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1. BEVEZETES

A fajdalomérzet megszintetése és pszichés, illetdleg ilyen eredetl szervi
problémak felolddsa az emberiség &sidok oOta fennalld igénye, amelyet
kilénbdzb szerek alkalmazasaval - ennek devians megnyilvanulasaként az
dromérzet kabitdszerekkel vald kivaltasaval - mindmaig elérni, egyszersmind
hatékonyabba tenni prébal. Ezen hatadsok kozvetitéséért fizioldgidsan
elsGsorban az ugynevezett 6piat- vagy opioid receptorok felelések, melyek
elnevezésiket az éretlen maktokbdl nyert, klldnbozé alkaloidokbdl &lld dpium
révén kaptak, amely egyike az emlitett célok eléréséhez legrégebben hasznalt
szereknek. Ezek, valamint az id6kozben felfedezett és szintetizalt Gjabb
anyagok azonban eldényeik mellett szamos kellemetlen mellékhatassal is
jarnak  (hozzaszokas, fuggéség). A nemkivanatos mellékhatasok
kikiszObolése, amelyek kozott “eldkeld” helyen all a napjainkban egyre
.elterjedtebbé vald kabitészerfogyasztds okozta fliggdség, a modern
orvostudomany eddig még nem kielégitéen megoldott problémaja.

A bioldgiai és biokémiai vizsgalatok alapjan az opioid receptorok
jelenlegi ismereteink szerint harom csoportba sorolhaték, de az altaluk
kdzvetitett bioldgiai hatasok kilon-kildon nem teljesen ismertek. Ennek oka az,
hogy a receptorfehérjék teljes szerkezetét (aminosav szekvencia, s az ebbdl
kovetkezd masodlagos- és harmadlagos-, végll az informacidatvitelben
fontos negyedleges szerkezet) még nem deritették fel, bar ennek ismeretében
lehetne legcéltudatosabban - és leggyorsabban - kifejleszteni olyan (j
fajdalomcsillapitd gydgyszereket, amelyek pozitiv és negativ hatasai elére
kiszamithatdk, s igy az utdbbiak mindinkabb elkerlilheték lesznek. Mivel az
opioid receptorok koncentracidja az egyes szbvetekben igen kicsi (pl. az
agyban maximum néhany szdz fmol/mg fehérje), emellett az emlitett
szerkezetfelderitéshez az egyes receptorfehérjéket tiszta formaban kellene

izolalni, igy biol6giai-biokémiai viselkedésiiket mas mddon kell vizsgalni.



Az 1970-es években kidolgoztdk a biokémiai receptorkdtési tesztet,
amely az egyes receptortipusokhoz megfelelé szelektivitassal kotédd
radioaktiv ligandumok alkalmazasaval elegendéen érzékeny mddszernek
bizonyult ahhoz, hogy a receptor-ligandum kolcsénhatast - legalabb
makroszkopos jellemzdkkel -  kielégitd részletességgel leirjak. Adott
receptortipusnal a kétédés szelektivitasa, affinitasa, a kivaltott agonista vagy
antagonista hatads a ligandumok szerkezetétdl fugg, tehat ezek megfeleld
moddositasa az elsé 1épés a receptor-ligandum komplex kialakulasanak és

tovabbi sorsanak megértésében.

Célkittizés:

Csoportunk az MTA SzBK "B" szint( Izotop Laboratériumaban 1978. éta
foglalkozik opioid ligandumok szintézisével és radioaktiv jeldlésével. Munkank
egy Osszetett kisérleti program része, amelynek célja egyrészt az Opiat-
receptorok mikodési mechanizmusénak felderitése, illetve ennek alapjan az
eddigieknél jobb, lehet6leg mellékhatasoktdl mentes fajdalomcsillapitd
gyogyszerek kifejlesztése.

Ennek érdekében munkankat az MTA Kozponti Kémiai Kutatdintézete
Peptidkémiai Kutatdcsoportjanak, az Alkaloida Vegyészeti Gyar és az MTA
SzBK Biokémiai Intézete Opioid Receptor Munkacsoportjanak vegyészeivel és
biokémikusaival egyuttm(koddve végezzik.

Célul tGztik ki olyan, nagy moléris aktivitdst radioaktiv opioid ligandumok
szintézisét, amelyek eleget tesznek a kdvetkezd feltételeknek:

a.) Nagy affinitassal kotédnek a receptorhoz, és hatasukat tekintve van
kozOttik  agonista  (bioldgiai  hatast  kivalté) és antagonista (hatast
felfiggesztd) is.

b.) Nagy receptor altipus-specifitdssal rendelkeznek.



Megbizhatd és pontos bioldgiai hatasvizsgalatok végzéséhez a
radioaktivan jeldlt vegyuletnek lehetéleg minél nagyobb molaris aktivitdstunak
kell lennie, és a jelzést a tesztek koralményei kozott stabil helyzetben kell
tartalmaznia. Emellett fontos kdvetelmény, hogy a radioizotop ne zavarja a
biologiai valaszt. E feltételeket legjobban a triciummal valé jeldlés elégiti ki,
hiszen kémiailag stabil helyzetben levé hidrogént gyakorlatiag minden
biolégiailag aktiv vegyulet tartalmaz, és nem tdl hossz( felezési ideje miatt a
jelzett vegyuletek kedvez6 molaris aktivitassal rendelkeznek.

Ezek az elvarasok olyan (j szintézisutak kidolgozasat igénylik, amelyekkel a
kapott vegyUletek a tovabbiakban hatékony bioldgiai kutatdsok eszkdzei

lesznek.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Naqgy molaris aktivitasu, triciummal jelzett vegyuletek eldallitasaval
kapcsolatban fellépd problémak attekintése

A bioldgiai vizsgalatokhoz hasznalt radioaktiv vegydletek el&allitasanal
cél:

- nagy molaris aktivitas elérése,

- specifikusan jelzett termékek szintézise.

A tricium bevitele a molekuldba torténhet izotdpcserével vagy kémiai
szintézissel. Az elemi triciumgazzal végzett tricidlas  specialis
vakuumkésziléket igényel, mivel az illékony radioaktiv anyag kezelése eltér a
szokvanyos gazokkal végzett mUveletektdl. Eleinte csupan az urantricid
formaban torténd térolas és a Toeppler-pumpéaval vald mozgatas volt a
fejlesztés targya ezen a téren [1,2]. Ujabban specilis, savalld acélbdl készilt
készUléket is kifejlesztettek az elemi triciumgézzal végzett munkakhoz, amely
torhetetlensége mellett azt az elényt is nyUljtja, hogy a tricium cseppfolyds
héliummal kifagyaszthat6 és dsszegy(jthetd a rendszer tetszdleges pontjaban
[3,4].

Az izotdpcsere legegyszer(ibben (n. random jeldléssel torténhet,
amelyben a jeldlendd anyagot pl. szobahémérsékleten triciumgazzal hozzuk
érintkezésbe, és bizonyos id6 eltelte utdn az anyag radioaktivva valik
(Wilzbach reakcid) [5]. Masik moddszer a tricium in situ el6éllitasa [6] a
rendszerben. Utobbi eljaras azonban mar az un. "forréatom-kémiahoz" vezet,
amely alkalmasabb reakcidutaknak és a molekuldk reaktivitasanak
tanulmanyozasara, mint preparativ célra [7]. Az eljaras tovabbi hatranya a

preparativ munkakban, hogy a termékek sokfélesége altalaban bonyolult



tisztitasi eljarasokat igényel, ami jelentds anyagveszteséggel jar, emellett a
termék molaris aktivitasa eléggé kicsi [5,7].

Wilzbach eljarasanak javitdsara heterogén katalitikus eljarasokat
dolgoztak ki a tricium kicserél6déssel torténé bevitelére [8,9], amelyek (a
katalizatortd! és a szubsztrattdl figgben) helyzet-specifikusabb jeldlést és
nagyobb moléris aktivitast eredményeztek. A molekulankénti 0,5 tricium atom
bevitelt azonban még igy is csak kivételes esetekben sikerult meghaladni
[8,10], és az eredmény nagymértékben flggott a szubsztrat minéségétdl. A
tertleten elért eredményekrél azéta szamos szerzd szamolt be [10,11,12,13].

A nagyobb molaris aktivitds elérheté a molekulaba beépitett tricium
atomok szamanak novelésével, illetve altalaban kdvetendd cél az elméletileg
lehetséges értékek elérése. Ha a jeldlé atom(ok) helye (és igy szama)
rogzitett, ez egylttal megszabja az illetd vegyulet maximalis molaris aktivitasat
is. A receptorkutatas terlletén &altalanos igény, hogy a tricialt vegyuletet.
legalabb 740 GBgq/mmol (20 Ci/mmol) moléris aktivitastak legyenek, és sok
esetben meghatarozott helyen kell jeldini a molekulat. Ez molekulanként egy
jelz6 atom esetében mar elég kozel all az elméletileg lehetséges
1077 GBg/mmol (29,12 Ci/ﬁlmol) értékhez, ezért a triciummal valo jelléskor
mindenképpen torekedni kell az elméletileg lehetséges legnagyobb molaris
aktivitas elérésére.

Belathatd, hogy ezek a kovetelmények nem teljesithetok az el6zékben
emlitett jeldlési modszerekkel, ezért mas Gton, kémiai szintézissel célszer(
kialakitani az aktiv végterméket. A szokasos prekurzorok - telitetlen kettGs
koétést, halogén szubsztituenseket tartalmazo vegydletek - katalitikus telitése,
illetve dehalogénezése biztositja a nagy molaris aktivitas elérését és a tricium
bevitelét meghatarozott helyzetbe. Altaldban azonban a kémiai reakcié mellett
izotopcsere is torténik, amely néhany esetben emelheti, de gyakrabban

csOkkenti az elméletileg elérneté molaris aktivitast. A reakcidsebességbeli



kUl6nbség hatarozza meg a kémiai reakcidban, illetdleg izotdpcserével kapott
termékek eloszlasat, igy a reakcididé helyes megvalasztasaval névelhetjik a
kivant termék mennyiségét.

A termékeloszlast megvaltoztathatjuk a katalizator elStelitésével is
[14,15]. A reakcidkorllmények (az olddszer fajtaja és minésége, a triciumgaz
nyomasa, a hémérséklet, a katalizator minésége €s mennyisége) hatarozzak
meg a beépllés mértékét, tehat ezek gondos mérlegelése, szisztematikus
vizsgdlata sziikséges a lehet6ségek szerint legnagyobb molaris aktivitasy,
specifikusan jelzett vegyuletek el6allitasahoz. Lényeges a kiindulasi anyag
mindsége és mennyisége is. A vegylletekben az izotdpcserére
legalkalmasabbak a benzil helyzetli és az oxocsoport melletti hidrogének,
illetve kUlonlegesen nagymérték(i lehet katalitikus kortlmények kozott az
ugynevezett allil- és vinil-csere [16]. Meglep6 modon azonban Oehlke és
munkatarsai [17] az N-acetil-dijod-tirozin-amid deuteralasanal nem talaltak
deutériumot a tirozin B-metilén csoportjdban, ami mutatja az izotdépcsere
reakciok érzékenységét a szubsztrat szerkezetére. Néhany jelent&sebb
biogén amin izotopcserével végzett jeldlése azonban kozel kvantitativan
jatszddott le [10]. A telitést befolyasolja a kettds kotés elhelyezkedése a
molekuldban, pl. hossz( szénlancl alifas vegylletek jeldlésekor problémat
okozhat a kettOskotés-vandorlas [2,18]. N-propargil-morfinszarmazékok
alkalmas reakcididd és Lindlar-katalizator valasztasaval részlegesen telithetok
N-allil szarmazékka [19,20,21]. Ujabban telitetlen aminosavakat szilard
fazisban ftricidltak olddszer nélkdl, 100-140°C homeérsekleten [22]. A
dehalogénezés sebessége a klor, brom, jod sorrendben nd, és elérhetd, hogy
egy molekulan belll a klér szubsztituens mellél féként a brom vagy a jod
"kiredukalddjon". A dehalogénezést a szabad halogénhidrogén savak
inhibialjak [9,10], ezért ezeket valamilyen bazissal szikséges k6zombdsiteni.

A bazis altaldban tercier amin, leggyakrabban trietil-amin. Ugyanakkor



megallapitottdk, hogy a dehalogénezési reakciét és a (nem kivanatos)
nemspecifikus cserét a trietil-ammaonium ion, jodid ion és a tioglikolsav gatolja
[14]. KéntartalmU peptidek tricidlasakor a reakciésebesség és a molaris
aktivitds erésen csokken [15]. Lényeges a katalizator/szubsztrat arany is
(10,23].

Igen fontosak azok a vizsgélatok, amelyeket az olddszerek izotdpcsere
reakcibi vonatkozasaban végeztek, ezek ugyanis altalaban csdkkentik a jelzett
vegyllet molaris aktivitasat és a jeldlés specifitasat, tehat nemkivanatos
jelenségek. A szisztematikus vizsgélatokat neheziti, hogy meglehetésen kevés
kutat6 foglalkozik ezekkel a kérdésekkel, igy a legtdbb tapasztalatot konkrét
vegyuletek el6éllitasa soran szerezték. Nem hagyhaté figyelmen kivil az sem,
hogy a radioaktiv munka draga és az egészségre artalmas. Ennek ellenére,
foként kelet-eurdpai szerz6k néhany altalanosithatd eredményrdl szamoltak
be.

Sokéig éltalanosan elfogadott nézet volt, hogy protikus oldoszer
hasznalatakor a tricidlas soran a katalizator fellletén gyors csere torténik,
kllbnoésen savas oldatban [8], igy a triciumgaz molaris aktivitasa lecsokken,
ami maga utan vonja a termék moléris aktivitasanak a csdkkenését is. Ezért
altaldban célszeri mozgékony hidrogént nem tartalmazé olddszereket
alkalmazni. Ez a magyarazat azonban tdlzottan leegyszer(sitett, és néhany
kisérleti tény is jelzi, hogy nem kielégit6. Lehet kdzel elméleti molaris aktivitast
elérni metanolban [24], ugyanakkor tetrahidrofuranban is kaptak igen kis
molaris aktivitas( terméket telitetien aminosavak tricialasakor. Hasonld példak
talalhatok a dehalogénezésnél is.

Az ellentétes eredmények késztettek tobb szerzét részletes vizsgalatok
végzésére az olddszer, a szubsztrat és a triciumgaz kozott lejatszddod

izotopcsere-reakcidkkal kapcsolatban.



Marton és Kovéacs [25] dehidroaminosav szarmazékok tricidlasakor
metanol és etilacetat olddszerekben az eléz6khdz hasonld eredményeket
kaptak. A reakcididdé novelése csokkentette a termék molaris aktivitasat.
Megadllapitottak, hogy a katalitikus csere és a telités a tricidlas soran nem
egymastdl flggetlen reakcidk, hanem parhuzamosan jatszddnak le: a
triciumgaz a katalizator fellletén higul az izotdpkicserélédés, mint
mellékreakcid miatt. Bizonyitottdk a kdzvetlen hidrogén-atmenetet is az
olddszerrdl a tricidlandd anyagra: ha hidrogént hasznaltak a reakcidban és az
olddszer (etilacetat) volt tricialt, a tricium megjelent a hidrogéngazban és a
termékben is, de a hidrogéngézban az aktivitas meglehetdsen kicsi volt.

Hanus és munkatéarsai [26] megallapitasa szerint a kllénb6zd aprotikus
olddszerekbe beépllt tricium elenyész6 része szarmazik a Wilzbach
reakciobdl, amennyiben az olddszerek igen tisztak. Egészen kis mennyiségu
szennyezés jelenléte azonban sokszorosara novelheti a kicserélédést.
Katalizatorok jelenlétében minden esetben nagyobb mértéki volt az
olddszerek radioaktivitasa, azonban kimutattak, hogy az aktivitas legnagyobb
részét a Kkatalizatorok hatasara képzddott redukcidés bomlastermékek
tartalmazzak. A redukcidnak jobban ellenalld olddszerekben gyakorlatilag
csak a katalizatorokbdl képzddott tricialt viz volt radioaktiv.

Oehlke és munkatarsai alatamasztottdk a kodzvetlen hidrogéncserére
vonatkozd megallapitasokat halogénezett fenilalanin [27], dehidroprolin [23],
valamint diacetil-dijod-tirozin-amid [17] deuteralasa és tricialasa soran.
Bebizonyitottak, hogy a triciumgaz higuldsa nem jatszik jelentés szerepet a
termék molaris aktivitdsanak csokkentésében. A direkt olddszer-tricium
szubsztrat-hidrogén csere a katalizator fellletén megtorténik, vamit agy
bizonyitottak, hogy tricidlt vizet hasznaltak olddszerként az N-acetil-dijod-
tirozin-amid katalitikus hidrogénezése soran, és a termékben megijelent a

tricium, de a radioaktivitas alig valtozott az olddszerben. Ha a katalizator



felletén jelentés lenne az oldészer és a gaz kozotti csere, az olddszer
radioaktivitasa jelentGsen csokkenne. Hasonld eredményt kaptak, ha
dg-dimetil-acetamidot hasznaltak olddszerként és a deutériumot a termékben
tomegspektrométerrel mérték.

A cserereakcid mértéke jelentdésen fuggott a katalizator/szubsztrat
aranytdl, kisebb mértékben a pH-tél is. Savas pH-nal a beépulés kisebb, de a
nem dehalogénezéssel beépllt tricium mennyisége itt nagyobb, mint ligos
kdzegben. Mivel a Ky/Kp izotopeffektus arany 7 kordli érték, elénydsebb a
tricidlast deuteralt olddszerekben végezni [17]. Az izotopcsere reakcibt
minimumra lehet csokkenteni, ha a szubsztrat/katalizator arany nagy
[14,27,28]. Ezaltal néni fog a szubsztratba beépult tricium helyzetének

specifitasa is.

2.2. Morfinvazas alkaloidok radioaktiv jeldlése

A morfinvazas alkaloidok jeldlése az 1950-es évektdl napjainkban is
allanddan fejl6dé kutatasi terllet. Ennek egyik oka, hogy az dpiatreceptorokra
hat6 ligandumok kdzott az endogén eredetl opioid peptidek mellett 1éteznek
ugyanolyan hatast kivaltd morfinvazas vegylletek is, amelyek azonban a
receptorok aktiv centrumanak “letapogataséhoz” igen elényds tulajdonsaggal
rendelkeznek: lényegesen koénnyebb ket szintetizalni és - merev vazl, kis
molekulak lévén - szerkezetileg jellemezni, mint a flexibilis peptideket. Emellett
invivo a peptidek a morfinszarmazékoknal gyorsabban bomlanak le,
utdbbiaktdl tehat hosszabb hatés varhato.

A radioaktivan jelzend6 morfinalkaloidok jellemzdit lényegében a
bioldgiai kutatdsok igényei szabjak meg, igy a jeldlési moddszerek
Osszefoglalasa egydttal ennek fejlédését is tikrozi. Ugyanakkor a jeldld nuklid

mindsége behatérolja az alkalmazasi lehetdségeket, tehat logikusnak tiinik a
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nuklidok szerinti csoportosités, amelyek kozll részletesen a triciummal vald
jeloléssel foglalkozunk.

A bioszintézis és biotranszformacié reakcidUtjanak megismeréséhez
els6sorban 14C jelzett prekurzorokat allitottak elé [29,30,31,32], bar talalhato
SH-jel6lés is [33].

A 125|-dal toérténd jeldlések elsGsorban radioimmuno-assay (RIA) céljara
készlltek, és féként a morfint jeloltek [34,35,36,37].

A ciklotronok hozzaférhetésége lehetévé tette rovid felezési idejl
izotopokkal jelzett vegyuletek elballitasat és alkalmazasat is. Az opioid
ligandumok jelzésében példaként a '1C [38,39,40,41,42,43,44,45,46,47,48] és
a 18F [49,50,51,52,53] emlitheték. Mindkét nuklidnak elénye, hogy radioaktiv
bomlasa kdzben pozitront emittél, és igy hasznalhatd a pozitron emisszids
transzaxialis tomogréfidban (PETT). Ez az (j technika in vivo lehetévé teszi az
opioid receptorok ‘vizudlis" észlelését, segitségével az opioid receptorok
eloszlasa pl. az agyban lokalizalhato.

A triciummal valo jelzést kiterjedten alkalmazzak a radioimmuno-assay
(RIA) terletén, in vitro farmakolégiai vizsgélatokban, de a jelzett vegyuletek
egyes szervekben, szdvetekben valo eloszlasanak feltérképezésében is.

Bar a fotoaffinitds-jeldld reagensek szintén radioaktiv izotdppal jelzett
anyagok, klon targyalasuk mégis indokolt felhasznalasuknak a tobbitdl eltérd
jellege miatt: tartalimaznak egy olyan 6nallé funkcidés csoportot, amelynek
elvben nincs bioldgiai szerepe, azonban képes kovalensen kapcsolédni a
receptorhoz, lehetévé téve annak megjelolését. A fotoaktivalas elénye a tobbi
reaktiv csoporthoz képest az, hogy a kovalens kétés létrehozasa tetszbleges
id6épontban torténhet, elkllonitve a tobbi folyamattdl, pl. a receptor-ligandum

komplex egyensulyanak kialakulasatol.
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Tricium-jeldlt vegyUletek

A morfinalkaloidok triciummal valé jeldlésével szamos kozlemény
foglalkozik. A RIA kifejlesztése, valamint az Opiatreceptorok vizsgalata
iranyaban megnyilvanuld nagy érdekl6édés sok nagy molaris aktivitasu
radioligandum  elGallitadsat eredményezte. Ezek kifejlesztésekor, a
ligandumnak a receptorhoz mutatott affinitasan talmenden, a legfébb
szempont az egyes receptor-altipusokhoz vald kotddés szelektivitasa.

A receptorhoz kotédé ligandumok farmakoldgiai hatasuk alapjan
lehetnek agonistak és antagonistak. Jeldlésiket ezen csoportositasuk alapjan

foglaljuk ossze.

Opiatagonistak 3H-jeldlése

A morfin jelélését izotdpcsere-reakcidval, vagy kémiai szintézissel
végezték.
A hidrogén-tricium cserét a Wilzbach-eljarassal, illetve sav- vagy bazis
katalizissel valositottak meg.

L. B. Achor [54] a morfint (1a, 12. oldal) Wilzbach eljarasaval [5] jelolte,
és a kapott tricialt morfint egységes termékként irta le. Misra és Woods [55]
megismételték a jeldlést morfinnal és normorfinnal is, és a kristalyositas
mellett papirkromatogréfiaval bizonyitottak, hogy a termék két radioaktiv
vegylletet is tartalmaz: a fétermék a morfin, és az 6sszemérhetd radioaktiv
szennyezddés a dihidromorfin (8a, 16. oldal), ami kb. 1 %-ot tett ki.

Fischman és munkatarsai [56] a morfin jelolésére a Wilzbach-moddszer
modositott valtozatat hasznaltak, a triciumgazt mikrohullammal aktivaltak. A
morfint szilard formaban helyezték el a cseppfolyds nitrogénnel hitott

reaktorban, amelyben 0,53 kPa (4 torr) nyomasu triciumgaz keringett. A 20
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perces reakcid terméke 100 MBg/mmol (2,70 Ci/mmol), meglehetdsen kis
molaris aktivitast termék volt.

A morfin és tricialt viz kdzotti cserét Battersby és munkatarsai [57] irtak
le. A morfint és a 3,7 GBgq/mmol (0,1 Ci/mmol) aktivitasy tricilt vizet 93 6ran
at melegitették dimetil-formamidos (DMF) kézegben, 100-120 °C-on. A tricium
a 2-es helyzetbe épult be, de csak mintegy 3 %-ban. Kirby és munkatarsai
[58] tricialt viz helyett deutérium-oxidot hasznaltak, DMF-ben vagy dimetil-
szulfoxidban (DMSO) végezve a reakciot; megallapitottdk, hogy a reakciét a
DMF-ben jelenlévé nyomnyi dimetil-amin katalizalja.

A morfin jeldlését kémiai szintézissel a kovetkezd moddszerekkel
végezhetjuk el:

1. morfin N-demetilezése, majd metilezése tricialt formaldehiddel vagy tricialt
metil-jodiddal

2. [6-3H]morfin elballitdsa morfinon-acetatbdl [3H]litium-[tetrahidrido-boréat]-
os redukciéval

3. 1-j6d-morfin katalitikus dehalotricialasa

a: R'=R2=H, R3=CH;,
b: R'=R2=R3=H
c: R1=R%=0H,;, Re=H

1

Werner és munkatarsai [59] normorfint (1b) metileztek [3H]formaldehiddel
folés hangyasav jelenlétében, etanolos kdzegben, 110 °C-on 90 percig. Az
Osszes radioaktivitdsnak kb. 13 %-a jelent meg a 17-[3H-metil]-morfinban. A

molaris aktivitds 2,47 GBg/mmol (0,067 Ci/mmol) volt, ami nem érte el a
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[BH]formaldehid molaris aktivitdsdt. Ha a normorfint nagyobb molaris
aktivitasa triciumforrassal, pl. tricialt metil-jodiddal vagy formaldehiddel jeldlik,
akkor az elérhetd molaris aktivitas is nagyobb lesz.

Fischman és munkatarsai [60] [3H]natrium-[tetrahidrido-borét]-ot
hasznaltak triciumforrasként. A morfint el6szor acetilezték, hogy megvédjék a
fenolos hidroxilcsoportjat, majd mangan-dioxiddal oxidaltdk a 6-0s
hidroxilcsoportot. A 3-acetil-morfinont (3c, X=H) [3H]natrium-[tetrahidrido-
borat]-tal (9,25 GBg/mmol; 0,25 Ci/mmol) etanolos kozegben
szobah&émérsékleten redukaltdk, majd sbdsavas hidrolizissel kaptak a
[6-3H]morfint 2,15 GBg/mmol (0,058 Ci/mmol) moléris aktivitassal.

Duquette és munkatarsai [33] C-6-tricialt kodeint (1c) allitottak el6, a
kodein metabolikus O- és N-demetilezését tanulmanyozva. Kézleménylkben
a Fischman altal leirt modszert alkalmaztak: kodeinont (3b, X=H) redukéltak
[BH]natrium-[tetrahidrido-borat]-tal. A kémiai és radiokémiai hozam 99 % volt,

a tricialt kodein molaris aktivitasa 2,37 GBg/mmol (0,064 mCi/mmol).

Két kozlemény szamolt be a tebain tricium-jeldlésérél. Choudry és
munkatarsai  [61] [1-3H]tebain szintézisét irtdk le, [1-3H]kodeinon
koztiterméken keresztil, valamint 1-jéd-tebain kdzvetlen tricialasaval: 1-jod-
kodein (1-jod-1c) oxidacidjaval 1-jod-kodeinont (3b, X=1) kaptak, amelyet

benzolban 2,2-dimetoxi-propannal vizmentes p-toluol-szulfonsavval melegitve
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1-jod-tebain  (2b)  képz6dott. A j6d  eltavolitdsa tricidlassal
(palladium/aktivszén) 80 %-0s hozammal sikerllt, a tebain (2a) molaris
aktivitasa 592 GBg/mmol (16 Ci/mmol).

Triciummal jelzett coclaurin és norcoclaurin a Papaver somniferumba
beépllve C-6-metoxi csoportban jelzett tebaint eredményezett [32].

Varga E. és munkatarsai [62]
8-3H-jelzett oximorfazont (12b, X=N-NH,, 19.
oldal) allitottak eld, amely fontos irreverzibilis

ligandum az opioid receptorok tanulmanyo-

zasaban.

A 14-hidroxi-morfinonbdl (3, R'=X=H,
R=0H) a C-8 helyzetben tricialt oximorfon (4)
képzddott. Az oximorfon keto-enol tautomérigja miatt a C-7 tricium labilis volt.
Az oximorfon reakcidja hidrazin felesleggel adta az oximorfazont
640 GBg/mmol (17,3 Ci/mmol) molaris aktivitassal.

A morfin és dihidromorfin mellett az etorfin (5) a leggyakrabban hasznalt
Opiatagonista, és bar nem annyira p-receptorspecifikus, de kétszer annyi
receptorhely felismerésére képes.

Az etorfin jelolését E.J. Simon és munkatarsai [63] katalitikus
izotopcserével valdsitottdk meg. Az etorfint etilacetatban oldottak és
palladium/aktivszén katalizator jelenlétében triciumgéazzal reagaltattak. Molaris
aktivitasa 122 GBg/mmol (3,30 Ci/mmol) volt. Bizonyitottak, hogy ilyen

kisérleti koralmények kozott az etorfinban levd kettds kdtés nem telitddik.
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Lane és munkatarsai [64] az etorfint meglehetésen bonyolult mddon,
szintézissel jelolték a 8-as helyzetben. Hidrogénnel higitott triciumgéazt és
szénmonoxidot  keringtettek  kvarccs6ben, mikdézben a  csovet
higanygdzlaméapaval megvilagitottak. A keletkezé formaldehidet dietil-aminnal
acetonban, soésav jelenlétében hevitve 4-dietil-amino-butan-2-ont kaptak. Az
aminoketont tebainnal etilbenzolban reagaltattak leforrasztott csében, 140 °C-
on. Ezt a terméket n-propil-magnézium-jodiddal reagaltattak, majd 3-
O-demetilezéssel jutottak a jelzett etorfinhoz, amelynek molaris aktivitasa
1,78 GBg/mmol (0,05 Ci/mmol) volt. A vart molaris aktivitds ennél nagyobb, a
csOkkenést a szerzok izotopeffektussal magyaraztak.

Lewis és munkatarsai [65] a fenti modszert tobb oripavinszarmazéknal is
alkalmaztak. A tricialt viz mellett tricialt tetrahidrido-boratot is hasznaltak, ekkor
15,16-3H-jelzett termék jott Iétre. Etorfint jeldltek a 15,16-0s helyzetben Ggy is,
hogy az enamin kettds kotését triciumgéazzal telitették. Ebben az esetben
kaptak a legnagyobb moléris aktivitast (133 GBg/mmol; 3,59 Ci/mmol). Ez az
érték minden bizonnyal még ndvelhetd is, mivel eiméletileg 2154 GBq/mmol
(568,24 Ci/mmol) molaris aktivitast termék nyerhetd.

Gong Jia Ling és munkatarsai [66] etorfint és dihidroetorfint jeldltek,
feltehetGen a 15,16-dehidro-szarmazékon keresztUl.

A benzomorfanok koézul a bremazocin (6) jeldlését Romer és

munkatarsai [67] irtak le. A bremazocint a 3-as helyzetben brémoztak, majd
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katalitikusan dehalogénezték triciumgazzal. Molaris aktivitasa 888 GBq/mmol

(24,0 Ci/mmol) volt.

v,

CH,

CH,
\

CHs

HO

Craviso és munkatarsai [68] a kohdgéscsillapité dextrometorfan (7, R'=CHz)
tricidlasardl szamoltak be. A dextorfant (7, R1=H) jédoztak elemi jéddal, majd
a jodot triciumra cserélték (palladium/aktivszén katalizator). A dextorfan
fajlagos aktivitaisa 2,23 GBgq/mg (60,4 mCi/mg) volt. Metilezéssel
(diazometén) jutottak a 960 GBg/mmol (26 Ci/mmol) molaris aktivitasu
dextrometorfanhoz.

Korabban tobb kutatd foglalkozott a 7,8-
helyzetben triciumot tartalmazé dihidromorfin
(8a) eldallitasaval, s ez a ligandum fontos
szerepet jatszott az opioid receptorok
felderitésében és finomszerkezetik meg-
ismerésében. Hug és Mellett [69] a morfin

kettbs koOtését etilacetatban  palladium

katalizator jelenlétében triciumgazzal telitette. 8

A molaris aktivitas novelésének igénye
Gjabb szintézisek kidolgozasara vezetett. Téth G. és munkatarsai [70] a morfin
7.8-as kettds kotésének telitése mellett az 1-es helyzetbe is beépitettek
triciumot, igy a dihidromorfin molaris aktivitasa 2500 GBg/mmol

(67,5 Ci/mmol) lett, s ez az Opiatreceptorok vizsgalataban igen hatékony
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eszkoznek bizonyult. Az 1-es helyzetbe el6szor joédot vittek be kodein
jodozéséaval, majd az 1-j6d-kodein bor-tribromidos O-demetilezésével 1-jod-
morfint (1-jod-1a) kaptak, amit palladium-oxid katalizator jelenlétében
triciumgézzal redukaltak. Az [1,7,8,-3H]dihidromorfin nagy affinitdst mutatott
patkany agyi 6piatreceptorokhoz.

Téth G. és munkatérsai [71] a tricialt dihidrokodeint (8b) (1900 GBg/mmol;
51,3 Ci/mmol) és a dihidro-etimorfint (8c) (1850 GBg/mmol; 50,0 Ci/mmol)
allitottak elé kodeinbdl és a 3-etil-morfinbdl (1, R'=C,Hg, R2=H, R3=CHy)
kiindulva, a 7,8-as kett6s kotést redukélva triciumgazzal palladium-oxid
katalizator jelenlétében DMF-es oldatban.

A C-6 epimer dihidro-izomorfin (9a, X=0H) jel6lésérdl Varga E. és
munkatarsai [72] szamoltak be. A vegyllet -f6ként md- és kappa-
receptorokhoz  mutat nagy affinitdst, de ezenkivil kotédik a
dopaminreceptorokhoz is. Az izomorfin (10, R'=R=H, X=0H) tricidlasaval

kapott ligandum molaris aktivitasa 1280 GBgq/mmol (34,7 Ci/mmol).

Az azidomorfin (9a, X=Nj3) és szarmazékainak metabolizmusat,
felszivodasat, valamint él6 szervezetben vald megoszlasat Knoll és
munkatarsai [73,74,75] vizsgaltak. A tricialt szarmazékokat Zdlyomi G. allitotta
eld, de kisérleti adatokat nem kozoltek. Az alabbi vegylletek molaris

aktivitasait adtdk meg: [7,8-3H]azidomorfin (9a, X=Nj; 11,08 GBgq/mmol;



18

0,299 Ci/mmol) [7,8-3H]-14-hidroxi-azidomorfin (9b, X=Ng; 12,4 GBq/mmol;
0,337 Ci/mmol  [7,8-3H]azidokodein (9, X=N3, ~R=H, R!'=CHg;
6,64 GBg/mmol; 0,179 Ci/mmol) [7,8-3H]azido-etimorfin (9, X=N3, R=H,
R'=C,Hs; 5,25 GBg/mmol; 0,142 Ci/mmol).

Rice és munkatarsai [49,50,76,77] oximorfonbdl (4, 14. oldal) és
naltrexonbdl (12c, X=0) elballitottdak a 6-fluor szarmazékokat, mely
vegylletek alkalmas ligandumnak bizonyultak a pozitron emisszids

transzaxialis tomogréfias vizsgalatokban [49,50].

a. R3 = CH3
b: R3=ciklopropil-metil

11

Mindkét vegylletet sikerUlt tricialt formaban is preparélni. A 6-dezoxi-
68-fluoro-14-hidroxi-dihidromorfin (FOXY) (11a) brébmozasa az 1,2-dibrém-
FOXY-t eredményezte, melybdl tricialassal (T,; Pd/C; metanol) a FOXY-t
590 GBg/mmol (16 Ci/mmol) molaris aktivitassal kaptak. Hasonloképpen
jelolték a CYCLOFOXY-t (11b) is, amely azonban mar antagonista hatasu

vegyulet.

Opiatantagonistak 3H-jeldlése

Az Opidtantagonistak kozll a tiszta antagonistanak szamitd naloxont
(12d, X=0) hasznaljak leggyakrabban a naltrexon és nalorfin (12, X=0,
R=H, R3=allil) mellett.
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a: R=H, R3=CH,

b: R=OH, R3=CH3 a: R3=CH3
c: R=0H, R3=ciklopropil-metil b: R3=H
d: R=0H, R3=allil
13
12

A naloxon jelolését els6ként Snyder és Pert [78] végezte el hidrogén-tricium
izotdpcserével. A csere a naloxon és a tricidlt viz kozott trifluorecetsavas
kbzegben, 5 %-os roédium/aluminium-oxid katalizator jelenlétében 18 éran at
tortént, 80 °C-on. Molaris aktivitasa 225 GBg/mmol (6,08 Ci/mmol). Pert és
munkatarsai [78] ezen radioligand segitségével a specifikus opiatreceptor
létezését bizonyitottak be 1973-ban. A molaris aktivitas kicsiny volta azonban
mérési pontatlansagot eredményezett, ezért indult meg a kutatds mas
naloxon jelolési mddszerek kidolgozasara.

J. Fischman és munkatarsai [79] szintetikus Uton jutottak el jelolt
naloxonhoz: 14-hidroxi-morfinonbdl (13a) indultak ki, amelybdl 3,14-diacetil
szarmazékot készitettek, majd bromcianos N-demetilezéssel és savas
hidrolizissel a 14-hidroxi-normorfinont (13b) kaptak, amely a tricialas kdzvetlen
prekurzora volt. A 7,8-as kettds kotés telitését etanolos kdzegben
palladium/aktivszén katalizator jelenlétében végezték, szobahdmeérsékleten, 8
orés redukcidval. A norszarmazékot ligos kbzegben allil-bromiddal vald 18
oras forralassal allilezték. Feldolgozas utan 1480 GBg/mmol (40,0 Ci/mmol)
molaris aktivitdsi terméket kaptak, melynek bioldgiai stabilitasat is
megvizsgéltak és megallapitottak, hogy a 7,8-as helyzetben Iévé tricium nem

cseréldédik bioldgiai rendszerben. Mas kérdés, hogy az 1480 GBg/mmol
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molaris aktivitdis nehezen képzelhetd el, mivel a 6-os oxocsoport melletti
tricium a lugos allilezési koraimények kdzott nem tekinthetd stabilisnak.

Brine és Kepler [80] a naloxon és naltrexon jeldlését J. W. Lewis
moddszerének [65] felhaszndlasaval végezte el. A naloxont és naltrexont
higany-oxiddal oxidaltak, és igy 15,16-didehidro-szarmazékot allitottak eld. A
naltrexon ciklopropil-metil csoportja nem bomlik el a katalitikus hidrogénezés
soran, ezért a 15,16-0s kettGs kotést triciumgazzal, palladium/aktivszén
katalizator jelenlétében telitették. 566 GBg/mmol (15,3 Ci/mmol) molaris
aktivitast kaptak. A viszonylag kis molaris aktivitast azzal magyaraztak, hogy a
15,16-dehidro-szarmazék iminiumformaban is létezik, és ebben az esetben
féként 16-3H-termék keletkezik. A naloxon jeldlését 15,16-didehidro-
szarmazékbdl hidrogén-tricium cserével oldottak meg, tricialt vizzel, majd a
kettds kotés telitését natrium-[ciano-tetrahidrido-borat]-tal végezték el. A
molaris aktivitas 148 GBg/mmol (4,00 Ci/mmol).

Egy Ujabb jeldlési mddszert szinte egyidében harom kutatdécsoport is
kifejlesztett. Ezeknek az a lényege, hogy prekurzorként olyan vegyuleteket
hasznaltak, amelyek az alliicsoport helyett propargilcsoportot tartalmaztak. A
propargilszarmazék részleges telitésével elérhetd, hogy a kettds kotést
tartalmazg, jelzett alliiszarmazékhoz jussunk.

Filer és munkatarsai [19] naloxon, nalorfin és az N-allil-normetazocin
(14) jelolését végezték el az emlitett moddszerrel. A részleges telitést
eléredukalt Lindlar-katalizator jelenlétében végezték triciumgazzal.

Mivel a redukcidé nem &all meg a kettés kotés

=H kialakuldsaval, hanem propilszarmazék is
o CH, keletkezik, ezért kétszeres vékonyréteg-
O kromatografiaval tisztitottak a nyersterméket.
HO A termék tisztasagat ezen kivil HPLC-vel is

ellendriztek.  Meghataroztak a  jelzés
14
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specifitasat is tricium-NMR-rel, amely alapjan megallapitottak, hogy a tricium
az alll oldallancban van. A jelzett ligandumok molaris aktivitasa
1850 GBq/mmol (50 Ci/mmol), 1370 GBg/mmol (37 Ci/mmol) és
1630 GBg/mmol (44 Ci/mmol) a naloxonra, nalorfinra, illetve N-allil-
normetazocinra (SKF-10047).

Gong Jia-Ling és munkatarsai [20] hasonld elvek alapjan allitottak eld
[BH]naloxont, de Lindlar-katalizator helyett Pd/BaSO, katalizatort alkalmaztak.
A molaris aktivitasrdl nincs tudomasunk.

Toth G. és munkatarsai [21] a 14-hidroxi-normorfinont (13b) allitottak el
tebainbdl, amelynek 7,8-as kettds kotését telitették palladium-oxid katalizator
jelenlétében triciumgazzal. A tricidlt norvegylletet DMF-ben kalium-karbonét
jelenlétében,  propargil-bromiddal, = szobahdmérsékleten 20  percig
reagaltattak. Vékonyréteg-kromatogréfias tisztitds utan a harmas kotést
tartalmazé vegyuUletet Lindlar-katalizator jelenlétében, DMF-es kozegben,
gondosan ellenérzétt koralmények kozott triciumgazzal részlegesen telitették.
llyen koéralmények kozott is keletkezett propilszarmazék (propil-naloxon), és
jelen volt minimalis propargilszarmazék (propargil-naloxon) is. A tisztitas
vékonyréteg-kromatografiaval tortént. A [7,8,19,20-3H]naloxon moléris
aktivitasa 3090 GBg/mmol (83,5 Ci/mmol), ami az eddig el&allitott tricialt
naloxon preparatumok kozll a legnagyobb. A propilszarmazékot szintén
kinyerték, amelynek molaris aktivitdsa 4660 GBgq/mmol 126 Ci/mmol) volt.
Bioldgiai tesztek alapjan [71] a naloxon, propargil-naloxon és propil-naloxon
gyakorlatilag azonos hatasu vegydletek.

A [SH]naloxont f6l6s hidrazinnal reagéltatva [3H]naloxazont (12d,
X=N-NH,) is el6allitottak, a naloxonéval azonos molaris aktivitdssal. A
naloxazon irreverzibilisen kétédik az Opiatreceptor u¢ altipusahoz.

Tébb kdzlemény jelent meg a triciummal jeldlt irreverzibilis p antagonista

s-funaltrexamin (BFNA) (15) vizsgalatardl, elsésorban a receptorkotédési



22
kinetikat tanulmanyoztdk [81,82,83]. A jelzett vegyllet el6allitdsa soran

feltehetéen [BH]naltrexonbdl reduktiv aminélassal, majd acilezéssel kapték a

kérdéses vegyuletet.

CO,Me
o)

—
HO o NHCO

15

Fotoaffinitas-jelold reagensek

Az Opiatreceptorok lokalizacidjanak és komplex bioldgiai rendszerbdl
torténd izolalasanak eqgyik lehetésége, hogy a receptor makromolekulajahoz
irreverzibilisen  kotddd  radioaktiv jelet  hasznaljunk.  Fotokémiai
affinitasjeldlésnél az épiatligandumbdl készult analégnak meg kell tartania az
eredeti anyag farmakoldgiai aktivitasat, sttétben koétddnie kell a specifikus
receptorhoz, nagy molaris aktivitdsiinak kell lennie, hogy meglehetdsen kis
koncentréacidban lehessen hasznalni a nem specifikus kétés alacsony szinten
tartasara, és a fotolizis utan az irreverzibilis kdtés a kivant kétéhelyen jojjon
létre.

A reagensek tervezésénél és szintézisénél olyan vegyuletek johetnek
szamitdsba, melyeket mar hosszabb hullamhossz( UV sugarzas is képes
aktivalni. Ez azért fontos, mivel pl. 254 nm hulldmhossz( besugéarzas utan az
opioid receptorok jelentés mértékben karosodnak [84]. Masrészt kimutattak,
hogy az O6piatok, mint pl. a morfin, etorfin, ilyen kérGimények hatésara
kovalensen kétédnek. Erre szamos példa van az irodalomban, igy Kooper és

munkatarsai [85] kozolték, hogy a [3H]oximorfon irreverzibilisen jelolte a
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receptorokat fotoaktivalas hatasara. Miutdn radioaktiv ligandumokat
hasznaltak, ez a modszer alkalmas volt membranfehérjék jeldlésére, azaz a
receptorok molekuléris jellemzésére. Hasonld megallapitdsokat tettek
Rothman és munkatarsai [77]: vizsgélataik szerint a [SBH]FOXY alkalmas a
receptorok fotoaffinitas jeldlésére.

A morfinszarmazékok korében széleskorlien vizsgaltdk az aril-azido
szerkezeti egységet, mint lehetséges fotoaffinitasjel6lé csoportot. Emlitést
érdemelnek a normetazocin, norlevorfanol, dihidromorfin é€s a morfinon
szarmazékai.

De Costa és Bowen [86] a (+)-4’-azido-
fenazocin (16) tricialaséat vizsgélta, amely egy ﬁ”zc”f@"s
szigma-receptor-szelektiv  fotoaffinitas-jelI6 "

ligandum. (+)-normetazocin p-azido-fenil-

etanol mezilatjaval kaptak a (+)-4’-azido- yo

fenazocint, amit 2 ekvivalens brommal
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kezelve a 7,9-dibrém-szarmazékot nyerték. A

tricidlas soran nemcsak dehalogénezés, hanem az azidocsoport redukcidja is
végbement (moléris aktivitasa: 847 GBg/mmol; 22,9 Ci/mmol) ezért ezt
Sandmeyer reakcidban visszaalakitottak (+)-4’-azido-fenazocinna.

Hasonlé vegyuleteket morfinanokbdl is elGallitottak:

Winter és Goldstein [87] a levorfanol radioaktiv analdgjat, a
[BH]N-8-(p-azidofenil)-etil-norlevorfanolt  (17) szintetizaltdk és hasznaltak
fotokémiai affinitdsreagensként Opiatreceptorok jeldlésére. A p-amino-fenil-
ecetsavbol metil-észtert készitettek és tricialt litium-[tetrahidrido-aluminat]-tal
p-aminofenil-etanolla redukaltak. Az amint diazotaltdk, majd natrium-aziddal
nyerték a p-azidofenil-etanolt. Ezt tionil-bromiddal brémoztak, és a keletkezd
B-(p-azidofenil)-etil-bromidot ~ norlevorfanollal  reagaltattdk ~ metanolos

kozegben, kalium-karbonat jelenlétében. A termék molaris aktivitasa
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27,7 MBg/mmol (0,749 Ci/mmol). A kis molaris aktivitds miatt pM-os
koncentracidban kellett a receptorjeldlést elvégezni, és igy nagy volt a nem

specifikus kotés aranyais.

r(CHZCHF<©>N,

H

HO

17 18

DeGraw és Engstrom [88] gyakorlatiiag az el6bbi utat kdvette azzal a
kuldbnbséggel, hogy a litium-[tetrahidrido-aluminat]-os redukcid helyett a
natrium-[tetrahidrido-aluminat]-aluminium-klorid  komplex hidriddel vald
reakciot alkalmaztak, és a p-aminofenil-etil-bromid helyett a megfeleld tozilatot
allitottak el6, ami a kitermelést novelte. A tricidlt N-B-(p-azidofenil)-etil-
norlevorfanol moléris aktivitdsa 46,2 GBg/mmol (1,25 Ci/mmol). Ugyanigy
allitottak el$ a *C-levorfanol analdgot is.

Schulz és Goldstein [89] az el6bbi vegyllet kevésbé lipofil kvaterner
sojat (18) vizsgaltak. A vegydlet fotoaktivalas hatasara irreverzibilisen kotédott
az opioid receptorhoz. |

Cooper és Rapoport [90] a feniletil-dihidro-normorfin  4’-azido-
szarmazékat (19a) allitottak eld, mint lehetséges fotoaffinitasjelolé reagenst,
7,8-ditricialt formaban. A (20) morfinszarmazékot dioxanban platina-dioxid
katalizator jelenlétében tricidltdk, majd (19b) Sandmeyer reakcidja

eredményezte (19a)-t, a molaris aktivitas 1110 GBgq/mmol (30 Ci/mmol) volt.
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19

Szintén aril-azid tipust fotoaffinitas-jeldléket allitottak eld Rance és
munkatarsai [91,92] a 14-amino-morfinon szarmazékok acetilezésével. A (21)
vegyllet, amely a 14-amino-morfinon p-azido-dihidrofahéjsavval acilezett

szarmazéka, a kontroll kisérletekben a legnagyobb affinitast mutatta.

21 22

Fotolizis hatasara irreverzibilis kotddést tapasztaltak.

El6éllitottak egy antagonistat (22) is az N-ciklopropilmetil-14-amino-
normorfinon 2-nitro-4-azido-fahéjsavval vald acetilezésével, de ez a vegyulet
nem bizonyult alkalmas fotoaffinitasjel6l6nek.

Galzi és munkatarsai [93,94] az o-Naltrexamin N-metil-N-p-azidofenil-
szarmazékat (23) allitottak eld, amelyrél kimutattdk a reverzibilis kotédést a
receptorhoz, bar a vegyulet nem volt szelektiv, egyforma affinitast mutatott a

md-, delta-, kappa-receptorokhoz. A p-azido-fenil szerkezeti egység azért is
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elébnyds, mivel a fotoaktivalas hulldmhossza 300 nm vagy hosszabb.

Besugarzas utan (23) irreverzibilisen alkilezte a receptort.

23

Végezetul altalanossagban megjegyezhetd, hogy a radioaktiv jeldlési
technikak fejlédése egyre nagyobb molaris aktivitasu, specifikusan jelzett
vegylletek széles skalgjat hozta létre, ami els6sorban az élettudomanyok
terén jelentett, és jelent mindinkabb taguld kutatasi-vizsgélati lehetéségeket.
Maguk a morfinszarmazékok ezen belll kis részt képviselnek, de a jelzett
analdgokon keresztll kilonb6zé radioizotépok alkalmazdsa kovethetd
nyomon. A nuklearis méréstechnika Ujdonsagaival egyutt finomabb részletek
derithetOk fel, akar egyes anyagok metabolizmusérdl, akar pl. a receptorok
altipusairdl vagy alegység-szerkezetérdl van szo. A triciummal térténd jeldlés
tobb évtizedes kisérleti tapasztalattal rendelkezé terllet, és megfeleld
szintetikus eljarasokkal hasznos segédeszkdzoket nyUjt az emlitett bioldgiai
problémak megoldasdhoz, mikdzben a radioaktiv jeldlések eredménye
6nmagaban is értékes ismereteket ad a molekuldk szerkezetére €s

tulajdonsagaira vonatkozoan.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Tricidlasi és hidrogénezési eljaras

A triciumgazzal torténd tricialas olyan radiokémiai munka, amelyet nagy
mennyiségl illékony aktiv anyaggal végzink, igy kivitelezése a mindennapos
laboratériumi  gyakorlattdl gyokeresen eltér. A nagyszamu veszélyes
hibalehetéség miatt minden egyes reakciot és mdveleti [épést megelbz&en
inaktiv anyagokkal kell elvégezni, s csak ezek sikeres végrehajtasa utan lehet
attérni az aktiv munkara.

A Laboratoriumban el&éllitott radioaktiv anyagok rendszerint egyediek és
viszonylag kicsiny 6sszes aktivitasban kerulnek felhasznalasra, igy szintézistuk
is mikromddszerekkel torténik. A kiindulasi vegylletek anyagmennyisége
altalaban 1-106 - 50:10% mol tartoméanyban van, és a tricilashoz, illetve az azt
megel6zd mikrohidrogénezési kisérletekhez a Laboratériumban korabban
épitett vakuumkeészulék [10] Iényegében ezen kovetelményeknek felel meg.

A tricialod készUlék vazlata az alabbi abran lathato:

nagy vakuum

(/T

e vakuum

CcC C I FE®
C COIre

A

?—Il
Tricialo készulék

1. &bra
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A triciumot piroféros uranban (Uy) elnyeletve taroljuk, amelybdl 300-450 °C-ra
hevités soran szabadul fel az elemi triciumgaz. A megfeleld hémérsékletet
szabalyozhatd elektromos kalyha biztositja. A reakcid lejatszédasa utan a
visszamaradt, izotépcsere miatt higult triciumot egy masik, ugyancsak
piroféros urannal toltétt csapdaban (U,) nyeletjuk el. A rendszerben levé gaz
nyomasa egyszaras H higanymanomeéterrel, illetve Mc McLoad-manométerrel
mérhetd. A vakuumot rotacids és higanydiffuzids szivatty( biztositja.

A tricidlasi/hidrogénezési  reakcid  kivitelezése ~ altaldban  a
kovetkezOképpen torténik: az R reakcidedényben cseppfolyds Nj,-nel
megfagyasztjuk az elézetesen bemért olddszer és a reaktansok elegyét, majd
a rendszert evakualjuk és elzarjuk a szivattyUktol is. Tovabbi hiités kdzben a
nyomasmérével ellendrizve 370-740 GBq (10-20 Ci) &sszes aktivitasu
triciumgazt engedink be a reakcidtérbe. A hltés megszintetése és a
reakcidelegy megolvadasa utan a hidrogénezési reakcid a keveréssel
megindithatd.

A reakcid elérehaladasa (a cserereakciok kivételével) jol kovethetd a
reakciotér nyomasanak valtozasaval, és megfelelé idében a reakcidelegy
cseppfolyds Ny-nel megfagyasztva leallithatd. Ekkor a hasznalt, hidrogénnel
higult triciumot piroféros urant tartalmazo gydijtében elnyeletjuk, a
reakcidedényt eltavolitiuk, majd felolvadds utdn a katalizatort a
reakcidelegybdl Whatman GF/C Uvgszélas szlrépapiron leszUrjuk és
metanollal mossuk. Az 6sszegydijtott szlrletet vakuumbeparlon leparoljuk. A
reakcidelegyben maradt labilis triciumot a kovetkezGképpen tavolitjuk el: a
terméket 10-15 ml etanol-viz 1:1 elegyben oldjuk, majd az olddszert rovid allas
utan leparoljuk; a mveletet 3-4 alkalommal megismételve labilis helyzetl
tricium lényegében nem marad, igy a tovabbi feldolgozas mar nyitott

reakcidedényben is torténhet.
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Tisztitasi mdédszerek

a.) Vékonyréteg-kromatografia

Merck DC Fertigplatten Kieselgel 60 Fps54 UV indikatorral adalékolt
lapokat hasznaltunk. Az alkalmazott futtatorendszereket a kisérleti
eredmények ismertetése soran kozoljik. A foltok elShivasara el&szor
altaldban UV megvilagitdst hasznéaltunk, az egyes anyagokra alkalmazott
eléhivd reagenseket a Kisérleti eredményekben kozdljik. A radioaktivitas
eloszlasat a vékonyréteg lapokon Packard Model 7201 Radiochromatogram
Scannerrel, illetve Berthold Radiochromatogram Tracemasterrel vizsgaltuk.
Nagyobb aktivitasi mintdknal  autoradiografiat alkalmaztunk, amelyhez
Medifort RP rontgenfimet hasznaltunk. Az expozicids id6 a minta
radioaktivitasatél fuggott, pl. 20 x 20 cm-es lapra telijes szélességben felvitt
720 MBq (20 mCi) aktivitasnal 1-2 6ra volt.

b.) HPLC kromatografia
Ezt a modszert elsdsorban tisztasagellendrzésre hasznaltuk, a részletek

a Kisérleti eredmények fejezetben talalhatok.

A radioaktivitas mérése

A radioaktivitast folyadékszcintillaciés modszerrel hataroztuk meg. A
mintakat toluolos (4-5 g PPO, 50 mg POPOP 1000 ml toluolban), vagy toluol-
Triton X-100-as koktélban (1000 ml toluolos koktél, 500 ml Triton X-100)
mértik. A mérés hatasfokat quench korrekcids gorbe segitségével hataroztuk
meg (csatornahanyados modszer). A mérésekhez  Searle Delta 300
spektrométert hasznaltunk. A tricidlas soran a levegé tricium tartalmat
folyamatosan mértik egy Jonston ionizaciés kamraval. A belélegzett és
beépllt tricium koncentracidja a vizelet radioaktivitisanak mérésével

kdvethetd.
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Mennyiségi meghatarozasok

A tricialt termékek mennyiségét UV-spektrumuk alapjan hataroztuk meg
Uv VIS Spectrometerrel (Zeiss), illetve Shimadzu UV VIS 160
spektrofotométerrel. A vegylletek UV-spektroszkdpiai adatait részben
irodalmi adatokbdl [95], részben sajat méréseinkbdl vettik. A mért adatok a

Kisérleti eredményekben talalhatok.

Anyagok

A triciumgazt a Szovjetuniobdl vasaroltuk (Technabexport) és uran-tricid
formajaban taroljuk. A fém urdn Merck termék. A fém uranbdl a piroféros
urant és az uran-tricidet Burke és Smith mddszere [96] alapjan allitottuk eld. A
hidrogénezéshez/tricidlashoz hasznalt katalizatorok Merck gyartmanyuak
voltak.

Az N-metil-morfolin, klérhangyasav-izobutil-észter Aldrich, a trietil-amin,
fenilnidrazin, 4-brém-fenilhidrazin Fluka készitmény.

A morfinszarmazékokat (kodein, morfin, izomorfin-szarmazékok,
naltrexon), fumarsav-monometil-észtert, klorecetsavat a Tiszavasvari Alkaloida
Vegyészeti Gyartél, a ciprodimot Dr. Helmut Schmidhammenrtdl kaptuk. A
normorfin-, naltrindol-, halogénezett naltrindol szarmazékok
laboratoriumunkban készlltek. A standardként hasznalt 5- és 6'-klor- és

brém-naltrindol szarmazékokat Dr. Toth Géza éllitotta eld.

MUszeres vizsgalatok

Az NMR felvételek Varian-Gemini 200 és Bruker AM 400
spektroszkoépon, a tdmegspektrumok VG-TRIO-2 késziléken készlltek, El
(70 mV) izemmaodban. Az olvadaspontokat Elektrothermal (8103) készuléken

hataroztuk meg, az adatok nem korrigaltak.
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4. KISERLETI EREDMENYEK

4.1. lzomorfin szarmazékok eléallitasa tricidlt forméban

A fotoaffinitas- és elektrofil affinitas-jeldl6k kulcsfontossagl vegylletek az
opioid receptorok kutatasaban. Amennyiben az emlitett vegyuletek valamilyen
radioaktiv nuklidot is tartalmaznak, akkor megjeldlhetjik vellk a receptort,
illetdleg opioid receptorok esetében a receptor egy altipusat (md, delta,
kappa), ha a radioaktiv ligand specifikusan koétédik ezek valamelyikéhez.
Morfin alkaloidok els&sorban a md-receptorokhoz kétddnek, ezért ezeknek az
affinitasjeldl6 szarmazékai varhatéan szintén md-specifikusak. Az irodalmi
adatok alapjan megallapithatjuk, hogy a legszokvanyosabb Ut az affinitasjelold
morfinszarmazékok szintéziséhez az, ha a 6-os helyzetben maoddositjuk a
morfinvazat [84,97]. Az antagonista naloxon és naltrexon 6-amino
epimerparjaival végzett farmakoldgiai vizsgalatokban [98,99] a morfinhoz
képest megnovekedett mi szelektivitdst tapasztaltak. A kés6bbiekben a
szelektivitas és kulondsen az affinitas ndvelésére iranyuld prébalkozasok
kulénbozd elektrofil csoportokat (kloralkil-aminok, «,B-telitetlen karbonsavak
észterei, a-halogénkarbonsavak, izotiocianatok) tartalmazd, irreverzibilisen
koétddd  ligandumok  kifejlesztéséhez  vezettek [97,100], amelyekkel
megallapitottak a  B-térédlldas  kedvezményezett  szerepét [97].
Legszelektivebbnek a legkevésbé reaktiv 68-fumaramid oldallancot tartalmazé
szarmazékokat talaltdk [97,100], amelyek kdzll a metil-észter bizonyult a
legnagyobb affinitasinak [101]. Az eredmények alapjan az antagonista
hatast naltrexon 68-fumaramido-metil-észter (B-funaltrexamin) szarmazékot
tricialt formaban is el6dllitottak [81,82], bar a szintézis leirasat ezek a

publikaciok nem kozlik.
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A g-funaltrexamin agonista analégja a 68-amino-6-dezoxi-148-hidroxi-
7,8-dihidromorfin (25b), amelynek bioldgiai aktivitdsat nem jelzett anyaggal
mar vizsgaltdk [100], valamint a 14-es hidroxi csoport szerepének
felderitésére 6sszehasonlitottak a 148-dezoxi vegyulettel [102].

Az irodalmi adatok alapjan érdemesnek tint az agonista vegyuletcsoport
tagjainak farrﬁakolégiai jellemzését elvégezni tricidlt anyagokkal is, igy
Laboratériumunkban elallitottuk a  [7,8-3H]68-amino-6-dezoxi-7,8-dihidro-
morfinnak (25a) fumaramido-metil-észter és kloracetamido szarmazékat,
valamint e vegylletek 14s-hidroxi analdgjait (25b). A jeldlést mindkét
vegyuletnél a morfinvaz 7,8-as kettds kotésének katalitikus telitésével (2. abra)
végeztik el, majd a radioaktiv anyagok 6-os aminocsoportjahoz savamid

kotéssel kapesoltuk a fumarsav-metil-észtert és a klérecetsavat.

4.1.1. A 6-amino-izomorfin és a 6-amino-14-hidroxi-izomorfin tricidlasa

A tricidlashoz a 6-amino-izomorfin analégokat Hosztafi Sandortdl
(Alkaloida, Tiszavasvari) kaptuk, aki munkatarsaival sztereoszelektiv mddszert
[103] dolgozott ki a 68-epimerek elballitasara, amely tisztabb terméket és jobb

kitermelést eredményezett a korabban leirt [99] eljarasnal.

a:R=H a:R=H
b: R=0OH b: R=0OH
24 25

2. abra
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[7,8-3H]6-amino-6-dezoxi-7,8-dihidro-izomorfin ([7,8-3H]DIHIM, 25a)

20mg (7 pumol) 6-amino-6-dezoxi-izomorfint  (24a) feloldottunk
0,9 ml DMF-ben. Katalizatorként 5,3 mg PdO-ot hasznaltunk. A reakcibedény
egy 3 ml térfogatl csiszolatos gémblombik volt, amit ellattunk magneses
keverével. A reakcidedényt csatlakoztattuk a triciald készilékhez, cseppfolyds
nitrogénnel leh(itottik és a megfagyott reakcidkeverekrdl a levegbt vakuum
segitségével elszivattuk. A tovabbiakban a tricidlas az Anyagok és modszerek
részben leirtak szerint tortént. A reakciot 165 percig folytattuk 370 GBq (10 Ci)
aktivitasi hordozémentes triciummal. A kezdeti nyomas 45,3 kPa (340 torr)
volt, a tricium fogyasat manometrikusan kovettik. A reakcio befejezése utan a
katalizatort lesz(rtik Whatman GF/C Uvegsz(rén, a katalizatort metanollal
mostuk. Az olddszert, valamint a PdO-bdl keletkezett tricialt vizet leparoltuk,
és a maradékot 50 % etanol-viz elegyében (25 ml) feloldottuk. A labilis
triciumot 3x25 ml olddszerelegy leparlasaval tavolitottuk el. A végsé beparlas
utan 20 ml etanolban vettik fel, megmértik a radioaktivitasat, ami 4,92 GBg-
nek (134 mCi) adddott. A radioaktiv termék tisztasagat jelzetlen standard
alkalmazaséaval vékonyréteg-kromatografidasan hataroztuk meg, szilikagél
lapon (Kieselgel 60 Fy54) kloroform-aceton-metanol-ammanium-hidroxid
40:30:10:5 eluenssel (A futtatérendszer). A foltokat Dragendorff reagenssel
(0,06 % bazisos bizmut-nitrat és 1,5 % Kl oldata 15 %-0s vizes ecetsavban)
hivtuk el6, mig a radioaktivitas helyét a rétegen Packard radiokromatogram
scannerrel azonositottuk, aminek alapjan a nyerstermék kromatografiasan
tiszta volt (R¢=0,18).

A nem radioaktiv telitetlen prekurzor jelenlétét Dragendorff szinreakcioval
vizsgaltuk nagyobb mennyiség(i radioaktiv anyag felcseppentésével.
Kiindulasi anyagot nem detektaltunk. Az anyagmennyiséget UV spektrum

alapjan hataroztuk meg (UV-VIS Zeiss spektrométer) nem radioaktiv standard
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alkalmazéasaval. A molaris extinkcids koefficiens etanolban
1510 mol-!-dm3-cm™1 volt.
Termelés: 4,92 MBq (134 mCi), 5,39 umol (77 %).
Molaris aktivitas: 918 GBg/mmol (24,8 Ci/mmol).

A tricialt izomorfin szarmazékok vékonyréteg-kromatografias adatai és a
radioaktiv szintézisek termelésének értékei a 1. tablazatban a 38. oldalon

talalhatok.

[7,8-3H]6-amino-6-dezoxi-7,8-dihidro-148-hidroxi-izomorfin

(17,8-3H]14-OH-DIHIM, 25b)

4,0 mg (13,2 pmol) 6-amino-6-dezoxi-14-hidroxi-izomorfint (24b) 0,8 ml
DMF-ben oldottunk. 11 mg PdO katalizatort adtunk hozza és a tricialast az
el6z6h6z hasonldéan hajtottuk végre. A reakcididé 150 perc volt, a
nyerstermék radioaktivitasa 14,5 GBq (473 mCi). Vékonyréteg-kromatogréfia
szerint a fenti futtatorendszerben (R{=0,35) a termek tisztitdst nem igényelt, a
tovabbi reakciokhoz megfeleld volt.

Termelés: 14,5 GBq (473 mCi), 11,9 umol (30 %).
Molaris aktivitas: 1470 GBg/mmol (39,7 Ci/mmol).

4.1.2. A savamidok el6allitdsa a jeldlt morfinszarmazékokbdl

A (26) és (27) (36. oldal) amidszarmazékok szintézisét a peptidek
racemizaciomentes folyadékfazisu szintézisére kidolgozott vegyes anhidrides
kapcsolasi médszerrel [104,105] végeztik el, mivel mind a fumaramid, mind a
klérecetsav tartalmaz egy szabad, aktivalhatd karboxilcsoportot, igy a
kapcsolast minden esetben azonos modon végezhettik el. A szintézisekben

altalaban 925 MBq (25 mCi) aktivitasu tricialt alapanyagbdl indultunk ki, ami a



35

dihidro-izomorfin (25a) esetében 1 pmol, a 14-hidroxi analégnal (25b) pedig
0,63 umol kémiai anyagmennyiséget jelentett. A rendkivil kis mennyiségek
miatt tobb olyan tényezdvel is szamolnunk kellett, amelyek a “"normal"
szintéziseknél nem okoznak problémat. Bar kevés (200 ul) olddszerben
oldottuk fel a reaktansokat, a rekcidelegy igen hig volt. Emiatt gondosan
tisztitott és vizmentesitett olddszereket és reagenseket kellett hasznalnunk a
mellékreakciok [104] visszaszoritasara. A Portoghese és munkatarsai altal
leit mddszer [100] fumaroil-klorid-monometil-észterrel részben a tisztitas,
részben az alacsony kitermelés (68 %, feltehetéen  nagyobb
anyagmennyiségekkel) miatt itt nem hasznalhatd, a klérecetsav szarmazék
aktiv észteres kapcsolasa [106] pedig még tébb szennyezdvel jart volna.

A fentiek alapjan valasztott kapcsolasi eljarasban a képz6dd
melléktermékek illékonyak (CO, és a klérhangyasav-észterbdl szarmazd
alkohol), a kapcsolas hatasfoka - amelyre a kis anyagmennyiség és a hig
oldatok miatt fokozottan kellett Ggyelni - pedig 96-98 %. Ez klérhangyasav-
izobutil-észter  anhidridképzé reagenssel és  N-metil-morfolin  bazis
alkalmazasaval [104,107] érhet6 el, tetrahidrofuran olddszerben. A reakcio
teliesebbé tétele érdekében a reagenseket kb. Otszords feleslegben

alkalmaztuk.

[7,8-3H]6-amino-6-dezoxi-7,8-dihidro-izomorfin kapcsolasa fumarsav

monometil-észterrel (DIHIM-fumaréat, 26a)

925 MBq (25mCi, 1umol) [7,8-3H]6-amino-6-dezoxi-7,8-dihidro-
izomorfint feloldottunk 0,2 ml vizmentes tetrahidrofuranban és sob-jég
hitékeverékkel leh(itottik -20 °C-ra. 0,65 mg (5 pmol) fumarsav-monometil-
észtert és 0,65 ul (5 umol) klérhangyasav-izobutil-észtert szintén feloldottunk
0,2ml tetrahidrofurdanban és leh(téttik -20°C-ra. A lehdlés utan

hozzapipettaztuk 0,5 ul (5 wmol) N-metil-morfolin terahidrofuranos oldatat,
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majd a két oldatot egyesitettik és -5 °C-on 5 percig allni hagytuk. A reakciéidd
letelte utan mintat vettink és szilikagél vékonyrétegen (10 cm-es lapon)
megfuttattuk az A futtatérendszerben. A vékonyréteg-kromatografias
kéralmények a 1. tablazatban (38. oldal) lathatok (DIHIM: R¢=0,18, DIHIM-
fumarat: R¢=0,32). A kifejlesztés utan felvett radiokromatogrambol
megallapitottuk, hogy az 5 perces reakciéid6é alatt a konverzié kordlbeldl
40-50 %-0s volt, igy a reakciét 0,5 ml metilalkohol hozzaadasaval leallitottuk
- ezzel kb. 40 perc reakcididét biztositottunk - és vakuumbeparldn beparoltuk
a reakcidelegyet.

A maradékot a végtermék kinyerése céljabdl feloldottuk 0,5 ml
metanolban és szilikagél lapon tisztitottuk az A futtatorendszerben.
Megmeértik az aktivitasat, ami 368 MBq (9,94 mCi) volt. A végsé tisztasagot
az A és B (etilacetat-metanol-trietil-amin 90:20:5) eluensekkel ellendriztik, a

(26a) termék radiokémiai tisztasaga mindkét esetben legalabb 95 % volt.

a: R=H a:R=H
b: R=0H b: R=0H
26 27

[7,8-3H]6-amino-6-dezoxi-7,8-dihidro-izomorfin kapcsolasa

klérecetsavval (DIHIM-kloracetat, 27a)

A (27a) vegyiletet a fumaramid szarmazéknal leirt modon allitottuk eld

azzal a kulonbséggel, hogy a fumarsav-monometil-észter helyett 0,47 mg
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(5 pmol) kldrecetsavat hasznéltunk a 925 MBq (25 mCi, 1 umol) aktivitasd
(25a) kiindulasi alapanyaghoz. A -5°C-on lejatsz6dd reakcidt 40 perc utan
ledllitottuk és az elegy beparlasa utan a terméket az A futtatdban torténd
tisztitdssal nyertik ki. A vegyllet radiokémiai tisztasagat vékonyréteg-
kromatografiasan (1. tablazat) ellendriztik az A és a B futtatérendszerekben,
ami szerint a radioaktiv termék kromatografiasan egységes volt. A visszanyert

aktivitas 398 MBq (10,8 mCi) volt, ami 43 %-0s kitermelésnek felel meg.

[7,8-3H]6-amino-6-dezoxi-14-hidroxi-7,8—dihidro-izomorﬁn kapcsolasa

fumarsav monometil-észterrel (14-OH-DIHIM-fumarat, 26b)

A szintézis és tisztitds azonos mddon tértént, mint a DIHIM fumaramido
szarmazékanal. 925 MBqg (25 mCi, 0,63 mol) kiindulasi 14-OH-DIHIM-bdI és
0,65 mg (5 mol) fumarsav-monometil-észterbdl 40 perces reakcididével az A
futtatdrendszerben vald tisztitds utan 702 MBq (19 mCi, 76 %) aktivitasu,
vékonyréteg-kromatografiasan (A és B eluenssel) egységes (26b) terméket

nyertunk.

[7,8-3H]6-amino-6-dezoxi-14-hidroxi-7,8-dihidro-izomorfin kapcsolasa

klérecetsavval (14-OH-DIHIM-kléracetat, 27b)

A kapcsolast a 14-dezoxi analdognal leirtak szerint végeztik el, azonban
ebben az esetben 1850 MBg (50 mCi, 1,26 umol) volt a (25b) kiindulasi
anyagmennyisége, amihez ebben az esetben 0,94 mg (10 pmol)
klérecetsavat adtunk. A reakcid kivitelezése és a tisztitas is azonos modon
tortént. Mindkét eluenssel ellendrizve radiokémiailag tiszta (27b) terméket
kaptunk.

Termelés: 1020 GBq (27,6 mCi), 55 %.
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A tricialt izomorfin szarmazékok kromatogréfias adatai és kitermelése

R¢ Radioak- Termelés
Vegyulet A B tivitas %
MBq  (mCi)

DIHIM 0,18 0,06 4950 (134) 77,0
DIHIM-

monometil-fumarat 0,32 0,18 367 (9,94) 40,0
DIHIM-

kloracetat 0,37 0,11 398 (10,8) 43,0
14-OH-DIHIM 0,35 0,12 7490 (473) 90,0
14-OH-DIHIM-

monometil-fumarat 0,63 0,38 702 (19,0) 76,0
14-OH-DIHIM-

kloracetat 0,59 0,38 1020 (27,6) 55,0

A: kloroform-aceton-metanol-ammaonium-hidroxid 40:30:10:5
B: etilacetat-metanol-trietil-amin 90:20:5

A néqy irreverzibilis ligand moléris aktivitdsat nem adtuk meg, mert az igen kis

mennyiség(i termékek UV spektrumaibdl csak nagy hibaval lettek volna

meghatarozhaték. A valdszinl molaris aktivitasok becsilhetdk a tricialt

aminokbdl, mivel a kapcsolasi reakciok nem érintk a molekula 7,8-as

helyzetét, ahol a tricium talalhato.

A késBbbiekben kideriilt, hogy az UV spektrumok bizonytalansaga

ismételt kromatografias tisztitassal nd, amit a kromatografias rétegen

adszorbealddott szennyezddések okoztak. A probléma kikiiszobdlésére a
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preparativ tisztitdshoz hasznélt vékonyréteg lapokat felhasznaldas elStt
spektroszkoépiai tisztasagu etanollal leszalld kromatografiass megoldassal
[108] 2-3 napig mostuk és 110°C-on 1 Ora hosszat aktivaltuk. Ezzel a
modszerrel sikerdlt elérni, hogy a visszanyert anyag tiszta és UV spektruma a
mennyiségi meghatarozasra alkalmas legyen. Az igy szamitott moléaris
aktivitdsok mind a négy irreverzibilis ligandra megegyeztek a kiindulasi amin
molaris aktivitdsaval, ami azt bizonyitia, hogy a 6-0s aminocsoport

szubsztitGcidja nem véltoztatja meg a vegyuletek molaris aktivitasat.

4.2. Tricialt ciprodim eldallitasa

A ciprodim [(-)-17-(ciklopropil-metil)-4,14 3-dimetoxi-morfinan-6-on,
(28a)] egy nemrégiben felfedezett mi opioid receptor szelektiv antagonista
[109,110], amely ezidaig a legnagyobb md szelektivitast mutatta a nem peptid
ligandok kozll. Reverzibilitdsa mellett a leglényegesebb tulajdonsaga, hogy
tiszta antagonistaként viselkedik [111].

Pozitiv tulajdonsagai indokoltak, hogy ezt a mi ligandumot késébbi

vizsgélatok céljara jelzett formaban allitsuk eld.

CH
Br SCH,

O or

CHO  Br o

a: R=H (ciprodim)
b: R=Br
c:R=3H 29

28
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4.2.1. 1-brém-ciprodim enzimatikus szintézise

Laboratériumunkban korabban torténtek probalkozasok a ciprodim
bromozasara. Mivel az aromas gylr(iben torténd monobrémozéasra tett
kisérletek nem vezettek egységes eredményre, a szokasos brémozasi
eliarassal a tribrébm  szérmazékot allitottak el6: a  ciprodimot
szobahémérsékleten 3 ekvivalens elemi brommal reagaltattdk jégecetes
oldatban. A reakcid a vart (29) 1,5,7-tribrom-ciprodimot eredményezte, ennek
tricidlasa azonban nem vezetett egységes termékhez, és az elegy tisztitasa
vékonyréteg-kromatografidasan megoldhatatlannak bizonyult.

A probléma kikliszobolésére monobrom szarmazék eldallitasat tlztik ki
célul, azonban a korabbi kémiai mddszer helyett enzimatikus halogénezéssel
prébalkoztunk. Kisérleteinkhez a klérperoxidaz (EC 1.11.1.10, Sigma) enzimet
valasztottuk. 44,67 mg (102 umol) ciprodim-HBr sét 4 ml 3,6-0s pH-ju
acetatpufferben (0,1 M) oldottunk, és hozzaadtuk 54,87 mg (460 umol) KBr és
565 ul 3 %-0s H,0O, (500 pmol) oldatéat. A reakcié 229 U enzim hozzaadasaval
indult, és vékonyréteg-kromatografias ellendrzés alapjan 10 perc alatt
befejez6dott. Ezutan vizes ammonia-oldattal az elegy pH-jat 8-ra allitottuk, és
a szabad bazist 3x5ml kloroformmal extrahaltuk. A szerves fazisokat
egyesitettiik, amelyek bepaérlasa utan 35,2mg (79 %) szintelen kristalyos
maradékot kaptunk. Ezt abs. etanolbdl atkristalyositva 20,2 mg tiszta (28b)

terméket nyertiink, amelynek szerkezetét analitikai mddszerekkel igazoltuk.
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2. tablazat

A ciprodim és az 1-brom-ciprodim vékonyréteg-kromatogréafias adatai

Ry
ciprodim 1-brém-ciprodim
A 0,38 0,56
B 0,72 0,80
C 0,28 0,51

A: kloroform-metanol 9:1
B: kloroform-metanol-cc. ammonia 90:10:1
C: diklér-metan-metanol 9:1

Az anyag vékonyréteg-kromatogréfids tulajdonsagai eltértek a
ciprodimétdl, az adatok a 2. tablazatban lathatok. Harom futtatbrendszerben
hasonlitottuk 6ssze a ciprodimot a brémszarmazékkal, és az utdbbi
mindegyikben nagyobb R; értékkel vandorolt, ami &ltaldban jellemzé a
halogénnel helyettesitett morfin-szarmazékokra.

Termelés: 20,2 mg (45 %), 0.p. 160-162 °C.

TH-NMR (CDCl3), (ppm): 7,37 (d, J=8,2; 1 H, aromas), 6,64 (d, J=8,2; 1 H,
aromas), 3,82 (s, 3 H; 4-OMe), 3,42 (s, 3 H; 14-OMe).

EI-MS: (m/e), (M*): 433 (9 %), 403 (47 %), 392 (15 %), 306 (30 %).

A tdmegspektrumbdl lathatd volt, hogy a reakcié monobrém szarmazékot
eredményezett, azonban a halogén helye nem volt egyérteimiien eldonthetd
az egyszer(i TH-NMR spektrum alapjan. A brém szubsztituens 1-es helyzetét
NOE kuUldnbségi spektroszkdpia [112] erdsitette meg, amit hasonldan

végeztlnk el, mint Davies és munkatarsai [113] az 1-brém-kodein esetében.
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4.2.2. 1-brom-ciprodim tricialasa

A reduktiv dehalogénezést a szokott mddszerrel, heterogén katalitikus
aton végeztik. 2,38 mg (5,45 umol) 1-brém-ciprodimot és 1 ul (7,2 pmol)
trietil-amint 1 ml DMF-ben oldottunk és 20 mg PdO/BaSO, (10 % PdO)
katalizator jelenlétében 555GBq (15Ci) hordozdémentes triciumgézzal
redukaltuk. 60 perc utdn a reakcitt ledllitottuk, a katalizatort lesz(irtik és
metanollal mostuk. Az egyesitett olddszerelegyet leparoltuk és a labilis
triciumot etanol-viz 1:1 oldbszer haromszori lepérlasaval (10-10 ml)
tavolitottuk el. 6,36 GBg (172 mCi) aktivitasi nyersterméket nyertink. A
tisztitas kétszeri vékonyréteg-kromatografias elvalasztassal tortént, elémosott
és aktivalt szilikagél lapon. Az elsé tisztitast kloroform-metanol-cc. ammaonia
90:10:1 eluenssel végeztlk, autoradiografiaval meghataroztuk az aktiv termék
helyét, és a réteg lekaparasa utan leoldottuk. 1,695 GBq (45,8 mCi) aktivitast
anyagot kaptunk, ami azonban az alkalmazott futtatorendszerekben (2.
tablazat) nem bizonyult egységesnek, ezért Gjra megtisztitottuk. Masodszorra
diklér-metan-metanol 9:1 Osszetétel(i futtatérendszert hasznéltunk, és az
autoradiografiat kovetd lekaparas és leoldas utan 1,22 GBq (32,9 mCi)
aktivitasu tiszta (28c) terméket kaptunk. Az anyagmennyiséget az UV
spektrumbdl hataroztuk meg 276,6 nm-nél (e =2200 mol-'dm3cm-'), ami
alapjan a végtermék molaris aktivitdsa 1170 GBq/mmol (31,6 Ci/mmol) volt. A
masodik tisztitds utan az aktiv anyagot jelzetlen standarddal egyutt
mindharom futtatoszerrel kifejlesztettilk, és a radiokromatogram alapjan a
termék radiokémiai tisztasaga nagyobb, mint 95 % volt.

Termelés: 1,22 GBq (32,9 mCi), 1,04 umol (19 %).
Moléris aktivitas: 1170 GBgq/mmol (31,6 Ci/mmol).
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4.3. Metilcsoportban tricialt morfin eldéllitasa

Célunk tricialt morfin el6éllitasa volt, amit a kettés kotés megtartasaval
nem lehetséges elemi triciumgazzal, reduktiv modszerrel kivitelezni. Kénnyen
megoldhaté azonban a normorfin tricidlt  metil-jodiddal  térténd
N-metilezésével. A tricialt metil-jodiddal altalaban egyszer( korGimények
kozott kivitelezhetd a jeldlés elsGsorban N-atomon, de alkoholok, tiolok is
kénnyen alkilezhetdk vele, s6t aminosavak C-metilezésére is hasznéljak
[114,115].

A kereskedelmi forgalomban kaphato ftritricio-metil-jodid igen nagy
- gyakorlatilag elméleti - moléris aktivitast, amellyel specidlis laboratdriumi
felszerelések nélkll is igen nagy molaris aktivitasi vegyUleteket lehet
elédllitani. Ennek azonban az ara mellett egy masik hatranya, hogy nem
tarolhaté hosszabb ideig sem maga a metil-jodid, sem pedig a vele jelolt
anyag: a tapasztalatok szerint a radiolizis miatt a nagy molaris aktivitasu
metilcsoportot tartalmazo vegylletek néhany hoénap alatt gyakorlatilag
teliesen elbomlanak. Emiatt a monotricio-metil-jodid lehetéleg elméleti molaris
aktivitassal torténd laboratdriumi eldallitasa a radiokémikusok kdrében régota
kit(zott cél. A probléma megoldasat neheziti az a kévetelmény, hogy a metil-
jodidon kivUl ne legyen jelen mas illékony komponens, és a szintézis lehetdleg
"egy-kémcsé reakcid" legyen. Kozel elméleti molaris aktivitast sikerllt elérni
bisz-klormetil-éter prekurzor tricidlasaval [116], ez azonban veszélyes
karcinogén, emellett illékony és nehezen kezelheté anyag. Ezt a hatranyt
Saljoughian és munkatarsai [117] klérmetil-fenil-szulfid  prekurzor
alkalmazasaval kiszobolték ki, azonban egyfeldl a tricio-tioanizol folyadék
halmazallapota miatt még mindig nem az idedlis metil-jodid forras, masrészt
ennek hasitdsa meglehetésen lassu (48 6ra 150 °C-on). 4-bifenilsav-klormetil-

észter prekurzorral [118] megvalosithatd a konny( kezelhetéseg
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vakuumkészilékben és viszonylag gyorsabbak a reakciok, bar az igy kapott

metil-jodid molaris aktivitasa kevesebb, mint fele az el6zé eljarassal kapottnak.
Az irodalom [117] alapjan a metil-jodidot metilcsoportban tricialt

4-bifenilsav-metil-észter Lil-dal torténé hasitasaval allitottuk eld, s a képzddott

metil-jodidot in situ felhasznaltuk a normorfin metilezésére.

Munkank igy a kovetkezd részekbdl allt:

- nem radioaktiv klérmetil-észter elallitasa és tisztitasa,

- aklérmetil-észter katalitikus dehalohidrogénezése, illetve dehalotricialasa,

majd a termék tisztitasa,
- atricialt metil-jodid el6allitdsa és in situ N-metilezés.

A szintézis |épései a 3. abran lathatdk.
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4.3.1. A metil-jodid tricialt prekurzoranak eldallitdsa

A Kklormetil-észter el$allitasa:

A tricialas prekurzoraul szolgald 4-bifenilsav-klormetil-észtert az
irodalomban [119] leirt eljarassal, 4-bifenil-karbonil-klorid és formaldehid
reakcidjaval éllitottuk el6: 1,4g (6,5mmol) 4-bifenil-karbonil-kloridot 10 ml
szaraz, tisztitott benzolban oldottunk, hozzdadtunk 1,5g (50 mmol)
paraformaldehidet és nyomnyi mennyiségl vizmentes ZnCl,-ot. Masfél éras
refluxalas utan az olddszert bepéroltuk. A tisztitashoz nem allt rendelkezésre
preparativ radidlis kromatogréfias készllék, igy az irodalomtdl eltéréen
k6zOnséges vékonyréteg-kromatografiaval végeztik szilikagél lapon. A
Saljoughian és munkatarsai [118] éaltal megadott futtatérendszerekben az
anyagok a startrdl el sem mozdultak, igy az elvalasztas korilményeit magunk
dolgoztuk ki. Legjobb eluensnek a tiszta kloroform bizonyult, ebben a
klérmetil-észter R¢=0,74 retencios faktorral futott (Kieselgel 60 Fyg4, Merck).
Mivel a reakcioban igen sok melléktermék is keletkezett, el6szor klortartalmu
vegylletekkel  szinreakciét add  difenil-amin-cink-klorid ~ reagenssel
valdszinUsitettik a kivant termék helyét. Ezutan preparativ vékonyréteg lapon
100 mg-onként tisztitottuk a reakcidelegyet. Az adszorbens lekaparasa és az
anyag leolddsa utdn a kapott anyagot éter-petroléter elegybdl
atkristalyositottuk. A terméket az olvadaspontja alapjan kivantuk azonositani,
azonban a mért olvadaspont (106,5-107,5°C) mintegy 4-5°C-kal volt
magasabb az irodalminal (101-102°C, [118]). Mivel ez volt az egyetlen
kidrtartalm( anyag a vékonyréteg lapon, igy az anyag mindségérdl végul
TH-NMR spektruma alapjan gyd6z6édtink meg, ami megegyezett az
irodalomban [118] kdzolttel.

UV spektroszképia: €579 ¢=27200 mol-'dm3cm-! kloroformban.
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4-bifenilsav-metil-észter standard elGéllitasa (31)

1,4 g (6,5 mmol) 4-bifenil-karbonil-kloridhoz 10 ml benzolban azonos
mennyiségd (6,5 mmol) piridint adtunk, majd félés mennyiségl metilalkohollal
szobahdmérsékleten kb. 1 6réaig kevertettik. Az elegyhez kloroformot adtunk,
majd a piridin nagyobb részét és a piridinium-hidrokloridot vizzel kiraztuk. A
szerves fazis beparlasa utan a termeéket forrd etanolbdél aktiv szenes derités
utan kristalyositottuk. Azonositottuk olvadaspontja (117-118 °C) és 'H-NMR
spektruma alapjan. Az el6z6kben leirt vékonyréteg-kromatogréafias
kéralmények kdzott Ry=0,57 retencids értéekkel futott.

UV spektroszkdpia: €57, g=22500 mol-'dm3cm-! kloroformban;

€205,8=24300 mol-'dm3cm, €57, 4=24600 mol-'dm3cm-! etanolban.

4-bifenilsav-klormetil-észter dehalo-hidrogénezése:

Az inaktiv elbkisérletben 5,2mg (20 pmol) klérmetil-észtert 1 ml
dimetil-formamidban oldottunk, hozzaadtunk 10 mg PdO-t és 5 ul trietil-amint.
66 kPa (500 torr) hidrogéngazzal 2 o6ras reakcididd utan telies atalakulast

tapasztaltunk, vékonyréteg-kromatografiaval kdvetve a reakciot.

[3H-metil]4-bifenilsav-metil-észter elballitasa:

10,4 mg (40 umol) klérmetil-észtert (31) 1ml DMF-ben oldottuk,
hozzdadtunk 12 mg PdO-ot, 8 ul trietil-amint, 555 GBq (15 Ci) aktivitasu
triciumgazt és 6 6raig kevertettik, majd a labilis triciumot 3x10 ml 50 %-0s
vizes etanol lepéarlasaval eltavolitottuk. Osszesen 18,5 GBqg (500 mCi)
nyersterméket kaptunk. Ebbd&l 3,7GBg-t (100 mCi) vékonyréteg-
kromatografiasan megtisztitottunk. Mivel a kisebb anyagmennyiség miatt itt
nem volt maéd kristalyositassal is tisztitani a terméket, a két anyagot jobban

elvalasztd benzolt alkalmaztuk eluensként (Kieselgel 60 F,54, Merck; klormetil-
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észter (31) R;=0,47, metil-észter R;=0,21). 1 6ras autoradiogréfia utan az
adszorbenst lekapartuk és etanollal extrahaltuk. 1,18 GBq (31,9 mCi) aktiv
anyagot kaptunk.

Anyagmennyisége UV spektruma alapjan 1,67 pmol volt.

Molaris aktivitdsa 707 GBgq/mmol (19,1 Ci/mmol).

4.3.2. A normorfin N-metilezése tricialt metil-jodiddal

A metilezést a 4. &bran lathatdé készllékben végeztik. A reakcid a
folyamatosan atdesztillald metil-jodiddal K,CO5; savmegkétd jelenlétében
zajlott. A "reaktor" leegyszerUsitett felépitése miatt az anyag mozgatasa csak
parologtatassal és cseppfolyds nitrogénnel torténd  kifagyasztassal
torténhetett. Mivel ebben az esetben is igen kicsi anyagmennyiséggel
dolgoztunk, célszer( volt az egész folyamatot ugyanannyi nem jelzett
anyaggal kidolgozni a veszteség minimalisra csokkentése érdekében. A
képz6dott metil-jodidot kaldon nem detektaltuk, hanem a normorfinnal
lejatsz6dd N-metilezési reakcidjaban képz6dd jelzett morfint hasznaltuk
“indikatorként', amelynek  képz&édését  vékonyréteg-kromatografiasan
detektaltuk (UV-aktiv szilikagél lap, kloroform-n-butanol-metanol-cc. ammonia
40:30:30:1; normorfin: R¢=0,18, morfin: R;=0,42). Optimalisnak talaltuk a
metil-észter/normorfin 1,5 aranyt, ekkor a normorfin teljies mennyisége

atalakult kevés kvaternerezddott termék képzddése mellett.

4-bifenilsav-metil-észter hasitasa Lil-dal:

Olddszer nélkdli kisérleteinkben a kapott metilezett termék mennyisége
lényegesen elmaradt a varttdl. Ezt feltehetGen az okozta, hogy a 4-bifenilsav-

metil-észter olvadék kis mennyisége miatt a heterogén fazist reakcidelegyben
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a komponensek érintkezése nem volt kielégitd. A legjobb eredményt DMF-es

oldatban, kb. hatszoros Lil folésleggel, 140 °C-on vald melegitéssel kaptuk.

— k

vakuum

A metil-jodid eléallitdsara szolgald készulék

4. dbra

Az A csébe 3,2 mg (15 pmol) 4-bifenilsav-metil-észtert, 250 pl DMF-et és
50 mg Lil-ot tettink, a B lombikba 1 ml DMF-ben oldott 2,6 mg (10 umol)
normorfint és 10 mg vizmentes K,CO3-ot. Mindkét edényt cseppfolyés No-nel
hiitve az egész késziléket evakualtuk, majd a C csappal lezartuk. Ezutan a
telitett g&ztér  kialakuldsa  érdekében mindkét edényt hagytuk
szobahdmérsékletre melegedni, majd az A csovet blokktermosztattal
melegiteni kezdtik. Kb. 60 °C elérése utan (a Lil ekkor oldddott fel a DMF-
ben) a B lombikot Ujra leh(itottik cseppfolyds No-nel, hogy a képz8d6 metil-
jodid atdesztillaljon. Az 1 érés reakcidid6t az A cs6 140 °C-ra melegedésétdl
szamitottuk, ekkor a B lombikot elzartuk, és a hiitését megszintetve kb. 1/2
oraig szobahdmérsékleten magneses keverdvel kevertettik. Ek6zben az A

csOvet tovabb melegitettiik. Ezutan a lombikot Ujra lefagyasztottuk, és kinyitva
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tovabbi 1/2 6raig folytattuk a metil-jodid atdesztillalasat, majd a lombikot
elzarva megismételtik az elébbi miveletet.

A lombiknak a készllékrél vald eltavolitdsa utan a metilezett termék
képzbdését az eldz6kben leirt korulmények kozott  vékonyréteg-

kromatogréfiasan ellendriztik.

17-[3H-metil]-morfin elallitasa normorfinbdl:

Az inaktiv N-metilezés kortlményeivel megegyezé mddon jartunk el: az
A csébe bevittik az el6zéekben kapott 1,18 GBq (31,9 mCi, 1,67 umol)
prekurzort és 50 mg Lil-ot. A lombikba 1,3 mg (5 pmol) normorfint és 10 mg
KoCO3-ot mértink be. A tovabbi miveleteket a fentebb leirt modon végeztik.
A reakcid befejezése utan az aktiv anyagot a lombikbdl atvittik masik
edénybe, és az esetleg jelenlévd illékony tricialt vegyuleteket 10 ml 50 %-0s
vizes etanol leparlasaval eltavolitottuk. 370 MBq (10 mCi) nyersterméket
kaptunk, amelyet vékonyréteg-kromatografiaval elvalasztottunk és 7,5 oras
autoradiogréfiaval a tricialt morfin helyét megallapitottuk. Az adszorbens
lekaparasa és etanolos extrakcidja utan 154 MBqg (4,17 mCi) aktiv morfint
kaptunk. Anyagmennyisége az UV spektruma alapjan 0,263 pmol volt, igy
molaris aktivitasa 585 GBq/mmol-nak (15,8 Ci/mmol) adddott.

Mindezek alapjan a mddszer alkalmasnak latszik megfeleléen nagy
molaris aktivitasu tricialt metil-jodid, illetve vele metilcsoportban jelzett
vegyUletek kényelmes elGdllitasara. A prekurzor nem illékony, taroldsa nem
jelent nehézséget, és felhasznélasa soran az egyetlen illékony és reaktiv

komponens a metil-jodid.



50

4.4. Naltrindol jeldlése

A message-address koncepcié alapjan [120,121] Portoghese és
munkatarsai az elmult években szamos szelektiv opioid ligandot allitottak eld.
Ezek kozé tartozik a naltrindol  [(-)-17-(ciklopropil-metil)-6,7-dehidro-
4,5a-epoxi-3,148-dihidroxi-6,7-2',3’-indolomorfinan)], amely a morfinvaz C
gydrdjéhez kondenzalt indolvazat tartalmazo vegyllet és egyike a maig ismert
legnagyobb aktivitasi és legszelektivebb delta opioid ligandumoknak
[122,123]. Ezen félszintetikus opiat kivald farmakoldgiai tulajdonsagai alapjan
[122,124,125] érdemesnek bizonyult radioaktiv formaban valé elballitasra,
majd tovabbi bioldgiai jellemzésre [126].

A jelzett naltrindol szintézisét kétféleképpen végeztik el, el6szor az egy
triciumatomot tartalmazd [5°-3H]naltrindolt  allitottuk  el§, utéana pedig a
kétszeresen tricialt [1,5’-3H,]naltrindolt. A tricidlast mindkét esetben a

brémozott prekurzorok reduktiv dehalogénezésével végeztik.

4.4.1. A brébmozott prekurzorok szintézise

A naltrindol bromozott szarmazékanak el6allitasat a Portoghese és
munkatarsai eljarasa szerint [123] a Fischer indol-szintézissel végeztik:
naltrexon és fenil-hidrazin (illetve ezek bromozott szarmazékai) savas
oldatban, katalizator jelenlétében torténd refluxalasaval. A  tisztitas
szempontjabdl elénydsnek tartottuk a metanolos soésav-oldattal torténd
refluxalast, mert igy a terméket kivéve minden komponens jol oldddott
éterben, amivel a reakcid befejezése utan dekantéltuk. A szintézis és az azt

kovetd tricidlasi Iépés sémaja a 5. abran lathato.



<3

4.4 .1.1. 5 -brom-naltrindol eldalitdsa (36, X=H)

190 mg (0,50 mmol) naltrexon hidrokloridot [(-)-17-(ciklopropil-metil)-
3,14s-dihidroxi-4,5a-epoxi-morfindn-6-on] és 170 mg (0,76 mmol) p-brom-
fenilhidrazin hidroklorid HCI-dal telitett metanolos oldatat 6t 6ra hosszat
refluxaltuk. Az olddszer, majd Gjabb 3x5ml metanol leparlasa utan az
etanolban feloldott reakcidelegybél éter hozzaadasara kicsapodott az
5-brom-naltrindol, amelynek szerkezetét 'H-NMR és EIMS spektrumok
megerdsitették. Az NMR csucsok hozzarendelését Houlihan [127]
Osszefoglaldé mivében leirt indolvazas vegylletek spektrumainak elemzése
segitette.

Termelés: 202 mg (76 %), 0.p.: 280 °C.

TH-NMR (CDClg), (ppm): 7,49 (s, 1 H; 4'-H); 7,32 (d, 1 H; 7"-H); 7,20 (d, 1 H;
6'-H); 6,67-6,58 (dd, 2 H; 1-H, 2-H); 5,69 (s, 1 H; 58-H).

EIMS (m/e), (M*): 494.

4.4.1.2. 1,5-dibrém-naltrindol el6allitdsa (36, X =Br)

A dibrém-naltrindolt ugyancsak a Fischer indol-kondenzéacioval
allitottuk el8, 4-brom-fenilhidrazin és 1-brom-naltrexon reakcidjaval (5. abra).

Az 1-brém-naltrexon elGéllitaséra a szakirodalomban nem talaltunk példat.
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Szintézisét 14-hidroxi-dihidrokodeinonbdl kiindulva kerdlé Uton valdsitottuk
meg, mivel a morfinvaz oxidaciora rendkivial érzékeny [34,37].

A szintézis lépései a 6. abran lathatok, a részletek az alabbiakban
foglalhatok Ossze: A 14-hidroxi-dihidrokodeinon HBr séjat vizes kdzegben
brobmozva az 1-brém-14-hidroxi-dihidrokodeinont (38) kaptuk. Ezt a
vegyUletet, valamint acetil-szarmazékat (39) kordbban Speyer és Sarre leirta
[128].

A tovabbiakban (39) N-demetilezési lehetdségeit vizsgaltuk. A von Braun
reakcioban brémciannal (40) képz&dott, mig klorszénsav-vinil-észtert
alkalmazva a (41) uretan szarmazékot kaptuk. Mindkét vegyulet hidrolizise az
1-brom-14-hidroxi-dihidrokodeinont (42) eredményezte. (40) hidrolizisét 10 %-
os sbsavval hajtottuk végre, mig (41) atalakitasat harom lepésben valdsitottuk
meg: 1.) sbsavgaz addicié a vinilcsoportra, 2.) metanolos forralas, 3.)
O-dezacetilezés 10 %-os sésavval. (42) reakcidja ciklopropil-metil-bromiddal
dimetil-formamidban az 1-brom-naltrexon-3-metil-étert (43) eredményezte. A
célvegyllet 1-brém-naltrexonhoz (44) bor-tribromidos O-demetilezéssel
jutottunk el.

Meglepé modon az atalakulas a BBry nagy feleslege ellenére sem volt
telies. A végterméket és a kiindulasi vegyuletet tobbszdri oszlopkroma-

togréfiaval sikerdlt elvalasztani.
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1-brém-14-hidroxi-dihidrokodeinon (38)

A célvegylletet Speyer és Sarre [128] mddszerével allitottuk eld.
Termelés: 90 %; O.p.: 181-183 °C (Irodalmi o0.p.: 182 °C).
TH-NMR: (CDCl), (ppm); 6,95 (s, 1 H; 2-H), 4,7 (s, 1 H; 5-H), 3,95 (s, 3 H;
OMe), 2,4 (s, 3 H; N-Me).
MS: (m/e), (M*); 393 (90 %), 336 (14 %), 308 (32 %).

1-brém-14-acetoxi-dihidrokodeinon (39)

Az 1-brém-14-hidroxi-dihidrokodeinon acetilezését Speyer és Sarre
[128] szerint végeztlk.
Termelés: 60%; O.p.:215-217°C (etanolbdl kristalyositva) (Irodalmi
o.p.; 217 °C).
TH-NMR (CDCly), (ppm); 6,9 (s, 1 H; 2-H), 4,7 (s, 1 H; -H5), 4,25 (d, 1 H; 9-H),
3,9 (s, 3 H; OMe), 2,35 (s, 3 H; N-Me), 2,2 (s, 3 H; OAc).
MS (m/e), (M*); 435 (90 %), 392 (66 %).

N-ciano-1-bréom-14-acetoxi-dihidro-norkodeinon (40)

8,0g (18,3mmol) (39)-t 50 ml széraz kloroformban oldottunk és
hozzaadtuk 4,1 g (39 mmol) brémcian 40 ml kloroformos oldatat. 8 ora
forralas utan Gjabb 4,1 g brémciant adtunk a reakciéelegyhez, majd ismételt 8
brés forralas utan vékonyréteg-kromatogréfias ellendrzés alapjan a kiindulasi
vegyllet elreagdlt. Az oldat bepéarlasa utan a maradékot etanolbdl
kristalyositottuk.
Termelés: 4,0 g (49 %), o.p.: 277-280 °C.
TH-NMR (CDCly), (ppm); 7,0 (s, 1 H; 2-H), 4,85 (d, 1 H; 9-H), 4,7 (s, 1 H; 5-H),
3,9 (s, 3 H; OMe), 2,25 (s, 3 H; OAc).
EIMS (m/e), (M"); 447 (32 %).
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N-viniloxikarbonil-1-brém-14-acetoxi-dihidro-norkodeinon (41)

5,59 (12,5mmol) 1-brom-14-acetoxi-dihidrokodeinont 70 ml szaritott
1,2-diklér-etanos oldatahoz 2,5 g natrium-hidrogénkarbonatot, valamint 5,0 ml
(59 mmol) kldérszénsav-vinil-észtert adtunk. 8 6ra kevertetés és refluxalas,
majd tovabbi 2,5 ml klérszénsav-vinil-észter hozzdadasa és 8 6ras refluxalas
utan vékonyréteg-kromatogréfia szerint a reakcio lejatszddott.

A szervetlen sé leszlirése utan a sz(rletet beparoltuk, a maradékot
kloroformban oldottuk, majd az oldatot vizzel mostuk és szaritottuk. A kapott
nyersterméket metanolbdl kristalyositottuk.

Termelés: 4,12 g (66 %) 0.p.: 202-204 °C.

'H-NMR (CDCl3), (ppm); 7,2-7,1 (m, 1 H), 6,95 (s, 1 H; 2-H), 5,8-5,6 (m, 1 H),
5,0-4,8 (m, 1 H), 4,7 (s, 1 H; 5-H), 4,5 (m, 1 H), 3,9 (s, 3 H; OMe), 2,15 (d, 3 H;
acetil-protonok).

MS (m/e), (M*); 491 (3 %).

1-brém-14-hidroxi-dihidro-norkodeinon 1. (40-bdl 42)

4,0g (40)-t 50ml 10 %-0os soOsavban szuszpendaltunk és nitrogén
atmoszféraban 15 orét forraltuk. Leh(itésre a norvegydlet klorhidratja kivalt,
amit szlirés és hideg vizzel vald mosas utan bazissa alakitottunk. A termék
vékonyréteg-kromatografiasan homogénnek bizonyult.
Termelés: 2,0 g (59 %), 0.p.: 212-214 °C (etanolbdl kristalyositva).
TH-NMR (CDCly), (ppm); 6,9 (s, 1 H; 2-H), 4,7 (s, 1 H; 5-H), 3,9 (s, 3 H; OMe).
MS (m/e), (M+); 379 (100 %) 294 (35 %).

1-brém-14-hidroxi-dihidro-norkodeinon II. (41-bdl 42)

(41) 4 g-jat 80 ml szaritott diklor-metéanban oldottuk majd kevertetés és
h(tés kozben 1 Oran &t szaraz soOsavgazt vezettink be. Ezutan a

reakcidelegyet beparoltuk, a maradékot 100 ml abs. metanollal forraltuk 2 6ra
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hosszat. A metanol lepéarldsa utdn a maradékot 70 ml 10 %-os soésavval
melegitettiik 100 °C-on 4 oOréig. A kristalyos klorhidrat kivalt, és a fentiek
szerint bazissé alakitottuk.

Termelés: 2,0 g, 65 %.

N-ciklopropil-metil-1-brém-14-hidroxi-dihidro-norkodeinon (43)

1,0g (2,6 mmol) (42) 30ml absz. dimetil-formamidos oldatahoz
hozzaadtunk 0,5g natrium-hidrogén-karbonatot és 0,4 ml (3,0 mmol)
ciklopropil-metil-bromidot. A reakcidelegyet 20 6rat kevertettik 90 °C-on. A
szervetlen so kisz(rése utan a szlrletet vakuumban beparoltuk. A
maradékhoz vizet adtunk és kloroformmmal extrahaltuk. A kloroform leparlasa
utan kapott nyerstermék szintelen olaj.
A tiszta frakciok éterrel eldorzsolve kristalyosodtak.
Termelés: 0,9 g (79 %), 0.p.: 116-119 °C.
TH-NMR (CDCl3), (ppm); 6,9 (s, 1 H; 2-H), 4,7 (s, 1 H; 5-H), 3,9 (s, 3 H; OMe),
1,0-0,2 (m, 5 H; ciklopropil-protonok).
MS (m/e), (M*); 433.

1-brom-naltrexon (44)

30 ml szaraz kloroformban 2,0 ml (21 mmol) bor-tribromidot oldottunk,
majd jeges hiités, kevertetés és nitrogénbevezetés kdzben (43) 0,9 g-janak
(2 mmol) 30 ml kloroformos oldatéat csepegtettik be 20 perc alatt, majd 1 ora
kevertetés kovetkezett jeges hiités kdzben, végul 1 6ra szobahémérsékleten.
A reakcidelegyet jégre ontottlk, a vizes fazist pH=9-re allitottuk 10 %-0s
ammonium-hidroxiddal. A fazisokat elvalasztottuk, a vizes fazist 3x50 ml
kloroformmal extrahdltuk. A kloroformos extraktumot Na,SO4-on szaritottuk

és beparoltuk, végul a nyersterméket kétszer oszlopkromatografaltuk
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(szilikagél, benzol-metanol 9:1). Tiszta terméket kaptunk, ami acetonbdl

lassan kristalyosodott.

Termelés: 0,3 g (34 %), 0.p.: 186-188 °C.

1H-NMR (CDCly), (ppm); 6,92 (s, 1 H; 2-H), 4,68 (s, 1 H; 5-H), 1,0-0,2 (m, 5 H;
ciklopropil-protonok).

MS (m/e), (M*); 419 (100 %).

1,5’-dibrom-naltrindol (36, X=Br)

A morfinvaz és a fenilhidrazin rész kondenzaciojat a mar ismert médon
végeztlk, a reakcié sémaja a 5. abran (51. oldal) lathatd ( 35 és 36, X=Br).
A szintézist 16 mg (32 pmol) 1-brém-naltrexonbdl kiindulva végeztik el,
amelyet 14,7 mg (66 pmol) 4-brém-fenilhidrazin hidrokloriddal metanolos HCI-
oldatban 5 6ra hosszat refluxaltunk. Az oldoszer leparlasa utdn a maradék
HCl-ot 3x5 ml metanol leparlasaval tavoiitottuk el. A szilard maradékot kb.
0,7 ml etanolban oldottuk, majd az éter hozzaadaséara kicsapodott terméket
ammonia-oldat leparlasaval bazissa alakitottuk. Tisztasagat vékonyréteg-
kromatografiassan és HPLC-vel (Vydac 218TP104 oszlop, 35 % acetonitril
0,1 %-0s trifluor-ecetsavban, 1 ml/perc aramlési sebesség, t=18,5 perc)
ellendriztlk.
Az anyag 'H-NMR spektruma és tdmegspektruma alapjan a kivant
halogénezett prekurzornak bizonyult.
TH-NMR (DMSO-dg), (ppm): 7,49 (s, 1 H; 4’-H); 7,33 (d, 1 H; 7’-H); 7,21 (d,
1 H; 6'-H); 6,92 (s, 1 H; 2-H); 5,74 (s, 1 H; 58-H).
EIMS (m/e), (M*): 572 (76 %), 531 (43 %).
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4.4.2. Vékonyréteqg-kromatogréafias kortlmények kidolgozésa a naltrindol és
bromozott prekurzorainak elvalasztasara

Kisérleteink soran el6szor a naltrindol és az 5’-brém-naltrindol
elvalasztasat t(iztik ki célul, mivel a kordbban leirt [123] kloroform-metanol-
cc. ammonia 90:10:0,5 futtatérendszerrel az elvalasztas nem volt lehetséges.
A halogénszarmazékok tisztitasara alkalmas korGlményeket csak HPLC-vel
dolgozték ki [129], és ez az irodalomban csak vizsgalatainkat kdvetden jelent
meg.

Az emlitett futtatérendszer kildnb6zé moddositasai - mas halogénezett
olddszerek, mas alkoholok, eltéré ardnyok - nem vezettek eredményre, igy
mas jelleg(i eluensekkel prébalkoztunk.

Elég j0 elvalasztast sikerllt elérni az acetonitril-n-butanol-viz 40:60:5
Osszetétel(l futtatdorendszerrel, amellyel a kovetkezd érdekes eredményre
jutottunk: mind a naltrindol, mind halogénezett szarmazékai (5’-brém-,
6’-brom-, 5'-klor- és 6’-klor-naltrindol) kétfoltos kromatogramot adtak
R¢=0,23, illetve R;=0,42 retencids értékkel. Medfigyelhetd volt azonban az
anyagmennyiségek két folt kozotti megoszliasaban, hogy az 5’ helyzetben
helyettesitett szarmazékok |ényegesen nagyobb hanyada futott a nagyobb
retencios érték( helyre, mig a 6’-helyettesitett szarmazékok a kisebb retencids
faktor( foltban ddsultak. A helyettesitetlen naltrindol megoszlasa a két folt
kozott kb. azonos volt. Ez a futtatérendszer tehat lehetéséget nydijtott arra,
hogy a tricidlas soran a nem telies atalakulds miatt megmaradé prekurzor
legnagyobb részét - ennek mennyisége azonban igen kicsi, ha a halogén jod
vagy brom volt - eltavolitsuk a jelzett végterméktdl, mivel azt az also foltbdl
nyertak ki.

Viz helyett 1 mdlos sosavoldatot vagy jégecetet alkalmazva, a retencids
értékek és a foltok koOzOtti megoszlas megvaltozott, de a kétfoltossag

megmaradt. Ha a vizet hig ammonia-oldattal helyettesitettiik, vagy csupan a
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kromatogramot ammodniagdzben fejlesztettik ki, minden anyag egyetlen
foltban, kozvetlenll az olddszerfront alatt futott.

Mindezek arra utaltak, hogy a komponensek sav-bazis tulajdonsagai
jelentds szerepet jatszanak az elvalasztasban. A naltrindol molekuldjaban
taldlhatd két nitrogénatom, illetve kornyezetlik a legérzékenyebb az eluensek
sav vagy bazis tartaliméara. KdzulUk a 17-es piperidin-nitrogén elég messze van
a halogénatomoktdl, igy varhatdan egyforman befolyasolja az indolrészben
szubsztitualt vegyuletek ellcids tulajdonsagait. Figyelmlnket ezért elsGsorban
a kondenzalt indolvaz sav-bazis viselkedésére 6sszpontositottuk. Felvettik a
naltrindol és a négy halogénszarmazék UV-spektrumat 0,05 M HCl-oldatban,
semleges olddszerben (vizben), és 0,05 M NaOH-oldatban 1=0,5 M azonos
ionerésségnél, amit 0,5 M KCI-dal biztositottunk.

A klldnb6z6 savassag hatasara elsdésorban az indolvazra legjellemzébb
200-250 nm tartomanyban kdvetkezett be valtozas. A hosszabb hullamhossz-
tartomanyban a savalakok valtozatlanok maradtak, csupan néhany nm-es
eltolodas lathato.

A ligos oldatban felvett spektrumok igen jelentds valtozast mutattak a
semleges oldatban kapottakhoz képest, de gyakorlatilag mind az 6t anyagnal
megegyeztek. Ez azonossagot mutatott a kromatogréafids eredményekkel,
amelyek szerint lGgos eluensekkel az R; értékek mind az &t anyagnél
megegyeztek.

Semleges és savas oldatban az azonosan helyettesitett klor- és
brémszarmazékok spektrumai lényegében megegyeztek, a kildnbségeket a
halogén szubsztituensek helyzete szabta meg. A spektrumok kozott
kilénbség azonban eltéré mértékben, de hasonld volt mind az 6t anyagnal: a
210 nm koérdli sév intenzitasa kis mértékben nétt a 230 nm korlli sav
intenzitdsahoz képest, és 2-3 nm-rel a hosszabb hulldmhossz( tartomany felé

tolédott. A helyettesitetlen naltrindolnal volt legkisebb a valtozas, l1ényegében
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alig észrevehetd, igy feltételeztik, hogy savas eluenssel a naltrindol
elvalaszthatd a halogénezett szarmazéktol.

Az emlitett eredmények alapjan legjobbnak talaltuk a metanol-ecetsav-
viz 1:1:8 Osszetétell rendszert, amellyel a tricidlas utani tisztitas
szempontjabdl lényeges anyagokra a retencios értékek a kdvetkezOk voltak:
naltrindol R¢=0,35, 5’-brém-naltrindol R¢=0,18, 1,5’-dibrom-naltrindol R¢=0,13

(Merck Kieselgel 60 Fys4 lapon).

4.4.3. A bromozott prekurzorok tricidlasa

A tricidlast a mar ismert mdédon, hordozémentes triciumgazzal végeztik

PdO/BaS0, katalizator jelenlétében.

4.4.3.1. 5’-jelzett-naltrindol (37, X=H)

2,5mg (4,72 pmol) 5’-brom-naltrindolt és 5 ul (35 umol) trietil-amint
1 ml, molekulasz(lrén szaritott DMF-ben oldottunk és 10 mg PdO/BaSO,
(10 % Pd) katalizatort adtunk hozza. A redukciét szobahdmérsekleten,
555 GBq (15 Ci) hordozémentes triciumgaz jelenlétében 60 kPa (450 torr)
nyomason 60 percig végeztik, ennyi id6 alatt a tricium fogyasa befejez6dott.
A katalizator lesz(irése utan a labilis triciumot 3x10 ml 50 %-0s vizes etanol
leparlasaval tavolitottuk el.

A nyerstermék Osszes aktivitasa 3,66 GBq (99 mCi) volt. Osszetételét
vékonyréteg-kromatografiasan vizsgaltuk szilikagél lapon (Kieselgel 60 Fygq,
Merck) két eluens rendszerrel, a radioaktivitas eloszlasat Berthold
Radiochromatogram Tracemasterrel mértik. A  kloroform-metanol-cc.
ammonia 90:10:0,5 futtatdrendszerrel a nem jelzett standarddal megegyez6

helyen (R;=0,47) az aktivitas 82 %-a volt mérhetd. Az acetonitril-n-butanol-viz
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40:60:5 rendszerrel kapott radiokromatogram két f6 csticsot mutatott a nem
jelzett standard két foltjanak helyén (R¢=0,23 és 0,42), amelyekben az
aktivitas 28, illetve 36 %-a volt talalhato. A tisztitdshoz a korabbi tapasztalatok
alapjan az acetonitriles futtatérendszert vélasztottuk, és autoradiografiaval
megallapitottuk az aktiv savok helyét. A két f6 savot lekapartuk és
spektroszkopiai etanollal kilon-kalon leoldottuk a két anyagot a szilikagélrdl.
Az als6é savbdl kinyert anyag UV spektruma a naltrindoléval megegyezett, a
masiké azonban teliesen kildonbdzd volt, igy csak az eldbbit tekinthettik
jelzett naltrindolnak. A radioaktiv tisztasag ellenérzésére a kloroform-metanol-
cc. ammonia 90:10:0,5 rendszert hasznaltuk, amely alapjan a termék 95 %-
osndl tisztabb volt. Az anyagmennyiséget az anyag UV spektruma alapjan
hataroztuk meg.

Termelés: 1,33 umol (28 %), aktivitas 1,01 GBq (27,4 mCi).

Molaris aktivitas: 785 GBg/mmol (20,5 Ci/mmol).

4.4.3.2. 1,5 -jelzett-naltrindol (37, X=Br)

Az elsd tricialasi kisérlet sikertelen volt, amit a kovetkezGképpen
magyaraztunk: a tomegspektrum felvételéhez a sbésavas sébdl a szabad
bazist ammoénium-hidroxiddal  szabaditottuk  fel.  Feltehetéen a
melléktermékként keletkezd NH,4Cl inhibialta a tricialast, s6t maga a katalizator
sem redukdalédott. Ezt a feltételezést alatamasztotta, hogy a kontroll
kisérletben, amelyben azonos koérGimények kozott a reakcidelegyben a
katalizator, trietil-amin, az olddszer és kb. 50 mg ammonium-klorid volt,
szintétn nem indult meg a hidrogénezési reakci6, ammonium-klorid
tavollétében viszont igen. igy el6zetesen vékonyréteg-kromatografiaval
megtisztitottuk a so6tél kloroform-metanol-ammonia 90:10:0,5 rendszerben. A

visszanyert anyagot ezutan 1 ml dimetil-formamidban oldottuk és 2 nl trietil-
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amin bazis jelenlétében 555 GBq (15 Ci) triciumgazzal katalitikusan (13,8 mg,
10 % PdO/BaSQ,4, Merck) dehalogéneztik. A katalizator lesz(irése és a labilis
tricium eltavolitdsa utan (3x10 ml etanol-viz 1:1 elegy leparlasaval) az anyagot
vékonyréteg-kromatografidsan tisztitottuk meg: el6szér a kloroform-metanol-
ammdnia 90:10:0,5 eluenssel, majd a réteg lekaparasa és az anyag leoldasa
utan az acetonitril-n-butanol-viz 40:60:5 eluenssel. Az anyag mennyiségét UV
spektroszkodpiaval hataroztuk meg.

A visszanyert aktivitds 396 MBq (10,7 mCi), a molaris aktivitas
1705 GBg/mmol (46,1 Ci/mmol) volt.

4.4.4. Izomerizacios jelenséqg kimutatasa radioaktiv nyomjelzéssel

A triciummal jelzett és a jelzetlen naltrindol egyarant két, hatarozottan
kUlbnbdzd retencids faktord foltot adott az acetonitril-n-butanol-viz 40:60:5
rendszerben (R¢=0,23 és R;=0,42). A radioaktiv termék tisztitasakor mindkét
savot lekapartuk és jelzett anyagokat 95 %-os etanollal leoldottuk a szilikagél
rétegrél. Bar UV spektruma alapjan csak a kisebb retencids faktorl bizonyult
naltrindolnak, ellenérzésképpen mindkettét megfuttattuk vékonyrétegen a
kloroform-metanol-cc. ammonia 90:10:0,5 Osszetétel(l, és az acetonitril-
n-butanol-viz 40:60:5 eluenssel.

Meglepd mddon vékonyréteg-kromatografiasan mindkét anyagféleség
azonosan viselkedett: a kloroformos futtatoban a naltrindollal azonos helyre
futottak, az acetonitriles eluenssel pedig ugyancsak a jelzetlen naltrindol
standardéval megegyez6 helyeken két-két csUcsot kaptunk a
radiokromatogramokon. A kilénbdz6 eluensekkel kapott radiokromato-
gramok a 6. dbran (64. oldal) lathatdk. Ezek utan nem jeldlt naltrindollal is

megismételtik az acetonitriles futtatdval végzett preparativ tisztitasi eljarast, a
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kapott két sav helyén lekapartuk a réteget és leoldottuk a termékeket.
Tomegspektrumuk megegyezett a naltrindoléval (M* =415; szabad bazis).

A fentiek alapjan a morfinvaz merevsége és az indolvaz stabilis aromas
volta ellenére a naltrindol esetében valamilyen szerkezeti izomériara
(tautomériara) kovetkeztethetlnk. A nagyobb retenciés faktorU komponens
UV spektruma alapjan az indolrészben kovetkezett be valtozas, hiszen a
savok helyzete és intenzitasa is megvaltozott, az indolra jellemzé savszerkezet
nem ismerhetd fel. Osszességében az UV spektrum atrendezddése a
tautomer 3H-indol (indolenin) szerkezet [130] kialakulasat sejteti. Kdzvetlen,
pl. NMR adatokkal a hasonlé jellegli tautomerizaciot mas esetben sikerdit
bizonyitani [131], a naltrindol bonyolultabb szerkezete azonban neheziti a
jelenség tisztazasat. Maga az izomerizacid (tautomerizacid) azonban a

rendszer reverzibilis viselkedése alapjan elég valoszind.
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5. EREDMENYEK ERTEKELESE

Munkank soran bioldgiailag aktiv vegylletek radioaktiv jelolését végeztik
heterogén katalitikus eljarassal, elemi triciumgazzal. Ezen belll két gyakran
alkalmazott modszert kovettink: az izomorfin szarmazékokndl kettds kotés
telitésével, a tobbi esetben pedig dehalo-tricialassal vittiik be a jeldl6 atomot a
molekuldba. A metil-jodiddal térténd tricio-metilezés pedig “jelzett reagens”
hasznalatat jelentette.

Anyagaink tovabbi felhasznalhatésagat kémiai és radiokémiai
tisztasaguk, de méginkabb molaris aktivitdsuk szabta meg, aminek ndvelése
viszont mér szintetikus kémiai-radiokémiai feladatként jelentkezett. Eppen
ezért a molaris aktivitds nagysaga munkankban végig kdzponti kérdés volt, és
nagymértékben befolyasolta a prekurzorok és mddszerek megvalasztasat.

Az affinitasjel6lé agonista izomorfin szarmazékok tricialasakor a kettés
kotés telitésével probaltunk az irodalomban leirt antagonista analdégokénal
nagyobb molaris aktivitdst elérni. Liu-Chen és munkatarsai [81,82] 6«
helyzetben tricialt B-funaltrexamint (15, 22. oldal) hasznaltak kisérleteikben,
988 GBq/mmol (26,7 Ci/mmol), illetve 807 GBg/mmol (21,8 Ci/mmol) molaris
aktivitassal. A vegyiletben a 7,8-as kotés telitett, igy magatdl értetéddnek tlint
azt a szintézis végén, a tricialaskor létrehozni, ezaltal nagyobb molaris
aktivitast terméket kapni. A kotés telitéséhez hordozomentes PdO katalizatort
hasznaltunk, aminek kivalasztasaban tobb eldzetes kisérleti eredmény jatszott
szerepet. Az aktivszén hordozdés palladiumot azért zartuk ki, mert az a kett6s
kotések telitésében kevésbé aktiv, mint mas hordozés katalizatorok, vagy
éppen a hordozémentes. A PdO/Al,O4 hasznalatéval kordbban szintén elég
kis (851 GBg/mmol=23 Ci/mmol) molaris aktivitast dihidromorfint lehetett
kapni. Masik gyakran alkalmazott katalizator a PdO/BaSO,4, amely igen aktiv,
emellett altalaban hatékony katalizatora a cserereakcioknak. Ezt az adott

esetben nem akartuk kihasznalni, hiszen a kettos kotés telitésével elvben két
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triciumatomot vittiink be a molekulaba. Eppen ezért volt megleps a DIHIM
918 GBg/mmol (24,8 Ci/mmol) és a 14-OH-DIHIM 1470 GBg/mmol
(89,7 Ci/mmol) moléris aktivitasa, ami minddssze 42, illetve 68 %-a az
elméletileg szamitottnak. Az eredményt indokolhatja egyrészt a 6-0s
aminocsoport lazitdé hatdsa, masrészt az, hogy B térallast, ami a telités
folyamatéat befolyasolhatja. Utébbi feltételezésre alapot adhat korabbi munkak
eredménye. A szintén katalitikus hidrogénezéssel elGallitott [7,8-3H]dihidro-
kodein és [7,8-3H]dihidro-etiimorfin molaris aktivitisa 2000 GBg/mmol
(54,1 Ci/mmol), illetve 1910 GBg/mmol (51,7 Ci/mmol) volt [70], mig a
[7,8-3H]dihidro-izomorfin esetében csak 1280 GBg/mmol (34,7 Ci/mmol)
[72]. Ez a feltevés természetesen megalapozottabb lenne, ha az emlitett
kisérletek szigorian azonos koértlmények kozott zajlanak.

A kapcsolasi reakcidkat oOsszehasonlitva (1. tablazat, 38. oldal)
megallapithatd az is, hogy a 14-hidroxi szarmazékokat altalaban nagyobb
kitermeléssel  sikerllt  elédllitani annak  ellenére, hogy  kisebb
anyagmennyiségekbdl indultunk ki (0,63 pmol, illetve 1 pmol).

A szintén m( szelektiv ciprodim jelzését reduktiv dehalogénezéssel
végeztik, amit a legkénnyebben az aromas gyUriben lehet kivitelezni. Ennek
oka egyrészt az, hogy az aril-halogenidek hidrogenolizise konnyebben megy
végbe az alkil-halogenidekéhez képest, masrészt az aromas gydrG iranyitd
hatédsa miatt egyszer(ibb a szintézislk is. Feltehetéen az utdbbi hatasnak
kdszdnhetd, hogy az altalunk alkalmazott, enyhe reakcié-korilmények kdzott
végrehajtott enzimatikus bromozas soran a halogén specifikusan az 1-es
helyzetbe épllt be. Ezt a reakcidelegy vékonyréteg-kromatografias
ellenérzése mutatta. A hagyomanyos, elemi brémmal térténd bromozas soran
tobb  komponens( termékelegy keletkezett (szintén  vékonyréteg-
kromatografias ellenérzés szerint), s az 1-brom-ciprodimot nem Iehetett

tisztan eldallitani. Tiszta termékként csak az 1,5,7-tribrom-ciprodim volt
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kinyerhet6, valdszin(ileg az alkalmazott erélyesebb reakcié-kortimények (Bro,
jégecet) miatt, amelyek kdzott a tribrém szarmazékig megy a reakcid - ennek
viszont a tricidldsa nem adott szétvalaszthato elegyet.

Az 1-brém-ciprodimot tricidlva 1170 GBgq/mmol (31,6 Ci/mmol) molaris
aktivitdsi terméket kaptunk, ami kb. 8 %-kal nagyobb az elméletileg
szamitottnal és igy kismérték( izotépcserére utal. Tricium-NMR hijan a csere
helyzetét természetesen nem lehetséges megallapitani, azt azonban
mindenképpen megallapithatjuk, hogy a ciprodim aromas gydrdjén az 1-es
helyzetben a brom hidrogenolizise nagyobb moléris aktivitassal megy végbe,
mint az eggyel tobb szubsztituenst tartalmazé morfin- vagy kodein-
szarmazékoknal [70]. Ez a tapasztalat Osszeflggésbe hozhaté a gydrl
kllénbdzd szubsztituenseivel: a ciprodimnél a halogénhez képest talalhato
egy para helyzet(i alkoxicsoport, valamint egy orto és egy meta helyzeti
alkilcsoport, a tobbi szarmazék esetében ehhez jarul még egy meta helyzet(
hidroxil vagy alkoxi csoport is. A hidrogenolizis folyamatat és ezzel egyUtt a
végtermék molaris aktivitdsat befolyasolhatja az, hogy a ciprodim esetében a

szubsztituensek iranyitd hatasa egyértelmlbb, mint a tobbieknél.

ciprodim naltrindol

A naltrindol kétféle jeldlését Gsszehasonlitva azt lathatjuk, hogy a jelzés
nem egyforman oszlik meg az 5’ és az 1 helyzet kdzott. Jollehet tricium-NMR
adatokkal ezt nem tudjuk kozvetlenll bizonyitani, mas eredményekkel

dsszevetve ez igen valdszin(. Sajat kisérleteinkben az [5’-3H]naltrindol molaris
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aktivitasa 758 GBq/mmol (20,5 Ci/mmol) volt, az [1,5’-3H]naltrindolé pedig
1705 GBg/mmol (46,1 Ci/mmol), ami szerint a tricium megoszlasa az 1
(morfindnvaz aromas gydrlje) és az 5 helyzetben (indolvaz) 947 és
758 GBg/mmol (25,6 és 20,5 Ci/mmol). Dorn és munkatarsai id6kdzben
megjelent kdzleménye [129] szerint, amelyben a naltrindolt az 5’ és a 7’
helyzetben jelolték triciummal, a kapott molaris aktivitds 1460 GBq/mmol
(39,5 Ci/mmol). Itt mindkét triciumatom az indolvazon taldlhatd, 3H-NMR
méréseik szerint azonos megoszlasban, ami kb. 730 GBg/mmol-nak
(19,75 Ci/mmol) felel meg és nagyjabdl megegyezik sajat jelzéslnk
eredményével az 5’ helyzetben. Ezen tapasztalatok alapjan agy tnik, hogy a
naltrindol jel6lését érdemesebb a morfinvaz aromas gy(rdjében végezni, mert
az nagyobb molaris aktivitast eredményez.

A naltrindol tricidlasa és tisztitdsa soran kapott kromatografias és UV
spektroszkdpias eredmények izomerizaciéra (tautomerizaciora) utalnak, ami
feltenetden 0Osszeflgg az indolrész 1’ nitrogénatomjan levé hidrogén
jelenlétével. Ugyanazon kortlmények kozott az 1'-metilezett szarmazékkal
nem tapasztaltunk hasonlé jelenséget, ami az 1’ helyzet( hidrogén részvételét

valoszinUsiti a folyamatban. A feltételezett tautomer atalakulas az alabbi abran

lathato:

A kromatogréafias tisztitassal kapott két, kulonbdzé anyagféleség UV
spektruma erre az atalakulasra utal. Az egyik anyag (R{=0,23) az indol

(naltrindol) spektrumahoz mutatott hasonldésagot -nagy intenzitasu sav
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210 nm korul és egy lényegesen kisebb intenzitast 230 nm kordl -, a masik
(Rf=0,42) pedig a 3H-indoléhoz hasonldt - két, kozel azonos intenzitasl sav
210 és 230 nm kordl.

Parhuzam vonhato ezen elképzelés és a mar rendelkezésre allo bioldgiai
eredmények koOzott. Patkany agy preparatumon végzett receptorkotési
tesztekben irreverzibilitast tapasztaltak a nem jelzett [123] anyaggal, a jelzettel
pedig ezt szamszerlen is megerdsitve kb. 70 %-0s irreverzibilis kdtddést
mértek [132]. Ezzel szemben az irodalomban nem emlitettek ilyen viselkedést
sem az 1’-metil szarmazéknal, sem pedig a szintén vizsgalt benzofuran
analdégnal, amelyben az indol NH-ja helyett O-atom van. Természetesen a
receptorkOtésben tapasztalt irreverzibilitds mar nem értelmezhetd egyszer(
protonvandorlassal, hanem egy ezzel kapcsolatos kovalens kétés kialakulasat
feltételezi, ennek tisztazasa azonban késdbbi vizsgalatok targyat képezi.

A 4-bifenilsav-klérmetil-észter tricidlasa 707 GBgq/mmol (19,1 Ci/mmol)
molaris aktivitas metil-észtert eredményezett. Tekintettel arra, hogy a hasitas
kortlményei kozott lazitott, cserélédésre képes protonokkal nem kell
szamolni, az eléallitott tricialt metil-jodid molaris aktivitasat azonosnak vehetjuk
a vele kapott [17-metil-3H)morfin moléris aktivitdsaval, de legalabbis ennél
nem kevesebbnek. A kilénbség a metil-észter javara izotdpcsere reakcidknak
tulajdonithatd, amelyek novelik a telies molaris aktivitast, ugyanakkor
csokkenthetik azt egy meghatarozott helyzetben. Aldtamasztjak ezt az
irodalomban [118] talalhatd eredmények: 10 % PdO/C katalizatorral 12 6ras
tricialas soran 555 GBg/mmol (15 Ci/mmol) molaris aktivitasi metil-észtert
kaptak, amelynek Lil-os hasitasa 444 GBg/mmol (12 Ci/mmol) molaris
aktivitasi  N,N-dimetil-anilint ~ eredményezett ~ N-metil-anilinbdl. Az
Osszességében kisebb moléaris aktivitas értékek a hosszabb tricidlasi idével
[117] magyarazhatok, ami viszont a 10 % PdO/C katalizator hasznalatakor

szlikséges volt. 30 % PdO/C katalizatorral [117] rovidebb reakcididd is
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elegendd és nagyobb moléaris aktivitas érhetd el. Ezen el6zetes ismeretek
birtokdban valasztottuk a hordozémentes PdO-ot, és rovidebb (6 oras)
reakcidid6t, még a konverzid csOkkenésének aran is. A valtoztatasok
eredményeként a kapott  17-[3H-metil]-morfin  moléaris  aktivitasa
585 GBg/mmol (15,8 Ci/mmol) lett.

A monotricio-metil-jodid moléris aktivitdsanak tovabbi ndvelésére adhat
esélyt brommetil- vagy jédmetil-észter prekurzor alkalmazasa, ami a szén-
halogén kotés er6sségének csoOkkenése révén lényegesen gyorsabb
dehalogénezést eredményezne. Erdemes megjegyezni, hogy az elBallitott
tricialt metil-észter 20 hénapos tarolas utan (-20 °C-on, etanolos oldatban,
radioaktiv koncentracié 370 MBg/ml=10 mCi/ml) kb. 80 %-0s tisztasagunak
bizonyult. Ez azért elényds, mert a specidlis felszereltséget igényld tricialassal
eléallitott, nagyobb mennyiségl metil-jodid prekurzor tetszbleges
részletekben, késébb is felhasznalhato.

A tricialt vegyuleteknek az Opiatreceptorok vizsgalataban jatszott fontos
szerepét a velik eddig elvégzett bioldgiai vizsgalatok eredménye mutathatja
legjobban. Az affinitasjelold izomorfin szarmazékokkal torténd vizsgalatok
folyamatban vannak, a naltrindollal és ciprodimmal kapott eredmények

[112,126] rovid kivonata az alabbi tablazatban lathato:
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3. tablazat

A tricialt ligandumok receptorkétési adatai

Ky Bonay szelektivitasi hanyados
(nM) (fmol/mg) dela / mii sapm mli s fdelty *OPPR delta

ciprodim 3.8 70 130 1130 - -
naltrindol | 0,037 63 - - 110 17000

Kq: a receptor-ligandum komplex disszociacids allanddja
patkanyagy homogenizatumon mért kétédésben

Bmax: @ receptorfehérje koncentracioja a homogenizatum dsszes
fehérje tbmegére vonatkoztatva

A Ky értékekbdl lathatd, hogy mindkét antagonista igen nagy affinitassal
kotdédik a receptorokhoz. Nem radioaktiv ligandumokkal végzett leszoritasos
kisérletekbdl a két radioligandum szelektivitdsa is megadhatd. Delta szelektiv
kompetitorként naltrindolt, [o-Pen?,0-Pen4]enkefalint deltorfin II-t (Tyr-p-Ala-
Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH,), mi szelektiv kompetitorként DAGO-t (Tyr-o-Ala-Gly-
N-MePhe-Gly-ol), dihidromorfint és ciprodimot, kappa opioid ligandumként
pedig U-50488H-t vagy U-69593-at hasznaltunk. A szelektivitasi aranyt az
egyes ligandumok K; inhibicidés allanddinak hanyadosa adja meg. Ezek
alapjan a ciprodim md, a naltrindol delta opioid szelektiv ligandum. A tricialt
naltrindollal megerdsitették a delta opioid receptorok altipusainak létezését
[126], irreverzibilis sajatsaganak jobb megismerése pedig lehetévé teheti

affinitasjeloléként vald alkalmazasat is.
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6. OSSZEFOGLALAS

A dolgozatban bioldgiailag jelentds vegydletek radioaktiv jeldlését irtuk le.
Az egyes vegylletek kivalasztasat nem elsGsorban kémiai szempontok
vezérelték, hanem bioldgiai, biokémiai problémak megoldasa. Az opioid
receptorok m(kodési mechanizmusanak vizsgalatéhoz a kilénbdzd
altipusokhoz szelektiven kotddo tricialt radioligandumokat allitottunk eld.

A jeldlések soran elért eredmények az alabbiakban 6sszegezhetdk:

A dolgozatban leirt izomorfin szarmazékok, a ciprodim és a naltrindol
radioaktiv jeldlését els6ként valdsitottuk meg.

A mi szelektiv affinitasjeldld radioligandok kozdl eldallitottuk az agonista
hatdsli 6-amino-6-dezoxi-7,8-dihidro-izomorfin  és a 6-amino-6-dezoxi-
7,8-dihidro-14-hidroxi-izomorfin ~ metil-fumaramido  és  kléracetamido
szarmazékait. Megallapitottuk, hogy az amidkétés kialakitasa nem valtoztatta
meg a molaris aktivitasokat (918 GBg/mmol=24,8 Ci/mmol, illetve
1470 GBgq/mmol=39,7 Ci/mmol), igy a négy irreverzibilis ligand alkalmas
lehet affinitasjelolésre.

A ciprodim jeloléséhez a bromtartalml prekurzort enzimatikus
halogénezéssel Allitottuk eld, amely az alkaloidok koérében eddig nem
alkalmazott modszer. Az eljarassal kiméletes reakciokoriimények kozott,
szelektiven vihetd be a brom a morfinanvaz 1-es helyzetébe. A vegydilet
dehalotricialasa az elméleti értéket valamivel meghaladd molaris aktivitasu
(1170 GBg/mmol=31,6 Ci/mmol) végterméket adott, ami bizonyos mértéki
izotdpcserére utal.

A naltrindol jelolését kétféleképpen is elvégeztik. Elballitottuk a
758 GBq/mmol (20,5 Ci/mmol) molaris aktivitasu 5'-jelzett vegylletet és az
1,5’-ditricio szarmazékot 1705 GBg/mmol (46,1 Ci/mmol) molaris aktivitassal,
ami az eddigiek kozott a legnagyobb. Kidolgoztuk a vékonyréteg-

kromatografias ~ korGiményeket a  naltrindol  és  bromszarmazékai
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elvalasztasdhoz, és ennek kapcsan kimutattuk a naltrindol izomerizacidjat
(tautomerizacidjat) az adott kdriimények kozott.

A morfin jeldlését ugyan mar sokszor elvégezték, ebben az esetben
mégis jelentds eredmény a molekula kettOs kotésének megtartasaval torténd
tricium-jelzés. Az elméleti molaris aktivitas felét értik el, a jeldlés specifikusan
a 17-es metilcsoportban van. Lényeges, hogy sikerllt megvaldsitani a tricialt
metil-jodid egy kényelmesen kezelhetd alapanyaganak elballitasat és tovabbi
felhasznalasat.

A szervezetben az alkaloid tipusU ligandumok hosszabb élettartamuak
az opioid peptideknél, mert legalabbis a peptidazok hatasanak ellenalinak.
Masik elénylk a vér-agy géaton vald Ugyszolvan zavartalan atjutas, ami
lehetévé teszi az agyi Opiatreceptorokra vald kodzvetlen hatast kis
mennyiségek adagolasaval. Mindezek alapjan a fajdalomcsillapitd hatasu és a
kabitdszer-antagonista vegylletek vizsgalata, aminek végsd célia U
gyogyszer(ek) kifejlesztése lehet, az Opiatok kozétt a  legbiztatdbb.
Vélasztasunk ezért esett a morfinvazas ligandumokra, amelyek hatasat a
jelzett anyagokkal mélyrehatébban lehet vizsgalni. Egyuttm(kodd partnereink
- bioldgus kutatdcsoportok - visszajelzése a bioldgiai eredményekrdl pedig
lehetévé teszi a ligandumok szerkezetének tudatos vatoztatasat a hatas

tovabbi javitasa érdekében.
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