji
razvoj. Sinteza peptida u krutoj fazi kod Sarznih reakcija je dugotrajna i upotrebljavaju se velike
koli¢ine reagensa. Upotrebom radijalnih mikrofluidnih sustava s viSe kanala omogucena je
automatizirana i istovremena sinteza 3est razli¢itih peptida.* Fiilop i suradnici®® su 2014. godine
proveli iznimno ucinkovitu i ekonomi¢nu flow-sintezu peptida u krutoj fazi s reduciranom

koli¢inom pocetnih aminokiselina i visokom konverzijom.

Upotreba mikroreaktora pokazala je mogucu kontrolu prosjecne molekulske mase polimera
(Poly(Lis), 160) mijenjanjem brzina protoka ulaznih otopina. Prosje¢na molekulska masa ovako

sintetiziranih polimera ima uzu raspodjelu od onih sintetiziranih $arzno.*

U velikom broju radova flow-kemija je prikazana kao pogodna za odrzivi razvoj i zelenu
kemiju.>**® Mnogi aspekti pomazu organskim i procesnim kemi¢arima u razvoju novih strategija za
kemiju baziranu na prirodnim izvorima.%® Stalni interes je prisutan kod istrazivanja bioizvora za
proizvodnju kemikalija koje se inafe dobivaju iz sirove nafte i konvencionalnih petrokemijskih
izvora.5! Europskoj Uniji je cilj da do kraja 2020. godine 30 % kemijske industrije bude zasnovano

na prirodnim izvorima.*

Americki odjel za energiju je 2004. godine iznio pregled pogodnih spojeva iz biomase (Slika 15)
koji mogu biti izvor za pripravu olefina i drugih kemikalija koje su inace iz petrokemijskih
izvora.%2%% Podaci iz 2018. godine pokazuju da se veéina istrazivanja temeljila na polovici
spomenutih spojeva sa Slike 15.% Veéina flow-istrazivanja odnosi se na upotrebu glicerola i
5-hidroksimetilfurfurala, a znacajno manje na sukcinsku, fumarinsku i itakonsku kiselinu.*

5-hidroksimetilfurfural nije bio na listi iz 2004. godine, no privla¢i pozornost i zanimanje.%*
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Slika 15. Najkorisnije molekule iz bioizvora prema US Department of Energy (2004).5?

2.4. PRIMJERI FLOW-REAKCIJA

Kemija diazonijevih soli je jedno od podrucja sintetske kemije s opasnim kemikalijama buduéi da
su pomenute soli osjetljive na svjetlo i toplinu §to moZe dovesti do nekontrolirane dekompozicije uz
eksploziju. Obzirom da je sinteza korisna i primjenjuje se kod azo-boja, hidroksiarena i klorarena,
nuzna je rigorozona kontrola reakcijskih uvjeta prilikom sinteze na vecoj skali.! Fortt i suradnici®
su istrazivali sintezu klorarena u staklenom mikroreaktoru (dimnezije kanala: 150 um x 50 um x
3,6 cm) koja je prikazana na Shemi 1. Kod priprave diazonijeve soli vrlo opasan je izopentilni nitrit
koji se razgraduje i u hladnjaku tako da je njegova upotreba u industrijskoj skali limitirana.

Istrazivanje je pokazalo da je konverzija porasla na 71 % u odnosu na 40 % kod sinteze u tikvici.
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Shema 1. Sinteza i reakcija diazonijevih soli.

Lu i suradnici®® su proveli brzu radiokemijsku reakciju (Shema 2) kod koje je opéenito kratko
vrijeme poluzivota nekih izotopa ograni¢avajuéi faktor. Reakcija je provedena u staklenom

mikroreaktoru (dimenzije kanala: 220 um % 60 um x 1,4 cm).

(0} (e}
"cH
| AN OH ”CH3I | AN O/ 3
- 0
= DMF —
N N

Shema 2. Metiliranje 3-piridin-3-il-propanske kiseline.

Fotokemijske reakcije predstavljaju zeleni pristup sintezi kompleksnih molekula, no scale-up je
ograniCen jacinom izvora zra¢enja. Budu¢i da su stakleni mikroreaktori prozirni, idealni su za
istrazivanje fotokemijskih procesa.! Mizuno i suradnici® su prikazali poveéanje ucinkovitosti i
regioselektivnosti provodenjem intramolekulske fotocikloadicije 1-cijanonaftalenskog derivata u
prozirnom mikroreaktoru (Shema 3). Batch sintezom osvjetljavanjem ksenonskom lampom
(A > 290 nm) dobiveni su fotocikloadukti A (56 %) i B (17 %). Provedbom reakcije u mikroreaktoru

tijekom samo 3-4 minute zeljeni spoj A je dobiven u iskoristenju od 59 %, a B od 9 %.

CN /\)\ NC
OO o N v (290 nm)
MeCN

Shema 3. Fotocikloadicija 1-cijanonaftalenskog derivata.

Fotokemijska reakcija u mikroreaktoru moze se provesti i s plinovima, na primjer s molekulom

klora kao $to je prikazano na Shemi 4 u reakciji kloriranja toluen-2,4-diizocijanata.®

C12 hv
3H4C14

Shema 4. Fotokemijsko kloriranje toluen-2,4-d||zocijanata.
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Azidi su skupina spojeva korisna kod sinteti¢kih procesa, no zbog opasne priprave upotreba im je
ograni¢ena.! Kopach i suradnici® su razvili flow-reaktor primjeren za sintezu azida iz klorida
(Shema 5). Koriste¢i reaktor s kanalima od nehrdajuéeg ¢elika (dimenzije kanala: 1,59 mm (vanjski
promjer) x 0,64 mm (unutarnji promjer) x 63,1 m (duzina)) volumena 20 mL istrazivali su reakciju
pri razli¢itim temperaturama. Zakljucili su da su optimalni uvjeti od 90 °C s vremenom zadrzavanja
od 20 minuta ¢ime je dobiven azid s konverzijom od 97 %. Kontinuiranom sintezom tijekom

2,8 sati dobiveno je 25 g azida u iskoriStenju od 94 % nakon ekstrakcije.
Cl N

N3N3
90 °C, 20 min
FsC CF, FsC CFy

Shema 5. Sinteza azida.

Nakon optimiranja uvjeta za sintezu flucitozina u coil-reaktoru, Harsanyi i suradnici’® su proveli
scale-up u ¢ip-reaktoru i sintetizirali flucitozin iz otopine citozina u mravljoj kiselini i smjese fluora
s 10 % dusika (Slika 16). Reakcija je provedena pri 10 °C i atmosferskom tlaku s iskoristenjem od
83 %.

FLUCITOZIN

Slika 16. Sinteza flucitozina iz citozina.

Kirschning i suradnici’* proveli su Huisgenovu cikloadiciju vinilnog azida i alkina u
packed bed-reaktoru sa strugotinama bakra kao katalizatorom (Slika 17). Sintetizirano je 12

razli¢itih 1,4-disupstituiranih-1,2,3-triazola u iskoristenjima od 39-78 %.
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Slika 17. Huisgenova cikloadicija vinilnog azida i alkina s Cu-katalizatorom.

Na Slici 18 prikazana je viSestupnjevita sinteza fanetizola u coil-reaktorima. Otopljeni
2-feniletil-izotiocijanat se uvodi u ohladenu cijev u koju se uvodi i amonijak. Amonijak se otapa i
reakcijska smjesa se uvodi u coil-reaktor te zagrijava 20 minuta na 100 °C. Nastaje derivat tiouree
kao intermedijer i u sustav se uvodi otopina 2-bromacetofenona. Nova reakcijska smjesa ulazi u
novi coil-reaktor i zagrijava 5 minuta na 100 °C te nastaje produkt fanetizol u iskoriStenju od
99 %."

o
B A\ Ph
DME/H,O/DMF FANETIZOL
7N
S /)
NH
i PH
Ph\/\NJ\NHz "

Slika 18. Visestupnjevita sinteza fanetizola.
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. UVOD

Acetilkolin (ACh) strukture kao na Slici 1 je prvi otkriveni i jedan od glavnih prijenosnika ziv¢anih
impulsa koji djeluje na $irokom podru¢ju.”® Tijekom neurotransmisije acetilkolin se ispusta iz
sinaptickog mjehuri¢a presinaptickog neurona u sinapticku pukotinu i veze se na acetilkolinske
receptore na postsinaptickoj membrani neurona.”>’* Vezanje ACh na receptore rezultira
depolarizacijom membrane i daljnjim prijenosom Zziv€anog impulsa. Enzim acetilkolinesteraza
(AChE) hidrolizira ACh ¢ime se ponovno uspostavlja polarizacija membrane i prestaje prijenos
signala.” Produkt hidrolize, kolin vraéa se u presinapti¢ki neuron i s acetil-COA stvara novi
acetilkolin.”® Hidroliza ACh je neophodan proces kod zdravih ljudi budu¢i da njegovo nakupljanje
dovodi do prekomjerne stimulacije i poremecaja zivéanih impulsa te pojave ataksije, respiratorne

paralize, napadaja, kome te na kraju i smrti.”

0 CHs
CH
)k | o
+
HaC 0/\/ \CH3

Slika 1. Struktura acetilkolina.

Butirilkolinesteraza (BChE) je enzim analogan AChE koji preferirano hidrolizira vece supstrate od
acetilkolina, no kada je AChE potroSena ima ulogu koregulatora kolinergi¢ne transmisije i
hidrolizira ACh.”®7" Nalazi se u centralnom nervnom sustavu (CNS), no veéina je u plazmi pa je
BChE sakupljac raznih Stetnih tvari (organofosfati, karbamati...) prije no §to dodu do AChE i
uzrokuju njenu inhibiciju.”®’® Kolinesteraze mogu biti inhibirane reverzibilnim inhibitorima koji
imaju terapeutski u¢inak i djeluju samo odredeno vrijeme dok se enzim ne reaktivira spontano ili

ireverzibilnim inhibitorima koji se vezu kovalentno i toksi¢ni su.”®

Alzheimerova bolest (engl. Alizheimer’s disease, AD) je progresivni i degenerativni poremecaj
mozga te najéeS¢i oblik demencije kod starijih osoba. Bolest je povezana s disfunkcijom
kolinergi¢nog sustava i smanjenom razinom acetilkolina u mozgu $to uzrokuje probleme s u¢enjem,
paméenjem i izvodenjem svakodnevnih aktivnosti.?®% AD se ne moze izlijeciti, no postoje
terapeutici koji usporavaju njezin napredak i olak3avaju simptome.8®¢ Trenutno odobreni lijekovi
uklju¢uju inhibitore kolinesteraza, osobito reverzibilne inhibitore acetilkolinesteraze (AChE).86#7

Utvrdeno je da kod AD aktivnost AChE opada, dok aktivnost BChE ostaje nepromijenjena ili se
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povecava §to govori da znacaj BChE kod hidrolize ACh tijekom bolesti raste i BChE ima znacajnu

ulogu kod razvoja bolesti.”’

Kvaterni oksimi pokazali su se kao dobri reaktivatori AChE inhibirane organofosfatnim zivéanim
otrovima cijepanjem veze izmedu fosfilne skupine i enzima.®® Oksimi osim AChE mogu reaktivirati
1 BChE), ali i inhibirati aktivnost oba enzima. Vrlo vazni su kod reaktivacije AChE u nikotinskoj
sinapsi i obnovi neuromuskularne funkcije te reverzibilne paralize skeletnih misi¢a.?® O- i N-alkilni
derivati oksima pokazali su fiziolosku i biolosku aktivnost kao antibiotici i antihistaminici.®**® Ovi
spojevi korisni su kao polazni materijali u konstantno rastu¢oj farmaceutskoj industriji i istrazivano

je alkiliranje aldoksima i ketoksima s alkil halogenidima.®%

Benzobiciklo[3.2.1]oktadieni pokazali su se kao potencijalni lijekovi CNS. Prethodno sintetizirani
derivati benzobiciklo[3.2.1]oktadiena preliminarno su testirani kao inhibitori kolinesteraza i
rezultati su u procesu publiciranja. Budu¢i da su rezultati inhibicije obecavajudi, istrazivana je
daljnja funkcionalizacija osnovnog skeleta. Cilj je sintetizirati knjiznicu spojeva posebno novih
oksima i oksimskih etera. Kao pocetni supstrat izabran je formil-benzobiciklo[3.2.1]oktadien 1
(Slika 2) koji se prevodi u oksim 2 kao intermedijer do oksimskih etera. Prema predvidanju ADME
svojstava putem Pass (in silico) programskog paketa [http://www.way2drug.com/PASSOnline/],
oksimski derivati pokazali su dobru permeabilnost kroz krvno-mozdanu barijeru i optimalnu

lipofilnost prema kojima bi ovi spojevi trebali imati dobre predispozicije da postanu lijekovi za

CNS.
(0] (0]
1 2

Slika 2. Struktura formil-benzobiciklo[3.2.1]oktadiena 1 i odgovarajuceg oksima 2.

3.2. OKSIMI | OKSIMSKI DERIVATI

Oksimi i njihovi derivati su od Sirokog interesa kao bioloski aktivne molekule sa Sirokim spektrom
djelovanja.?® Oksimski eteri pokazali su antiprotozoarnu, antibakterijsku, antienterovirusnu,
antifungalnu, antineoplastiénu, antikonvulzivnu i antimikrobiologku aktivnost.%”-1%? Primjenjuju se i

kao nesteroidni protuupalni lijekovi,® beta adrenergicki lijekovi,® inhibitori plijesni'® i regulatori
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staniénog rasta.®® Razni oksimski derivati pokazali su i antikolinergi¢nu, insekticidalnu i
akaricidnu aktivnost.193-1% Oksimi djeluju kod neurodegenerativnih bolesti poticanjem ekspresije
proteina toplinskog Soka i poticanjem normalnog smatanja proteina, a degradaciju Krivo
smotanih.'® Oksimski derivati pokazuju i dobra svojstva kod ateroskleroze inhibicijom enzima
lipoprotein-vezana fosfolipaza A2 (Lp-PLA2) koja je povezana s prevencijom i lijeCenjem
ateroskleroze.1%” Oksimi i njihovi derivati imaju vaznu ulogu kod biljaka u regulaciji rasta, obrane,
privladenja za oprasivanje i komunikaciji s okolinom u obliku hlapljivih organskih spojeva.l081%

Vecina izoliranih oksima i oksimskih etera iz biljaka jednostavni su derivati aminokiselina, dok su

\)\/ Hou HO., /\/@
o /\/O \N/\/\H‘\
N~ F
N HO“'\N

Slika 3. Strukture nekih oksima i oksimskih etera izoliranih iz biljaka.

ZT

Najucestalija primjena oksima je u terapiji trovanja organofosfatima do kojeg moze do¢i izlaganjem
pesticidima 1ili Ziv€anim bojnim otrovima. Oksimi odgovarajue strukture reaktiviraju
organofosfatima inhibiranu AChE u zadovoljenim uvjetima (pKa, pH, temperatura, tlak...).}*"14
Za sada su oksimi najbolji nukleofili koji pri fizioloskom pH mogu pocijepati vezu
enzim-organofosfat.!*® Oksim napada elektrofilni fosforov atom ¢ime se cijepa veza fosfor-serin i
nastaje slobodan enzim i fosfilirani oksim (Shema 1).1'® Odabrani oksim ne smije imati afinitet za

reinhibicijom buduéi da fosfilirani oksim moze reinhibirati AChE ja¢e od pocetne inhibicije.**’

R [ R
/ /x ” ) :T:) ‘0"
_— ——N
2 \ \O---\:P\ \ !:|
R O——AChE H WSS GhE H
R

1

+ “o—AchE
R1

Oksim Fosforilirani enzim

R = alkil, aril
R' R? = supstituenti OP spoja

Shema 1. Mehanizam oksimske reaktivacije fosforilirane AChE.

Za medicinsku upotrebu odobreni oksimi su pralidoksim (2-PAM), HI-6, obidoksim i trimedoksim
(TMB-4) (Slika 4).1® Tako se veéina istrazivanja i razvoja temelji na spojevima s pozitivnim N

atomom piridinskog prstena, nabijeni oksimi slabo prolaze krvno-mozdanu barijeru pa se sve vise

22



istrazuju nenabijeni alifatski oksimi.*'®12? Koncentracija nabijenih oksima u mozgu ne prelazi 10 %
koncentracije u plazmi pa djeluju uglavnom na periferni ziv¢ani sustav i reaktiviraju tek mali dio
inhibirane AChE u mozgu.'?® Danas se kao terapija pri trovanju organofosfatima primjenjuje
kombinacija antikolinergika (atropin), oksima i antikonvulziva (diazepam)*?*!%® koja se mora

primijeniti u §to kraéem roku.

HON/\O O/\NOH
/N\ + +
2-PAM = N\/\/N A

TMB-4
NOH HI-6 Obidoksim

Slika 4. Strukture klini¢kih oksima kao reaktivatora ChE.

Oksimi mogu biti toksi¢ni 1 interferirati s drugim lijekovima te jo§ uvijek ne postoji univerzalni
reaktiviraju¢i oksim pa je sinteza novih oksima od stalnog interesa.'?®'?" Trenutno dizajnirani
oksimi su uglavnom reaktivatori AChE, a vrlo malo je onih za BChE koja je prirodni cista¢
organizma i uc¢inkoviti reaktivator mogao bi koristiti za preventivne svrhe.!*® Budu¢i da ulaze u
aktivno mjesto enzima, oksimi mogu biti i reverzibilni inhibitori AChE 1 BChE $§to bi takoder
koristilo za preventivnu primjenu, ali i kod smanjenja simptoma Alzheimerove bolesti buduci da se

inhibicijom enzima razina acetilkolina povecava, ¢iji nedostatak uzrokuje simptome.

3.2.1. Sinteza oksima i oksimskih etera

Formilni derivat furo-benzobiciklo[3.2.1]oktadiena 1 prethodno je prireden u laboratoriju,'?® a u
ovom radu sluzi kao pocetni spoj za sintezu biciklickog oksima 2 koji se dalje prevodi u oksimske

etere 3-6 (Shema 2), potencijalne inhibitore kolinesteraza.

R-Br
| \_/° HONH,xHCI | N\ ANTOH  K,CO4 | \__/N-or
piridin, etanol o aceton
o 90 min, refluks 78 h, refluks 0
1 2 3-6
3: R = 3-klor-1-propil
4: R = alil
5: R = izopropil
6: R = acetil

Shema 2. Sinteza oksima 2 i oksimskih etera 3-6.
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Na Shemi 3 prikazana je sinteza formil-benzobiciklo[3.2.1]oktadiena 1 Vilsmeierovom reakcijom

formiliranja iz odgovarajuéeg nesupstituiranog benzobiciklickog fotoprodukta.

DMF
(0] (0]
1

Shema 3. Vilsmeierova sinteza formil-benzobiciklo[3.2.1]oktadiena 1.

Reakcijom POCI; i N,N-dimetilformamida (DMF) in situ nastaje Vilsmeierov kompleks za
formiliranje koji s furo-benzobiciklo[3.2.1]oktadienom reagira u formilni derivat 1. Na Shemi 4
prikazan je mehanizam reakcije.
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Shema 4. Mehanizam Vilsmeierove reakcije formiliranja.

POCI3 je prozirna dimeca tekuéina oStrog mirisa koja nagriza metale i tkivo. Otrovan je ako se
udiSe ili proguta. Jako iritira koZu i tkiva uzrokujué¢i opekline sluznice usta i probavnog trakta Sto
moze biti smrtonosno. Burno i egzotermno reagira s vodom uz moguce prskanje pri ¢emu nastaju
dimeca fosforna i klorovodic¢na kiselina, a reagira i s vlagom iz zraka. Zagrijavanjem se oslobadaju
otrovni, korozivni i iritantni plinovi fosfornih oksida i klorida pa se dobivanje Vilsmeierovog
kompleksa provodi pri snizenim temperaturama. POCI3 se dodaje tek kada je temperatura DMF
manja od 10 °C. POCIs moze zapaliti druge zapaljive materijale kao $to su drvo, ulje ili papir i
moze eksplozivno reagirati s acetonom ili drugim ketonima 1 diizopropil eterom ili drugim eterima
u prisutnosti metalnih soli u tragovima, a s cinkovim prahom izaziva trenutno zapaljenje
oslobodanjem fosfinskog plina.!® Zbog navedenih svojstava POCI; zahtijeva posebno oprezno
rukovanje pa je prvi put provedena i flow-sinteza formil-benzobiciklo[3.2.1]oktadiena 1 u

mikroreaktoru (Poglavlje 3.3. Mikro-flow formiliranje).
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Prema Shemi 2 formilni derivat 1 s hidroksilamin-hidrokloridom reagira u odgovarajuci biciklicki
oksim 2, no tijekom reakcije uslijed zagrijavanja dolazi i do otvaranja furanskog prstena i nastanka
razli¢itih oksimskih derivata (Shema 5). Furanski prsten moze se otvoriti u dva smjera. Kod
orijentacije a furanski prsten cijepa se izmedu kisika i biciklickog alifatskog dijela molekule. U
ovom slucaju kisik postaje supstituent alkilnog dijela molekule u obliku hidroksilne ili karbonilne
skupine. Spojevi 2a i 2a’ imaju hidroksilnu skupinu, a razlikuju se po polozaju dvostruke veze.
Jedna dvostruka veza iz furanskog prstena ostaje kao dio biciklickog ostatka u oba spoja, a druga
moze zauzeti dva polozaja. Spoj 2a°” ima karbonilnu skupinu i dvostruku vezu od furanskog prstena

samo kao dio biciklickog ostatka molekule.
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Shema 5. Dva nacina otvaranja furanskog prstena kod oksima 2.

Na Slici 5 prikazane su strukture izoliranih oksima koji su okarakterizirani NMR spektroskopijom.
Za zatvoreni oksim 2 u *H NMR spektru karakteristi¢an signal je singlet s pomakom na ~6 ppm koji
se odnosi na vodikov atom furanskog prstena $to je potvrda da je oksim Ssa zatvorenim furanskim
prstenom, za razliku od otvorenih oksima 2a’ i 2b koji nemaju takav signal. Svi prikazani oksimi
imaju signale karakteristi¢ne za Cetiri aromatska protona na ~7 ppm koji se u spektru pojavljuju kao
multipliciteti ili dubleti i dubleti-dubleta s aromatskom spregom ~7 Hz. U aromatskom podrué¢ju
vidi se i vodik na C atomu oksimske skupine, dok se hidroksilna skupina na N atomu ne vidi u
spektru niti jednog prikazanog oksima. U *H NMR spektru oksima 2 najmanji kemijski pomak
imaju protoni metilenskog mosta i vide se kao multiplet na 2,40-2,37 ppm. Najodsjenjeniji proton
biciklickog dijela je vodik koji se nalazi izmedu dva aromatska prstena i pojavljuje se kao dublet na
4,62 ppm. Proton koji se nalazi izmedu benzenskog prstena i CH2 skupine je na 3,81 ppm kao
dublet, dok se protoni CH> skupine vide kao multiplet na 3,59-3,54 ppm. Kod oksima 2a’, izuzevsi
aromatske protone i proton oksimske skupine, najdosjenjeniji je vodik vinilne skupine u alifatskom
dijelu oksima i vidi se kao multiplet na 6,76-6,72 ppm, nakon kojeg slijede vinilni protoni ciklickog

dijela kao zasebni signali na 6,37 ppm (dublet-tripleta) i 5,33 ppm (dublet-tripleta). Ostali protoni



biciklo-dijela slijede slican trend kao oni kod oksima 2: najodsjenjeniji je proton izmedu dvije
aromatske jezgre kao multiplet na 4,00-3,97 ppm, zatim protoni uz benzenski prsten i alifatski dio te
protoni metilenskog mosta s najmanjim kemijskim pomakom. U *H NMR spektru oksima 2b nakon
aromatskih i oksimskog protona najveéi kemijski pomak ima vinilni proton Koji se javlja kao
multiplet na 5,38-5,33 ppm. Slijede protoni biciklo-dijela molekule s pomacima sli¢nog trenda kao
kod prethodnih oksima, s time da se prije protona metilenskog mosta vide protoni CH> skupine

alifatskog dijela kao multiplet na 2,37-2,34 ppm.

O
2
U @Ebfv
HO 6}
2a' 2b

Slika 5. 1zolirani i okarakterizirani oksimi 2, 2a’ i 2b.

Tijekom sljedeceg stupnja sinteze (Shema 1), odnosno dobivanja oksimskih etera 3-6 dobiveni su
spojevi prikazani na Slici 6 koji su izolirani i okarakterizirani NMR spektroskopijom. Navedeni
oksimski eteri imaju zatvoreni ili otvoreni furanski prsten. U ovom trenutku se ne moze potvrditi
kada je prilikom sinteze doSlo do otvaranja prstena. Zanimljivo je za uociti kako je kod svih
izoliranih etera s otvorenim furanskim prstenom kisikov atom, kao karbonilna ili hidroksilna
skupina, ostao vezan za ciklicki dio $to dovodi do zakljucka da oksimi koji imaju kisik vezan za

cikli¢ki dio lakse reagiraju u etere od oksima s kisikovim atomom vezanim za alifatski dio.

o oo
@b@ m o~
N\OX @Ef\#%

Slika 6. Izolirani i okarakterizirani oksimski eteri kao potencijalni inhibitori kolinesteraza.
Obzirom na prisutnost signala na ~6 ppm kao singleta u *H NMR spektrima, zaklju¢eno je radi li se

0 oksimskim eterima sa zatvorenim ili otvorenim furanskim prstenom. Zatvoreni oksimski eter 4 s
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alilnom skupinom vezanom na kisik i 6 s acetilnom skupinom imaju analogne pomake kao kod
zatvorenog oksima 2 s dodatnim signalima za alilnu skupinu na 7,37-7,01 ppm (multiplet) i
6,67 ppm (dublet) za vinilne protone te 2,40-2,28 ppm za protone CH2 skupine spoja 4 te za
acetilnu skupinu signal na 1,32 ppm (singlet) za metilne protone. Otvoreni oksimski eter 3a jedini
od izoliranih etera ima karbonilnu skupinu na ciklickom dijelu molekule i analogne je strukture
oksimu 2b s propilkloridnom skupinom vezanom za kisik. Karakteristiéni pomaci u 'H NMR
spektru su za O-CH: protone na 4,34 ppm kao triplet, za CI-CH2 protone na 4,32-4,36 ppm kao
multiplet i CH; protone izmedu na 3,66 ppm Kkoji pokazuju triplet. Kod spoja 5a nakon aromatskih i
oksimskog protona najdosjenjeniji su vinilni protoni. U spektru se na 6,71-6,69 ppm (multiplet)
nalazi vinilni proton ciklickog dijela, a na 6,25 ppm (dublet) vinilni proton alifatskog dijela
molekule. Slijedi metinski proton kao multiplet na 4,34-4,29 ppm pa signal OH skupine na
4,27 ppm (dublet). Na 4,18 ppm kao multiplet vide se metilenski protoni, a zatim slijede protoni
ciklickog dijela sa slicnim trendom pomaka kao kod prethodnih spojeva. Najzasjenjeniji su metilni
protoni na 1,43 ppm (dublet). Oksimski eter 5b se od 5a razlikuje po nedostatku dvostruke veze u
ciklickom dijelu pa vise protona pokazuje signale u spektru. Najodsjenjeniji su aromatski, oksimski
i vinilni protoni nakon kojih se u spektru na 5,01 ppm kao dublet vidi proton C atoma na koji je
vezana OH skupina koja pokazuje signal na 3,65 ppm (singlet). Na 4,55-4,51 ppm kao multiplet
vidi se signal za O-CH proton nakon kojeg slijedi multiplet na 4,35-4,27 ppm za metilenske protone
alifatskog dijela 1 proton ciklickog dijela izmedu benzenskog prstena i dvostruke veze. Slijede
signali za ostale protone ciklickog dijela analognih pomaka kao i u prijasnjim sluc¢ajevima, a
nazasjenjeniji su metilni protoni na 1,37 ppm (dublet). Spoj 6a ima jednaki kostur kao 5b, a razlika
je u acetilnom supstituentu 1 karakteristiCan je signal metilnih protona uz karbonilni ugljik na

3,70 ppm (singlet).

3.3. MIKRO-FLOW FORMILIRANJE

Kao $to je ve¢ detaljno opisano u op¢em dijelu, flow-kemija pokazuje niz prednosti kod sinteze s
opasnim kemikalijama, ali i kod egzotermnih reakcija kakva je i reakcija Vilsmeierovog
formiliranja. Provodenjem flow-sinteze umjesto Sarzne, treba takoder biti vrlo oprezan jer je uvijek
moguca greska u opremi, ali i ljudska, te treba dobro definirati uvjete pri kojima ¢e se reakcija
provoditi, no opasnosti su znacajno smanjene boljom kontrolom reakcijskih parametara i

¢injenicom da se radi s manjom koli¢inom opasnih kemikalija.
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Flow-formiliranje u ovom radu provedeno je u Cip-mikroreaktoru volumena 8,6 uL u 3 razlicita
eksperimenta s razli¢itim protocima reaktanata (Poglavlje 4. Eksperimentalni dio; 4.3. Mikro-flow
formiliranje). Prije provedenih eksperimenata, u laboratoriju je izveden eksperiment s protocima
20-100 pL min? od kojih se prema UPLC-MS protok od 20 pL min™' pokazao kao najbolji.
Prikazani eksperimenti provodili su se od 20 uL min prema manjim protocima. Ovakav tip sinteze
prvi put je proveden u nasem laboratoriju i buduci da se pokazala kao siguran na¢in dobivanja spoja
koji je pocCetni intermedijer za daljnje reakcije, cilj je u buduénosti nastaviti s optimiranjem uvjeta i
dobiti jo$ veca iskoristenja i koli¢ine spoja 1 koji ¢e se Koristiti u daljnjoj sintezi novih oksimskih i

drugih derivata, potencijalno bioaktivnih spojeva.

U prvom eksperimentu (Poglavlje 4.3.1) u ¢ip-reaktor pomoc¢u dvije pumpe uvode se otopina
furo-benzobiciklo[3.2.1]oktadiena u DMF i otopina POCIls u DMF. Za svaki protok po tri puta je
sakupljeno 100 pL produkta i u svaki uzorak je dodano 500 pL destilirane vode za zaustavljanje
reakcije. Prema TLC plocici razvijenoj u DCM konverzija je potpuna i nema pocetnog spoja
(aldehid ostaje na startu TLC plocice). Cis¢enje je provedeno na preparativnom HPLC-u i izolirano
je 20 mg produkta (85 %). Od uzoraka je snimljen UPLC-MS koji pokazuje da je najveca koli¢ina
produkta dobivena s protokom od 16 pL min™ pa od 14 L min (Tablica 1). Iskoristenje se dobilo
tako da je stavljeno cca 25 mg na preparativni HPLC 1 nakon ¢iS¢enja izolirano je 20 mg Cistog

spoja, tj. aldehida (preracunato je iz ukupnog volumena sakupljenog uzorka).

Tablica 1. Najbolji protoci prvog eksperimenta mikro-flow formiliranja prikazani s vremenom
odbacivanja, 4z i vremenom sakupljanja, t.

Protok (uL min™) 4t (min) t (min) Oznaka vijale
16 2,075 6,25 2A, 2B, 2C
14 2,37 7,14 3A, 3B, 3C

U drugom eksperimentu (Poglavlje 4.3.2) serijski su spojena dva cip-mikroreaktora, svaki s dva
ulaza i jednim izlazom. U prvi mikroreaktor koji se hladi u ledenoj kupelji na 0-10 °C ulaze DMF i
POCIs, a izlaz s nastalim kompleksom za formiliranje spojen je s jednim ulazom u sljedeci
mikroreaktor u koji jo§ ulazi i furanski biciklicki supstrat za formiliranje, otopljen u DMF. Za svaki
protok sakuplja se 300 pL izlaza (konac¢ni produkt) po tri puta. Ovakva izvedba pokazala se
kompliciranom budu¢i da ulazi POCls, DMF i biciklo-spoja imaju razli¢ite protoke sa znacajnom

razlikom. U Tablici 2 prikazani su protoci pojedinih kemikalija. Kod slucaja gdje je protok POCls
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2 uL min? procurio je klip pumpe i uzorci su odbadeni, no ponavljanjem je reakcija uspjesno

provedena. Prema TLC plocici produkt nastaje, ali ostaje pocetnog spoja.

Tablica 2. Protoci u drugom eksperimentu mikro-flow formiliranja s dva serijski spojena

mikroreaktora prikazani s vremenom odbacivanja, 4z i vremenom sakupljanja, t.

Protok 47 (min) t (min) Oznaka vijale
1 uL mint POCls3
16 pL min! DMF 2 9,5 8A, 8B, 8C

16 uL min spoj
2 uL mint POCl; ,

32 uL min" DMF o . 5 10A, 10B, 10C
*procurio klip, odbaciti

32 puL min™ spoj

U tre¢em eksperimentu (Poglavlje 4.3.3) ponovljen je postupak kao u prvom eskperimentu, no s
ve¢im koli¢inama i1 sakupljano je 500 puL produkta. Ovim eksperimentom promatralo se utjece li na
reakciju i ako se produkt sakuplja u suhu vijalu pa se dodaje voda ili ako se sakuplja u vijalu s
500 uL vode. Pokazalo se da nacin sakupljanja ne utjece i reakcijske smjese imaju podjednaki

sastav. Kao najbolji protoci su se ponovno pokazali oni od 16 i 14 pL min™.

3.4. PRIKAZ OKSIMA | OKSIMSKIH ETERA U AKTIVNOM MJESTU AChE | BChE
POMOCU SeeSAR PROGRAMSKOG PAKETA

Na Slici 7 prikazane su strukture oksima i oksimskih etera kojima se pomoc¢u SeeSAR programskog
paketa procjenjivala konformacija koju kao inhibitori zauzimaju u aktivnom mjestu AChE i BChE
te postoje li interakcije s aminokiselinama enzima u obliku vodikovih veza ili n-nt interakcija. Osim
kompetitivne inhibicije kojom se inhibitor natjee s prirodnim supstratom za aktivno mjesto,
inhibicija moze biti 1 nekompetitivna vezanjem na drugom poloZaju enzima $to moze uzrokovati
promjenu aktivnog mjesta i da prirodni supstrat ne moze uéi. Stvarna inhibicija enzima odredenim
spojevima odredit ¢e se eksperimentalno nakon sinteze, no pomoc¢u SeeSAR programskog paketa

moze se usmjeriti sinteza pod pretpostavkom Kkoji su spojevi najbolji inhibitori.
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Slika 7. Oksimi i oksimski eteri ¢iji je smjestaj u aktivno mjesto AChE i BChE analiziran u

programskom paketu SeeSAR.

Na slikama koje slijede prikazane su konformacije odredenih spojeva u aktivnom mjestu AChE
(lijevo) 1 BChE (desno). Atomi koji su vrlo povoljni oznaceni su zelenom, a nepovoljni atomi

smedom bojom. Vodikove veze vidljive su kao zelene isprekidane linije.

Na Slici 8 u aktivnom mjestu AChE i BChE smjesten je zatvoreni biciklo oksim 2 koji zauzima
dobar polozaj u aktivnom mjestu oba enzima. Kod AChE kao najpovoljniji se pokazuje biciklicki
dio molekule. N atom nije previse povoljan, no stvara vodikovu vezu s Asp72. Kod BChE vazniji je
lanac molekule i N atom je povoljniji stvaraju¢i vodikovu vezu s aminokiselinskim ostatkom, a H

atom oksimske skupine stvara vodikovu vezu s His438.
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Slika 8. Oksim 2 u aktivnom mjestu AChE (lijevo) i BChE (desno).

Otvoreni oksim 2a’ u aktivnom mjestu AChE stvara vodikove veze izmedu N atoma i Tyr121 te H
atoma oksimske skupine i aminokiselinskog ostatka. Kao nepogodno mjesto u strukturi pokazuje se
biciklicki dio, koji puno bolje pristaje u aktivno mjesto BChE kod koje je takoder prisutna vodikova
veza izmedu H atoma oksimske skupine i aminokiselinskog ostatka (Slika 9).

N\OH
HO

2a'

Slika 9. Otvoreni oksim 2a’ u aktivnom mjestu AChE (lijevo) i BChE (desno).
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Izopropilni eter oksima 5 prema predvidanjima ne zauzima obecavajuéi polozaj u aktivnom mjestu
AChE. Dosta atoma ima nepovoljan polozaj i niti jedan ne stvara vodikove veze. Kod BChE
situacija je znacajno bolja §to se tie polozaja atoma i vodikovih veza koje stvaraju N i O atomi

oksimske skupine (Slika 10).

Dl
O

5

Slika 10. l1zopropilni eter oksima 5 u aktivnom mjestu AChE (lijevo) i BChE (desno).

Benzilni eter oksima 13 pokazuje slabo pristajanje u aktivno mjesto AChE, dok je kod BChE
situacija potpuno drugacija i jedini neodgovaraju¢i atom je C oksimske skupine, no ne znacajno.

Pogoduje i vodikova veza koju stvara O atom oksimske skupine (Slika 11).
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Slika 11. Benzilni eter oksima 13 u aktivnom mjestu AChE (lijevo) i BChE (desno).

Osim kod oksima 2 koji dobro ulazi u aktivno mjesto oba enzima, ostali prikazani potencijalni
inhibitori o¢ekivano bolje ulaze u aktivno mjesto BChE, budu¢i da je ono vece. Eksperimentalno
odredivanje inhibicije dat ¢e informacije o pravoj inhibiciji. U Prilogu na kraju rada nalaze se slike

svih ostalih analiziranih spojeva u aktivnom mjestu enzima sa Slike 7 koji ovdje nisu prikazani.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO
Op¢e napomene

Kromatografska odjeljivanja su provedena na kolonama punjenim silikagelom (Fluka 0,063-0,2 nm)
I na plo¢ama presvucenim tankim slojem silikagela (0,2 mm, 60 F2s4, Merck).

Za identifikaciju sintetiziranih spojeva i odredivanje njihove Cisto¢e KkoriStena je nuklearna
magnetska rezonancija (*H i 3C NMR). Spektri *H i 3C NMR snimljeni su na instrumentima
Varian Gemini 300 na 300 MHz (*H NMR), odnosno 75 MHz (**C NMR) te Bruker AV-600 na
600 MHz (*H NMR), odnosno 150 MHz (3*C NMR). Spektri su snimani u CDCl; kao otapalu uz
tetrametilsilan kao unutarnji standard. Za asignaciju signala koriStene su dodatne tehnike: 2D-CH
korelacija (HSQC), 2D-HH-COSY i NOESY. Koristene su kratice s - singlet, d - dublet, t - triplet,
dd - dublet dubleta, ddd - dublet dubleta dubleta i m - multiplet.

Otapala su prociSéena destilacijom, a nakon provedbe reakcije uklonjena su s rotacionim
upariva¢em pod snizenim tlakom. Skrac¢enica DMF odnosi se na N,N-dimetilformamid, PE/DCM
na smjesu petroleter/diklormetan, a DCM/E na diklormetan/dietileter.

Pocetni spoj 1 prireden je u laboratoriju,'?® a reagensi koristeni kod sinteza su kupovne kemikalije.

4.1. SINTEZA OKSIMA

| \_A _HONHpxHCI | \ N~oH
o p|r|d|n etanol
1

90 min, refluks

U tikvicu s okruglim dnom u kojoj se nalazi 50 mg aldehida 1 (0,223 mmol, 1 ekv) otopljenog u
1 mL apsolutno suhog etanola p.a. (3A sita) dodano je 8 mg hidroksilamin hidroklorida
(0,112 mmol, 0,5 ekv) i1 0,05 mL piridina. Reakcija se mijesa i zagrijava na magnetskoj mjesalici u
uljnoj kupelji do 78 °C 1 refluksira 1 h nakon €ega se upari etanol do suha. Uzorak se nanese na
silikagel i procisti kolonskom kromatografijom s PE/DCM promjenjive polarnosti kao eluensom.
Produkt je dodatno procis¢en tankoslojnom kromatografijom u DCM/E = 30:1. Izolirani produkt
okarakteriziran je NMR spektroskopijom koja je pokazala da nije dobiven produkt sa Sheme 1, ve¢

se otvorio furanski prsten i dobiveno je 16 mg otvorenog oksima 2a’ (30 %).
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(4R,9R)-9,10-dihidro-4H-4,9-metanobenzo[4,5]ciklohepta[1,2-b]furan-2-karbaldehid (1)

1: 1it.128 50,0 %; R; (petroleter / dietileter = 20 : 1) = 0,23; Zuta krutina; t; = 135 °C; UV (EtOH)
Amax (e/dm® mol™t cm™): 308 (16794) nm; IR (KBr) vmadcm™: 1666 (C=0), 1504 (C=C); *H NMR
(CDCls, 300 MHz) &ppm: 9,41 (s, 1H, CHO), 7,32 (dd, 1H, J = 7,2; 1,4 Hz, Ha), 7,16-7,08 (m,
4H, 3Har, Hr), 3,91 (d, 1H, J = 4,4 Hz, Ha), 3,66 (dt, 1H, J = 4,9; 0,5 Hz, Hg), 3,20 (dd, 1H,
J=17,8; 4,9 Hz, Hc), 2,72 (dd, 1H, J = 17,8: 0,5 Hz, Hp), 2,48 (ddd, 1H, J = 10,7; 4,9; 4,4 Hz, Hg),
2,4 (d, 1H, J = 10,7 Hz, Hf); *C NMR ( CDCls, 75 MHz) dppm: 176,6 (d), 156,0 (s), 151,3 (s),
150,6 (s), 144,1 (s), 128,5 (s), 126,9 (d), 126,9 (d), 124,1 (d), 121,0 (2*d), 42,5 (t), 39,6 (d), 39,1
(d), 31,4 (); MS m/z (EI) 224 (M*, 100 %), 167 (23), 115 (10).

(1E,22)-3-((5S,6S,9R)-6,9-dihidro-5H-5,9-metanobenzo[ 7]anulen-6-il)-2-hidroksiakril aldehid
oksim (2a")

e F H
Al N—OH
oS
G
D
5 OH
C

2a': zuto ulje, Ry (diklormetan) = 0,73; *H NMR (CDClz, 600 MHz) dppm: 7,19 (m, 1H, Hg),
7,13 (d, 1H, J = 7,3 Hz, Ha/), 7,04 (dd, 1H, J = 7,5; 1,0 Hz, Ha/), 6,81 (dd, 1H, J = 7,6; 1,0 Hz,
Har), 6,76-6,72 (m, 1H, Hy), 6,37 (dt, 1H, J = 9,6; 2,5 Hz, Hew), 6,18 (d, 1H, J = 7,2 Hz, Ha),
5,33 (dt, 1H, J = 9,6 Hz, Hcp), 4,00-3,97 (m, 1H, Ha), 3,39 (t, 1H, J = 5,2 Hz, Hgx), 3,30 (dd, 1H,
J=5,2; 4,6 Hz, Hey), 2,54-2,51 (m, 1H, He), 2,39 (d, 1H, J = 9,8 Hz, HF).

Eksperiment je ponovljen sa 100 mg aldehida 1 (0,446 mmol, 1 ekv) u 2 mL apsolutno suhog
etanola p.a. i sa 16 mg hidroksilamin-hidroklorida (0,223 mmol, 0,5 ekv) i 0,1 mL piridina. Uzorak
se procisti kolonskom kromatografijom s PE/DCM = 6:4 kao eluensom te dodatno tankoslojnom
kromatografijom u DCM. NMR spektar izoliranog produkta pokazuje da se furanski prsten opet

otvorio, no na drugaciji nacin te je dobiveno 8 mg (7,5 %) oksima 2b.
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(1E,32)-3-((5R,9R)-7-0kso0-5,7,8,9-tetrahidro-6H-5,9-metanobenzo[ 7]anulen-6-iliden) propanal
oksim (2b)

2b: blijedo Zuto ulje, Rf (diklormetan) = 0,6; *H NMR (CDCls, 600 MHz) dppm: 7,74 (m, 5H, Har,
Hc), 5,38-5,33 (M, 1H, Hu), 4,32-4,27 (m, 1H, Ha), 3,82 (d, 1H, J = 2,7 Hz, Hg), 3,65 (t, 1H,
J=6,7 Hz, Hep), 3,59-3,54 (t, 1H, J = 6,7 Hz, He), 2,37-2,34 (m, 2H, CH>), 2,34-2,29 (m, 2H,
He,HF).

Zeljeni produkt 2 izoliran je kao neizreagirani reaktant (10 mg) kod sinteze oksimskog etera 4
(Poglavlje 4.2. Sinteza oksimskih etera).

(E)-9,10-dihidro-4H-4,9-metanobenzo[4,5]ciklohepta[1,2-b]furan-2-karbaldehid oksim (2)
F
E O
N
AL
B
D
2: blijedo zuto ulje, Rr (petroleter / diklormetan = 1 : 1) = 0,33; *H NMR (CDCls, 600 MHz) Jppm:

7,36 (d, 1H, J = 6,6 Hz, Hg), 7,18-7,05 (m, 4H, Har), 6,06 (s, 1H, Hs), 4,62 (d, 1H, J = 2,5 Hz, Hp),
3,81 (d, 1H, J = 4,0 Hz, Hg), 3,59-3,54 (M, 2H, Hc,p), 2,40-2,37 (M, 2H, Hep).

4.2. SINTEZA OKSIMSKIH ETERA

R-Br
o aceton
2

78 h, refluks

3: R = 3-klor-1-propil
4:R = all
5: R = izopropil
6: R = acetil
U tikvicu s okruglim dnom u kojoj se nalazi 60 mg oksima (0,251 mmol, 1 ekv) otopljenog u 2 mL

acetona dodano je 28 pL 1-brom-3-klorpropana (0,276 mmol, 1,1 ekv) i 51,96 mg K.COs
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(0,376 mmol, 1,5 ekv). Reakcija se mijesa i zagrijava na magnetskoj mjesalici u uljnoj kupelji do
78 °C 1 refluksira 78 h nakon Cega se upari aceton do suha. Uzorak se procisti kolonskom
kromatografijom s PE/DCM = 3:1 kao eluensom i dodatno tankoslojnom kromatografijom u DCM.
Izolirani produkt okarakteriziran je NMR spektroskopijom koja je pokazala da je dobiveno 2 mg

(2,5 %) oksimskog etera s otvorenim furanskim prstenom 3a.

(1E,32)-3-((5R,9R)-7-0kso0-5,7,8,9-tetrahidro-6H-5,9-metanobenzo[7]anulen-6-iliden) propanal
O-(3-kloropropil) oksim (3a)

3a: zuto ulje, Rt (diklormetan) = 0,26; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) dppm: 7,31 (d, 1H, J = 7,1 Hz,
Ha), 7,25 (d, 1H, J = 1,0 Hz, He), 7,16 (d, 1H, J = 7,4 Hz, Ha), 7,04 (d, 1H, J = 1,0 Hz, Hy),
7,04-7,02 (M, 2H, Harc), 4,34 (t, 2H, J = 5,9 Hz, CH2-0), 4,32-4,26 (m, 2H, CH»-Cl), 3,87 (d, 1H,
J= 43 Hz, Ha), 3,66 (t, 2H, J = 6,6 Hz, CH,), 3,66-3,63 (m, 1H, Hg), 3,14 (dd, 1H, J = 17,1;
5,0 Hz, Hep), 2,64 (dd, 1H, 3 = 17,1; 1,2 Hz, Hepp), 2,49-2,45 (m, 1H, Hg), 2,22-2,17 (m, 2H, Hy),
2,05 (d, 1H, He).

Eksperiment je ponovljen s 30 uL alil bromida (0,276 mmol, 1,1 ekv) kao alkiliraju¢im reagensom.
Nakon kolonske kromatografije s PE/DCM = 1:1 kao eluensom i tankoslojne kromatografije u istoj

smjesi otapala dobiveno je 10 mg spoja 4 (14 %).
(E)-9,10-dihidro-4H-4,9-metanobenzo[4,5]ciklohepta[1,2-b]furan-2-karbaldehid O-alil oksim
(4)

F |
E

H J
A f N—O\)Q/
APt
(o] G
B
D

4: zuto ulje, Ry (petroleter / diklormetan = 1 : 1) = 0,80; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &ppm:
7,37-7,01 (m, 6H, Harc,), 6,67 (d, 2H, J = 15,5 Hz, H;), 6,52 (s, 1H, Hs), 3,87-3,85 (m, 1H, Ha),
3,18 (dd, 1H, J = 17,4; 5,3 Hz, Hg), 2,97 (d, 1H, J = 16,8 Hz, Hcp), 2,68 (d, 1H, J = 16,8 Hz,
Hcip), 2,48-2,43 (m, 1H, Hg), 2,40-2,28 (m, 2H, CH>), 2,05 (d, 1H, J = 10,5 Hz, HF).
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S izopropil-bromidom (0,191 mmol, 1,1 ekv) kao alkiliraju¢im reagensom nakon kolonske
kromatografije s PE/DCM = 1:10 kao eluensom i tankoslojne kromatografije u PE/DCM = 40:1
izolirana su dva oksimska etera s otvorenim furanskim prstenom, 5a (5 mg, 10 %) i 5b (13 mg,
26 %).

(1E,32)-3-((5R,9R)-7-hidroksi-5,9-dihidro-6H-5,9-metanobenzo[7]anulen-6-iliden)  propanal
O-izopropil oksim (5a)

5a: zuto ulje, Rr (diklormetan) = 0,60; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &ppm: 7,33 (d, 1H, J = 7,0 Hz,
Har), 7,15 (dd, 1H, J = 8,7; 7,5 Hz, Har), 7,07-7,02 (m, 3H, Harc), 6,71-6,69 (m, 1H, Hc), 6,25 (d,
1H, J = 1,8 Hz, Hu), 4,34-4,29 (m, 1H, CH), 4,27 (d, 1H, J = 2,4 Hz, OH), 4,24-4,18 (m, 2H, CH>),
3,64 (dd, 1H, J = 6,0; 2,2 Hz, Ha), 3,55-3,52 (m, 1H, Hsg), 2,44 (d, 1H, J = 10,5 Hz, Hg),
2,37-2,31 (m, 1H, He), 1,43 (d, 6H, J = 0,5 Hz, CHa).

(1E,32)-3-((5R,9R)-7-hidroksi-5,7,8,9-tetrahidro-6H-5,9-metanobenzo[ 7]anulen-6-
iliden)propanal O-izopropil oksim (5b)

5b: blijedo zuto ulje, Rt (diklormetan / petroleter = 9 : 1) = 0,43; 'H NMR (CDCls, 600 MHz)
Sppm: 7,38-7,05 (m, 5H, Harc), 6,39 (d, 1H, J = 1,8 Hz, Hy), 5,01 (d, 1H, J = 4,6 Hz, 1H, H)),
4,55-4,51 (m, 1H, CH), 4,35-4,27 (m, 3H, Ha,CH>), 4,25-4,20 (m, 1H, Hg), 4,05 (d, 1H, J = 4,4 Hz,
Hei), 3,88-3,84 (m, 1H, Hep), 3,65 (s, 1H, OH), 2,56-2,52 (m, 1H, He), 2,37 (d, 1H, J = 10,3 Hz,
Hr), 1,37 (d, 6H, J = 6,2 Hz, CHs).

S acetil-bromidom (0,191 mmol, 1,1 ekv) kao alkilirajuéim reagensom nakon uzastopnog
kromatografskog prociS¢avanja dobiveno je 5 mg (10,2 %) spoja 6 kao zatvorenog oksimskog etera

te 5 mg (10 %) spoja 6a kao otvorenog.
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(E)-9,10-dihidro-4H-4,9-metanobenzo[4,5]ciklohepta[1,2-b]furan-2-karbaldehid O-acetil
oksim (6)

F
E
Hs 0
A N—O
i hat <
0 G
B
D

6: blijedo Zuto ulje, R (diklormetan) = 0,58; *H NMR (CDCls;, 600 MHz) &ppm: 7,34 (d,
J=71Hz, 1H, Ha), 7,26 (s, 1H, Hg), 7,14 (d, 1H, J = 7,3 Hz, Ha/), 7,10-7,04 (m, 2H, Ha),
6,04 (s, 1H, Hy), 4,21 (d, 1H, J = 2,4 Hz, Ha), 3,86-3,81 (m, 1H, Hg), 3,78 (d, 1H, J = 4,4 Hz, Hcip),
3,63 (dd, 1H, J = 4,4; 2,4 Hz, Hep), 2,45 (d, 1H, J = 10,6 Hz, Hf), 2,34-2,30 (m, 1H, He), 1,32 (s,
1H, CHg).

(1E,32)-3-((5R,9R)-7-hidroksi-5,7,8,9-tetrahidro-6H-5,9-metanobenzo[ 7]anulen-6-
iliden)propanal O-acetil oksim (6a)

6a: zuto ulje, R¢ (diklormetan) = 0,64; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) dppm: 7,29 (d, 1H, J = 7,5 Hz,
Har), 7,14 (t, 1H, J = 6,9 Hz, Har), 7,12-7,04 (m, 3H, Harc), 6,04 (d, 1H, J = 1,7 Hz, Hw), 4,77 (d,
1H, J = 5,5 Hz, H)), 4,20 (d, 1H, J = 2,5 Hz, Ha), 4,00 (d, 1H, J = 12,4 Hz, Hg), 3,93-3,77 (m, 4H,
Hcp, CH2), 3,70 (s, 3H, CHs), 3,63 (dd, 1H, J = 5,5; 2,5 Hz, OH), 2,56-2,52 (m, 1H, He), 2,45 (d,
1H, J = 10,7 Hz, Hf).

4.3. MIKRO-FLOW FORMILIRANJE

DMF
(o) 0]
1

43.1. U klip pumpe 1 mikroreaktora ulije se pripremljena otopina 300 mg
furo-benzobiciklo[3.2.1]oktadiena u 3 mL suhog DMF, a u klip pumpe 2 otopina POCls (165 uL,
1,1 ekv) u 3 mL suhog DMF koji je prethodno ohladen u ledenoj kupelji ispod 10 °C.
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Reakcija se provodi u mikroreaktoru volumena 8,3 pL pri razli¢itim protocima. Sakuplja se 100 pL
produkta po 3 ponavljanja za pojedini protok (Tablica 1). 4z predstavlja izraunato vrijeme
potrebno da se reaktanti iz dvije pumpe pomijeSaju i koli¢ina sakupljena u tom vremenu se
odbacuje. Reakcija se zaustavlja dodavanjem 500 pL destilirane vode u sakupljeni produkt 1. Prema
TLC plocici razvijenoj u DCM nema pocetnog spoja (aldehid ostaje na startu plo¢ice). Od uzoraka

se snimi UPLC-MS.

Tablica 1. Provedeni protoci u prvom eksperimentu mikro-flow formiliranja s izra¢unatim

vremenom odbacivanja, 4z i vremenom sakupljanja, t.

Protok (uL min™) 47 (min) t (min) Oznaka vijale
20 1,66 8 1A, 1B, 1C
16 2,075 6,25 2A, 2B, 2C
14 2,37 7,14 3A, 3B, 3C
10 3,32 10 4A, 4B, 4C
6 5,53 16,60 5A, 5B, 5C
4 8,3 25 6A, 6B, 6C
2 16,6 50 7A, 7B, 7C

4.3.2. Kroz ¢ip-mikroreaktor s dva ulaza i jednim izlazom koji se hladi u ledenoj kupelji na 0-10 °C
prolaze DMF i POCIs pri ¢emu nastaje kompleks za formiliranje. Izlaz s nastalim kompleksom
spaja se na ulaz drugog mikroreaktora u koji ulazi i furanski biciklo spoj otopljen u DMF-u.
Sakuplja se 300 uL produkta 1 i dodaje 500 pL destilirane vode za zaustavljanje reakcije
(Tablica 2).

40



Tablica 2. Provedeni protoci u drugom eksperimentu mikro-flow formiliranja s dva serijski spojena

mikroreaktora s izraCunatim vremenom odbacivanja, 4z i vremenom sakupljanja, t.

Protok 47 (min) t (min) Oznaka vijale
1 uL min™ POCls
16 uL min DMF 2 9,5 8A, 8B, 8C

16 pL min™ spoj
0,5 pL mint POCl3
8 uL mint DMF 3 19 9A, 9B, 9C
8 uL min™ spoj
2 uL mint POCl3 5

32 uL min DMF o N 5 10A, 10B, 10C
*procurio klip, odbaciti

32 uL min™ spoj
1 uL mint POCIl3
16 uL min DMF 2 9,5 11A, 11B, 11C
16 uL min spoj
2 uL mint POCl3
32 uL mint DMF 2 5 12A, 12B, 12C
34 uL min™ spoj

4.3.3. U 4 mL DMF otopi se 400 mg pocetnog biciklo-furanskog fotoprodukta, a u novih 4 mL
DMF doda se 206 uL POCIz (1,1 ekv). Sakuplja se 500 uL produkta 1 (Tablica 3). U vijale A prvo
je sakupljen uzorak pa dodano 500 uLL H20, dok je u vijale B i C uzorak sakupljan u 500 uL H20.

Tablica 3. Provedeni protoci u prvom eksperimentu mikro-flow formiliranja s izraCunatim

vremenom odbacivanja, 4z i vremenom sakupljanja, t.

Protok (uL/min) 47 (min) t (min) Oznaka vijale
20 1,66 25 1A, 1B, 1C
16 2,08 31,25 2A, 2B, 2C
14 2,37 35,7 3A, 3B, 3C
12 2,76 41,67 4A, 4B, 4C
10 3,32 50 5A, 5B, 5C
8 4,15 62,50 6A, 6B, 6C
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5. ZAKLJUCAK

Flow-sinteza formilnog benzobiciklo[3.2.1]oktadiena 1 pokazala se kao uéinkovit, praktian i
sigurniji nacin sinteze u odnosu na konvencionalnu sintezu, buduc¢i da se spoj dobiva
formiliranjem Vilsmeierovim kompleksom koji nastaje iz POCls kategorizirane pod opasnu
kemikaliju. Sarzno je spoj 1 dobiven u iskoristenju od 50 %, a flow-sintezom nakon ¢&i§éenja
na preparativnom HPLC sustavu uz najbolji protok od 16 pL min™ u iskoritenju od 85 %.
Flow-formiliranje probano je u jednom i s dva serijski spojena mikroreaktora. Boljom se
pokazala sinteza u jednom cip-mikroreaktoru u koji ulazi pocetni biciklicki supstrat na
jednom ulazu, a na drugom otopina POClz u DMF. Sinteza s dva serijski spojena
¢ip-mikroreaktora, gdje se u prvom reaktoru mijesaju POClz i DMF pa ulaze u drugi reaktor s
biciklickim pocetnim spojem, ne funkcionira zbog prevelike razlike u protocima. Osim §to je
konverzija bila manja, doslo je i do curenja $to ne doprinosi sigurnosti tijekom rada. lako je

flow-kemija sigurniji na¢in sinteze, prilikom optimiranja uvjeta treba biti vrlo oprezan.

Spoj 1 koristi se kao pocetni spoj za sintezu potencijalno bioloski vrlo korisnih oksima i
oksimskih etera. Sintetizirani oksimski derivati 2-6a izolirani su i spektroskopski
okarakterizirani. Tijekom sinteze je osim predvidenih produkata doslo i do zanimljivog
otvaranja furanskog prstena na biciklickoj molekuli na dva nac¢ina. Trenutno se ne zna to¢no u
kojem stupnju je doslo do otvaranja prstena, kod sinteze oksima ili oksimskih etera, no cilj je
u buducnosti istrazivanjem utvrditi to¢an mehanizam. Kod izoliranih oksimskih etera kisikov
atom nalazi se kao karbonilna ili hidroksilna skupina na alifatksom ciklickom dijelu molekule
na temelju ¢ega se moZe pretpostaviti da oksimi s kisikovim atomom vezanim za ciklicki dio

lakSe reagiraju u etere.

Oksimi i oksimski eteri ispitani u programskom paketu SeeSAR kao inhibitori AChE i BChE
pokazali su se uglavnom kao dobri potencijalni inhibitori na temelju ¢ega se mogu i ciljano
sintetizirati i eksperimentalno ispitati. Budu¢i da je aktivno mjesto BChE vece, oCekivano svi
prikazani spojevi bolje ulaze u aktivno mjesto BChE nego u aktivho mjesto AChE, no sam
ulazak u aktivno mjesto ne mora biti i jedini pokazatelj potencijalne bioaktivnosti u
promatranom smislu. U daljnjem radu cilj je sintetizirati i bioloski ispitati oksime koji daju
dobre SeeSAR rezultate, a spojevima koji se bioloski pokazu kao dobri inhibitori ili

reaktivatori optimirati reakcijske uvjete da se dobiju veca iskoristenja i koli¢ine.
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SAZETAK

U cilju proucavanja flow-sinteze kod reakcija koje koriste opasne kemikalije sintetiziran je
formilni derivat benzobiciklo[3.2.1]oktadiena 1 reakcijom Vilsmeierovog formiliranja. Za
sintezu spoja 1 koristi se Vilsmeierov kompleks koji nastaje reakcijom DMF i opasnog, vrlo
nagrizaju¢eg POCIls. Reakcija se provodila u mikroreaktoru volumena 18,3 pL te su ispitivani
razli¢iti protoci. Protokom od 16 pL min’ dobiven je spoj 1 u iskoristenju od 85 %. Spoj 1
pocetni je reaktant za sintezu novih potencijalno bioloski vrlo korisnih oksima i oksimskih
etera. Spojevi iz skupine oksima su od prije poznati dobri reaktivatori fosforiliranih
kolinesteraza, kao i njihovi inhibitori. U cilju dobivanja novih i do sada literaturno nepoznatih
oksima i oksimskih etera sintetizirani su, izolirani i spektroskopski okarakterizirani spojevi
2-6a. Prilikom sinteze, osim predvidenih produkata dobiveni su i srodni derivati u kojima se
otvorio furanski prsten biciklickog kostura na dva razli¢ita nac¢ina. Odredenim proucavanim
sintetiziranim i nesintetiziranim oksimima i oksimskim eterima predvidena je interakcija s
aminokiselinama u aktivnom mjestu enzima acetil- i butirilkolinesteraze pomocu

programskog paketa SeeSAR s ciljem predvidanja njihove inhibicije.

Kljuéne rije¢i: flow-sinteza, Vilsmeierovo formiliranje, oksimi, kolinesteraze, SeeSAR
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SUMMARY

Synthesis of the oxime derivatives as potential cholinesterase inhibitors

using microreactor system

In order to study the flow synthesis for the reactions with hazardous chemicals, formyl
benzobicyclo[3.2.1] octadiene 1 was synthesized. For the synthesis of aldehyde 1 Vilsmeier's
complex was used which is formed by reaction of DMF and poisonous and highly corrosive
POCI3. The reaction was carried out in a microreactor of 18.3 puL volume with different flow
rates. At a flow rate of 16 L min™, compound 1 was obtained in 85 % yield. Compound 1 is
an initial reactant for the synthesis of a library of new potentially biologically very useful
oximes and oxime ethers. The compounds with oxime functional group are well known being
good reactivators of phosphorylated cholinesterases, as well as inhibitors. In order to obtain
new and so far unknown oximes and oxime ethers, compounds 2-6a were synthesized,
isolated and spectroscopically characterized. In the synthesis, apart from the foreseen
products, the compounds with opened furan ring at the cyclic part of the molecule were
obtained. In order to predict inhibition of cholinesterases, entry of certain synthesized and
unsynthesized oximes and oxime ethers in active site of acetyl and butyrylcholinesterase are
shown using SeeSAR softwer.

Key words: flow synthesis, Vilsmeier formilation, oximes, cholinesterases, SeeSAR
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