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1. BEVEZETES

A bioldgiailag aktiv vegyiiletek receptorokon fejtik ki hatdsukat. Ezen
receptorok vizsgélata a hat6 vegyiiletek valamilyen médon valé jelzését koveteli
meg, ami 4ltaldban radioaktiv, fluoreszcens, kemilumineszcens, fotoaffinitas-
jelolé vagy egyéb kémiailag aktiv csoport vagy atom beépitését jelenti. A
radioaktiv jelolés mindmdig a legszélesebb korben elterjedt modszer, és a
legkiilonfélébb izotépok alkalmazisat Oleli fel. Receptorok eloszlasanak és
vegyiiletek mozgaséanak in vivo vizsgdlatdban az orvosi gyakorlat nagy energidja,
de rovid felezési idejii izotopokat igényel (mTc, 1231, 131]) a sugérterhelés
csokkentésére; hormonvizsgilatokban, receptorok in vitro tanulményozasédban
3H, 1251, 14C és 35S jelzés a legelterjedtebb. A triciumjel6lés altaldnos eldnye,
hogy nem valtoztatja meg a molekula kémiai tulajdonsigait, igy a bioldgiai
aktivitését sem. A tricium felezési ideje 12,5 év, igy 28,6 Ci/mmol
(1,08 TBq/mmol) moldris aktivitds érhet6 el egy tricium atom beépitésével, ami
109 M alatti koncentrciokkal valé munkat tesz lehet6vé. Az érzékenység
tovdbb novelhetd nagyobb moldris aktivitdsi ligandumok alkalmazésaval,
amelyek eldallitdsdra a triciumot kémiai reakcioval épitik be a molekuldba. A
heterogén katalitikus kicserél6dési reakciok [1,2,3] helyett inkdbb a jelzés helyét
tekintve specifikusabb és nagyobb moldéris aktivitist eredményez6 reakcidkat
alkalmaznak, mint példdul telitetlen kotés katalitikus telitése elemi triciummal
vagy komplex fém-tricidekkel, halogén és egyéb heteroatomok cseréje, stb.

Az Opiatreceptorok vizsgdlatdban a triciummal jelzett morfinalkaloidok
fontos szerepet jatszanak. A morfin (1a) jelolését a 7-es helyzetben levd
kett6skotés meg6rzésével egyrészt normorfinbél reduktiv amindlassal [S],
mésrészt  3-acetil-morfinon  6-os  karbonil csoportjdnak  [3H]n4trium-
[tetrahidrido-boréat]-tal torténé redukcidjaval allitottdk eld [6] 2,47 GBq/mmol
(0,067 Ci/mmol), illetve 9,25 GBq/mmol (0,25 Ci/mmol) moldris aktivitassal.

Az utébbi redukdlészerrel C-6-tricidlt kodeint (1c) Aallitottak el6 [8]



2,37 GBq/mmol (0,064 mCi/mmol) molaris aktivitdssal. Choudry és
munkatérsai [7] [1-3H]tebain (3a) szintézisét irtak le, 1-j6d-tebain katalitikus
triciodehalogénezésével Pd/C katalizatoron 592 GBq/mmol (16 Ci/mmol)
moldaris aktivitadsi terméket kaptak.

Az oximorfazont (4b, X=N-NH,) 14-hidroxi-morfinon tricidlasaval kapott
[BH]oximorfonnak hidrazin-felesleggel torténd reagéltatdsaval allitottak eld [9],
a termék moldris aktivitdsa 640 GBq/mmol (17,3 Ci/mmol) volt. Az etorfint (5)
katalitikus izot6pcserével (Pd/C) jelolték [10] 122 GBq/mmol (3,30 Ci/mmol)
moldris aktivitdssal. A benzomorfanok koéziil a bremazocin (6) jelolését Romer
és munkatdrsai [11] irtdk le. A 3-as helyzetben brémozott prekurzor katalitikus
dehalogénezése 888 GBq/mmol (24,0 Ci/mmol) molaris aktivitdsi terméket
eredményezett. A dextrometorfant (7, R1=CHj) szintén halogénezett
prekurzoranak Pd/C katalizatoron torténd redukcidjaval allitottak el6 [12], a
termék moldris aktivitdsa 960 GBq/mmol (26 Ci/mmol) volt. Altaldban
megéllapithatd, hogy telitetlen kotés telitésével és reduktiv dehalogénezéssel
nagyobb moldaris aktivitds érhet§ el. A morfinvdzas vegyiiletek affinitdsat és
szelektivitdsdt nem csokkenti a 7es helyzetli kettGskotés telitése, és ezt tobb
analég tricidlasdban hasznositottdk. T6th G. és munkatérsai [13] a morfin 7,8-as
kettds kotésének telitése mellett az 1-es helyzetbe is beépitettek triciumot, és az
igy kapott [1,7,8-83H]dihidromorfin (1a) moldris aktivitisa 2500 GBq/mmol
(67,5 Ci/mmol) lett. A dihidro-kodeint (1b) és a dihidroetilmorfint (1c)
(1900 GBg/mmol; 51,3 Ci/mmol), illetve (1850 GBq/mmol; 50,0 Ci/mmol)
moldaris aktivitdssal kapték.

A C-6 epimer dihidro-izomorfin (8a, X=0H) jelolését Varga E. és munkatarsai
[14] irtak le, az izomorfin tricidlasdval nyert vegyiilet moldris aktivitdsa
1280 GBq/mmol (34,7 Ci/mmol) volt.

Az agonista-antagonista vegyiiletpar oximorfon (9) és naltrexon (4c, X=0)

6-B-fluor szarmazékait FOXY (10a), illetve CYCLOFOXY (10b) néven



elsGsorban a pozitron emisszids transzaxidlis tomografidban [15,16]
hasznositottak. Késcbb tricidlt valtozatukat is eldallitottdk [17,18] 1,2-dibrém
szirmazékuk dehalogénezésével, 590 GBq/mmol (16 Ci/mmol) moléris
aktivitassal.

A-legéltalénosabban haszndlt 6pidtantagonista a naloxon (4d, X=0). Fischman
és munkatdrsai [19] 14-hidroxi-morfinon (11a) 7,8-as kettéskotését Pd/C
katalizatoron triciummal telitették, majd ezt ligos kozegben allil-bromiddal
allilezve kaptdk a 11a-t 1480 GBq/mmol (40,0 Ci/mmol) moldris aktivit4ssal.
Brine és Kepler [20] a 15,16-didehidro-szarmazékot jelolték hidrogén-tricium
cserével, majd a kettGskotést natrium-[ciano-tetrahidrido-borat]-tal telitve
148 GBq/mmol (4,00 Ci/mmol) moldaris aktivitdsi termékhez jutottak. A
naltrexon jel6lésékor a 15,16-didehidro-szarmazékot Pd/C jelenlétében
tricialtdk, amivel 566 GBq/mmol (15,3 Ci/mmol) moléris aktivitdsa vegyiiletet
kaptak.

A naloxon (4d, X=0), nalorfin (4, X=0, R=H, R3=allil) és az N-allil-
normetazocin (12) egyarant allilcsoportot tartalmazé vegyiiletek. Filer és
munkatdarsai [21] mindhdrom vegyiilet triciumjelolését a propargilszirmazék
harmas kotésének Lindlar-katalizatoron torténd részleges telitésével végezték
el. A tricidlt naloxon, nalorfin és N-allil-normetazocin moléris aktivitasa
(50 Ci/mmol), 1370 GBq/mmol (37 Ci/mmol) illetve 1630 GBq/mmol
(44 Ci/mmol) volt.

To6th G. és munkatérsai [22] a két mddszer kombindldséval, el§szor 14-hidroxi-
normorfinon (11b) 7,8-as kett&skotését telitették, majd N-propargilezés utén a
harmas kotés részleges telitésével kaptdk a [7,8,19,20-3H]naloxont
3090 GBq/mmol (83,5 Ci/mmol) moldris aktivitdssal.

Az irreverzibilis p antagonista B-funaltrexamin (BFNA) (13) jelzésekor
[43,44,45] feltehetSen [3H]naltrexonbél reduktiv aminéldssal, majd acilezéssel

kapték a tricialt vegyiiletet.



A fotoaffinitds-jelol6k fény hatdsdra kovalensen kot6dnek a receptorhoz.
Koziiliik a szigma-receptor-szelektiv [7,9-3H]-(+ )-4’-azido-fenazocin (14) [23], a
levorfanol radioaktiv analdgja, [3H]N-8-(p-azidofenil)-etil-norlevorfanol, (15)
[24,25], a [7,8-3H]-4’-azido-feniletil-dihidro-normorfin (16a) [26] és az
a-Naltrexamin N-metil-N-p-azidofenil-szairmazéka (17) [27,30] tricium jelolését

itrék le.

A peptidek radioaktiv jelzése altaldban a kovetkezd moédszerek valamelyikével

torténhet [30]:

1.  Peptidszintézis jelzett aminosavval (3H, 14C, 35S);

2. Katalitikus izotépcsere reakcidval a peptid és triciumgaz kozott;

3. Funkcids csoportok reakcidja radioaktiv acilezdszerrel;

4. Radioaktiv fémion beépitése fémkomplex formdjaban, ha a kelator
kémiailag kotott a peptidhez.

Az izotépcsere reakcidkhoz leggyakrabban PdO/BaSO, katalizatort haszndlnak.

A modszer hétrénya, hogy a jelzés helye véletlenszer(i, és nagy moldris aktivitast

foként hisztidint tartalmazé peptidekkel lehet elérni. Ujabban kifejlesztett

modszer a szilard fazisi, magas homérsékletti (80-160 °C) tricium csererekacid

[31].

A tricidlt metil-jodid kényelmes eszkdoz a jelzés beépitésére N-, O- és

S-metilezési reakci6kban. Homociszteint tartalmazé peptidek reakcioja

[3H]CH3I-dal jelzett metionint eredményez a szekvencidban [32].

Jelzett aminosavak felhasznaldsaval torténd peptidszintézis kevéssé elterjedt a

reagensként hasznalt jelzett aminosav mennyiségének korldtozottsdga miatt. A

modszer mikromennyiségli enzimatikus peptidszintézisben jol alkalmazhat6

[33].

A triciumgézzal torténd katalitikus tricidlashoz a prekurzor peptidet el§ lehet
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dllitani a peptid szintézis utdn torténd modositdsaval (jodozas), vagy
redukalhat6 funkciés csoportot (halogén, telitetlen kotés) tartalmazo

2 2

aminosavval torténd peptidszintézissel.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

A tricidlasok a Laboratériumban épitett [3] specidlis, mikrohidrogénezésre
alkalmas zart vakuumkésziilékben torténtek. Miikodésének 1ényege, hogy az
urdntricid formaban térolt triciumgaz 300-450 °C hémérsékleten felszabadul és
a reakci6edénybe jut. Itt a reaktdnsok oldata és a katalizdtor keverékével
érintkezve jatszodik le a reakcid, aminek el6rehaladdsa higanymanométerrel
kovethetd. A reakcié utdn a folos triciumot egy masik taroléban, szintén
uréntricid formaban téroljuk. A katalizator lesziirése utdn, vizes etanol ismételt
leparldsaval a termékbsl a savas protonok helyét elfoglald, labilis triciumot
eltavolitjuk. A kapott nyerstermékbsl a kivant vegyiiletet vékonyréteg-
kromatogréfiaval és HPLC-vel torténd tisztitassal nyertiik ki. A vékonyréteg-
kromatografids tisztitds el6tt a vékonyréteg lapokat etanolos mosassal
tisztitottuk [4], majd a kromatogram kifejlesztése utdn a radioaktivitds helyét
autoradiogréfidval hatdroztuk meg. A megfelels helyen a réteget lekapartuk és a
terméket olddszerrel kioldottuk. A radioaktiv termékek vékonyréteg-
kromatogréfids azonositdsdhoz a kis mennyiségii aktiv mintét inaktiv hordozé6val
keverve vittiik fel a kromatografias lemezre, és a kromatogram kifejlesztése utan
a szinreakcidval kapott  foltok helyét osszehasonlitottuk a
radiokromatogrammal, amit Packard Model 7201 Radiochromatogram
Scannerrel, illetve Berthold Radiochromatogram Tracemasterrel kaptunk. A
tricidlt termékek radioaktivitasat Searle Delta 300 folyadékszcintillacios
szamldloval hataroztuk meg, az anyagmennyiséget UV-spektrum alapjan UV
VIS Spectrometerrel (Zeiss), illetve Shimadzu UV VIS 160 spektrofotométerrel
mértiik. Az NMR felvételek Varian-Gemini 200 és Bruker AM 400

spektroszkopon, a tomegspektrumok VG-TRIO-2 késziiléken késziiltek.



3. KISERLETI EREDMENYEK

3.1. Izomorfin szdrmazékok tricidlasa:
F. Otvos, G. Téth, S. Lovas, Cs. Simon and S. Hosztafi, Helv. Chim. Acta
1996, 79, 133.

Irreverzibilisen ko6t6dd ligandumok invivo hosszabb biologiai hatast
eredményeznek, in vitro receptorvizsgilatokban pedig a receptorok helyének
feltérképezésében, illetve a tipusok-altipusok eloszldsanak vizsgdlatdban
jatszanak fontos szerepet. A fotoaffinit4s-jelol6k mellett az Gpidtreceptorok
elektrofil affinit4s-jelol6kkel torténd jelzését is leirtdk
[35,36,37,38,39,40,41,42,43,44]. A opioid receptorok affinitdsjelolését neheziti,
hogy nem dall rendelkezésre kellGen szelektiv és nagy affinitdst radioligandum,
ami sziikséges lenne az irreverzibilis jeloléshez. Az elektrofil csoport édltalaban
C(6) helyzetben van, és csak néhdny esetben taldlhaté a 14-es szénatomon [36].
Az els6 sikeres antagonista affinitdsjelol6 a naltrexon nitrogénmustar
szarmazéka, a B-klér-naltrexamin, irreverzibilisen kot6dott a  receptorokhoz
[37]. Agonista parja, a B-klér-oximorfamin [38] szintén irreverzibilis kotddést
mutatott opioid receptorokhoz. A szelektivitds novelésére a mustarnal kevésbé
reaktiv funkciés csoportokat alkalmaztak, koztiikk fumdrsavésztereket [39,40],
izotiocianét és jodacetamid [41,42] csoportokat. Ezek a tanulményok vezettek a
B-funaltrexaminhoz (B-FNA), egy szelektiv, irreverzibilis opioid antagonistdhoz,
amelynek triciumjel6lését is leirtdk [43,44]. A megfelel6 agonista analdg, a
6B-amino-6-dezoxi-14B3-hidroxi-7,8-dihidromorfin (8-FOA, 19d), nem jelzett
anyaggal végzett invivo és invitro kisérletekben [39,42] reverzibilis kot6dést
mutatott. A 14B-hidroxi csoport hatdsat a 14-dezoxi vegyiilettel dsszehasonlitva
vizsgaltdk [42].

Receptorkotési tulajdonsdgaik vizsgalata céljabol eldallitottuk az agonista

6B8-amino-6-dezoxi-7,8-dihidromorfin (19a) és a 148-hidroxi analég (19d)



fuméramido-metil-észter és kloracetamido szdrmazékanak 7,8-as helyzetben
tricidlt form4jat.

A 6B-amino-6-dezoxi-[7,8-3H]morfin 20a és a 14-hidroxi szdrmazék 20d
szintézise a 18a és 18d telitetlen prekurzorok 7,8-as kettGskotésének katalitikus

telitésével tortént.

18a (2,0mg, 7 mol) tricidlasa dimetilfformamid oldatban (0,9 ml), PdO
katalizdtor (53mg) és S55GBq (15Ci) triciumgiz jelenlétében,
szobahOmérsékleten, 165 perc reakcididével tortént. A reakcidelegy
feldolgozdsa az Anyagok és modszerek rtészben leirtak szerint tortént.
Vékonyréteg-kromatografids ellen6rzés alapjan a 4,92 MBq (134 mCi)
aktivitdsi termék tisztasdga > 95 % volt, igy az amidszdrmazékok szintézise
el6tt tovabbi tisztitdst nem igényelt. A molaris aktivitds 0,918 TBq/mmol
(24,8 Ci/mmol) volt.

A 18d 14-hidroxi anal6g tricidlasa az el6z6hoz hasonléan tortént: 4,0 mg
(13,2 mol) prekurzor (18d) és 11 mg PdO katalizator 0,8 ml dimetilformamid
oldészerben 150 perces reakci6id6 utdn 14,5 GBq (473 mCi) aktivitasa
68-amino-6-dezoxi-148-hidroxi-[7,8-3H]morfint (20d) eredményezett. A mol4ris

aktivitas 1,74 TBq/mmol (37,9 Ci/mmol) volt.

A 20b, 20c, 20e és 20f amidszdrmazékokat a tricidlt aminok (20a és 20d)
metilfumarattal és klorecetsavval torténd acilezésével Aallitottuk el az
oldatfazist peptidszintézisre kidolgozott [46,47] vegyes anhidrides mé6dszerrel. A
karboxilcsoport aktivdldsa klérhangyasav-izobutil-észter anhidridképzd reagens
és N-metil-morfolin bézis alkalmazdsaval tortént, a reakci6 -15°C
hémérsékleten tetrahidrofurdnban 96-98 % hatasfokkal jatszédott le, ami

esetiinkben a kiinduldsi anyagok kis mennyisége miatt 1ényeges. Minden esetben



925 MBq (25 mCi) aktivit4su tricidlt amint reagéltattunk a kb. 6tszoros feleslegi
reagenssel, majd kb. 45 perc reakci6idd utdn a reakciét metanol hozzdadasaval
leallitottuk. Az oldészer leparldsa utdn a reakcidelegybsl vékonyréteg-
kromatogréfids tisztitdssal nyertiik ki a termékeket. A kapott radioaktiv

vegyliletek analitikai és kitermelési adatai a 1. tdbl4dzatban lathatok.

1. tablazat
A tricialt izomorfin szdrmazékok kromatografias adatai és kitermelése

Kiinduldsi Termék R¢ Radioak- Termelés
vegylilet A B tivitas %
MBq (mCi)

18a 20a 0,18 0,06 4950 (134) 77,0

20a 20b 032 0,18 367 (9,94) 40,0
20a 20c 0,37 0,11 398 (10,8) 43,0

18d 20d 0,35 0,12 7490 (473) 90,0
20d 20e 0,63 0,38 702 (19,0) 76,0
20d 20f 0,59 0,38 1020 (27,6) 55,0

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

Az amidszarmazékok moldris aktivitdsat kiilon nem hatdroztuk meg, mivel az

acilezési reakci6 a triciumjelzést hordozé C(7) és C(8) szénatomokat nem érinti.
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3.2. Tricidlt ciprodim el6allitdsa

F. Otvos, G. Téth and H. Schmidhammer: Helv. Chim. Acta 1992, 75, 1718.

A ciprodim, [(-)-17-(ciklopropilmetil)-4,148-dimetoxi-morfindn-6-on (21a)],
ezidaig a legnagyobb szelektivitdsi reverzibilis mii opioid receptor antagonista
[48,49], amelyet a nem peptid ligandok kozott kifejlesztettek, igy érdemesnek
tlint a tricidlt vegyiilet elGéllitdsa. Prekurzorként a konnyen el@allithato és
redukalhaté brémszarmazék jott szamitdsba. Laboratériumunkban korabban az
aromds gy(iri monobrémozdsa nem vezetett eredményre, azonban a szokasos
brémozasi eljarssal - elemi brémmal jégecetben - 1,5,7-tribrém-ciprodimot (22)

sikeriilt el¢allitani. Ennek tricidldsa azonban olyan termékelegyhez vezetett,

aminek tisztitdsa vékonyréteg-kromatografidsan nem sikeriilt.

A probléma kikiiszobolésére a monobrém szdrmazékot enzimatikus
halogénezéssel allitottuk eld: 44,67 mg (102 pmol) ciprodim-HBr s6 brémozasa
4 ml 3,6 pH-ju acetatpufferben (0,1 M), ami 54,87 mg (460 pmol) KBr-ot és
565 ul 3 %-os H,O,-ot (500 umol) tartalmazott, 229 U klérperoxidaz
(EC 1.11.1.10) enzim jelenlétében tortént. A reakci6é vékonyréteg-kromatogréfia
alapjan 10 perc alatt végbement. A pH 8 reakcidelegybdl kloroformos
extrakcioval nyert 352mg (79 %) nyerstermék etanolb6l  torténd
atkristdlyositdsa 20,2 mg 1-brém-ciprodimot (21b) eredményezett. A termék
tomegspektruma alapjan egy ekvivalens brémot tartalmazott, ami 'H-NMR
spektruma alapjan az aromds gyiir(iben volt. A szubsztiticié helyét NOE
kiilonbségi spektroszkdpia erdsitette meg [S0], hasonléan, mint Davies és
munkatdarsai [S1] irtdk le az 1-brém-kodein esetében.

A heterogén katalitikus reduktiv dehalogénezés az el6z6khoz hasonl6an tortént.
2,38 mg (5,45 pmol) 1-brém-ciprodim és 1pul (7,2 pmol) trietil-amin 1 ml
dimetilformamidban 20 mg PdO/BaSO,4 (10 % PdO) katalizator és 555 GBq
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(15 Ci) hordozémentes triciumgaz jelenlétében 1 6rds redukcioval 6,36 GBq
(172 mCi) aktivitast nyersterméket adott. Vékonyréteg-kromatogréfias tisztitas
(kloroform-metanol-cc. ammoénia 90:10:1, majd dikl6r-metdn-metanol 9:1

eluenssel) utdn 1,22 GBq (32,9 mCi) aktivitdsi tiszta 21c-t eredményezett.

3.3. 17-[3H-metil]-normorfin el4llitdsa

A morfin tricidldsa reduktiv tton a kettds kotés megtartdsdval nem
lehetséges. Tricidlt metil-jodiddal azonban, ami egy kényelmes eszkoz radioaktiv
jel bevezetésére, a normorfin konnyen metilezhetd. A kereskedelemben
elérhets, nagynyomast technolégidval eldéllitott tricidlt metil-jodid nagy, kozel
elméleti molaris aktivitasi. Ennek magas 4ra miatt azonban szdmos mdédszerrel
probalkoztak, amivel laboratériumi koriilmények kozott nagy moléris aktivitasa
tricidlt metil-jodid allithat6 eld. Bisz-klérmetil-éter prekurzor tricidlasaval [S2]
kozel elméleti molaris aktivitast sikeriilt elérni, ez azonban illékony és
karcinogén. Klormetil-fenil-szulfid prekurzor alkalmazaséval [53] a kapott
tricio-tioanizol illékonysaga 1ényegesen kisebb, de ennek hasitdsa meglehetésen
lassi (48 o6ra 150 °C-on). 4-bifenilsav-klérmetil-észter prekurzorbol [54]
kiindulva az egyetlen illékony anyag a tricidlt metil-jodid, és a reakci6 gyorsabb,
bér az igy kapott metil-jodid molaris aktivitdsa kevesebb, mint fele az el6z6
eljarassal kapottnak. Konnyebb kezelhet6sége miatt ez utdbbi alapanyagot
vélasztottuk a tricidlt metil-jodid el6éllitdsdra, amit kozvetleniil a normorfinhoz

vezettiink, a késziilékbdl valé eltavolitds nélkil. A reakcié sémdja a 3. abran

lathato.

A tricidlds prekurzordul szolgdlé 24 4-bifenilsav-klérmetil-észtert [SS] 1,4 g
(6,5 mmol) 4-bifenil-karbonil-klorid (23), 1,5 g (50 mmol) paraformaldehid és

nyomnyi mennyiségli vizmentes ZnCl, benzolos oldatdnak 90 perces
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refluxdldsaval allitottuk elé. A reakcidelegy vékonyréteg-kromatografia szerint
igen sok komponenst tartalmazott, azonban a klortartalmi vegyiiletekkel
szinreakciét adé difenil-amin-cink-klorid reagenssel egyetlen termék adott
pozitiv reakci6t, amelyet preparativ vékonyréteg lapon torténd tisztitdssal
nyertiink ki. A termék olvaddspontja (106,5-107,5 °C) mintegy 4-5 °C-kal volt
magasabb az irodalminél (101-102 °C) de TH-NMR spektruma megegyezett az

irodalomban kozolttel [54].

A tricidlt bifenilsav-metilészter azonositdsdhoz sziikséges nem jelzett észtert
(25) 4-bifenil-karbonil-klorid és f6l6s mennyiségli metilalkohol piridin katalizalt

reakcidjaval allitottuk eld.

A [3H-metil]4-bifenilsav-metil-észter (25) el6allitdsa: 10,4 mg (40 umol) (24)
klérmetil-észter €s 8 ul trietil-amin 1 ml DMF-ben 12 mg PdO és 555 GBq
(15 Ci) aktivitdsa triciumgdz jelelétében 6 Ora hosszdig redukdlva 18,5 GBq
(500 mCi) aktivitdsi nyersterméket, majd ebbsl 3,7 GBqg-t (100 mCi)
vékonyréteg-kromatogréfidval (eluens: benzol) tisztitva 1,18 GBq (31,9 mCi)
aktivitdsi, 707 GBq/mmol (19,1 Ci/mmol) moléris aktivitdsi 25 radioaktiv
terméket eredményezett.

A 25 észter Lil-os hasitdsaval kapott tricidlt metil-jodid eldallitdsa és vele a
normorfin N-metilezése egy zart késziilékben tortént. A metilezés a
folyamatosan képz6dd és 4atdesztillalé metil-jodiddal K,CO5; savmegkotd
jelenlétében zajlott. Az inaktiv kisérletekben optimdlisnak taldltuk a metil-
észter/normorfin 1:1,5 ardnyt, ekkor a normorfin teljes mennyisége &atalakult
kevés kvaternerezddott termék képzddése mellett. Mivel a radioaktiv vegytilet
anyagmennyisége kevesebb volt, kétszeres ardnyt alkalmaztunk: 1,18 GBq

2 2

(31,9 mCi, 1,67 pmol) 25 és 50 mg Lil reakci6javal képddd tricidlt metil-jodid
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1,3mg (5 pmol) normorfinnal 10mg K,CO; jelenlétében vékonyréteg-
kromatogréfids tisztitds utdn 154 MBq (4,17 mCi) 27-t eredményezett. Moléaris
aktivitdsa S85 GBq/mmol (15,8 Ci/mmol) volt.

3.4. [5’-3H]naltrindol el64llitdsa
Yamamura, M.S.; Horvath, R.; Toth, G.; Otvos, F.; Malatynska, E.; Knapp,
R.J.; Porreca, F.; Hruby, V.J.; Yamamura, H.L.: Life Sci. 50, PL.119-PL124
(1992)

A naltrindol, [(-)-17-(ciklopropil-metil)-6,7-dehidro-4,5a-epoxi-
3,14B-dihidroxi-6,7-2’,3’-indolomorfindn), 29, X,Y=H], a morfinviz C
gytirtijéhcz kondenzdlt indolvédzat tartalmazé vegyiilet, egyike a legnagyobb
affinitisa miatt ez a szintetikus Opidt kitlind eszkéznek bizonyult a

farmakoldgiai vizsgdlatokban [56,58,59].

A tricidlas prekurzora az 5’-brém-naltrindol (29, X=H, Y=Br) volt, amit a
Fisher-f¢le indol szintézissel, Portoghese és munkatarsai eljarasa szerint [57],
naltrexon (190 mg, 0,50 mmol) és 4-brém-fenilhidrazin (170 mg, 0,76 mmol)

metanolos s6savban torténd S 6ras refluxdldsaval kaptunk.

2,5mg (4,72 pmol) 5’-brém-naltrindol és 5 ul (35 pmol) trietil-amin 1 ml
dimetilformamidos oldatdt 10 mg PdO/BaSO, (10 % Pd) katalizator és
555 GBq (15 Ci) hordozémentes triciumgdz jelenlétében (60 kPa, 450 torr,
nyomdson) 60 percig redukéltuk, ennyi id6 alatt a tricium fogyédsa befejez6dott.
A kapott 3,66 GBq (99 mCi) aktivitdsi nyerstermékbdl tisztitds utdn [60, 57.
oldal] 1,01 GBq (27,4 mCi) aktivitdsd, 785 GBq/mmol (20,5 Ci/mmol) moléaris
aktivitdsa tiszta vegyiiletet kaptunk (1,33 pmol, 28 %).

A natrindol radioaktiv jel6lésével tovabbi bioldgiai jellemzése valt lehetévé [61].
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3.5. [1.5-3H,]naltrindol el64llitdsa
Té6th, G.; Otvos, F.; Hosztafi, S.: Helv. Chim. Acta 1993, 76, 2274.
Borsodi, A.; Ozdemirler, G.; Nevin, S.T.; Kabasakal, L.; Otvés, F.;
Toéth, G.: British J. Pharmacol. 1993, 109, 17.

Nagyobb moldris aktivitds eléréséhez tobb halogént tartalmazé prekurzor
el6allitasat tliztiik ki célul.
Egyik lehet§ség halogénezett naltrexon és ugyancsak halogénezett fenilhidrazin
kiinduldsi komponens hasznédlata, ennek megfelelGen a dibrém-naltrindolt
ugyancsak Fischer indol-kondenzéciéval éllitottuk eld, 4-brom-fenilhidrazin és
1-brém-naltrexon reakcidjaval (2. édbra). Az 1-brém-naltrexon elGallitdsara a
szakirodalomban nem taldltunk példat. Mivel a morfinvdz a halogénezés
oxidativ koriilményeire rendkiviill érzékeny [64,65], a szintézis (3. dbra)
14-hidroxi-dihidrokodeinonbdl kiindulva volt lehetséges [67]:
A 14-hidroxi-dihidrokodeinon HBr séjit vizes kozegben brémozva 1-brém-
14-hidroxi-dihidrokodeinon (30) képz&dik. Az acetilezés utdn kapott 1-brém-
14-acetoxi-dihidrokodeinon (31, [66]) N-demetilezésére két lehetGség adodik: a
von Braun reakci6ban brémcidnnal (32), mig kl6rszénsav-vinil-észtert
alkalmazva a (33) uretdn szdrmazék képz6dott. Mindkét vegyiilet hidrolizise az
1-brém-14-hidroxi-dihidrokodeinont (34) eredményezte. 32 hidrolizise 34-é
10 %-os so6savval tortént, mig 33 atalakitdsa hdrom reakci6lépést igényelt: 1.)
sO0savgiz addici6é a vinilcsoportra, 2.) metanolos forralas, 3.) O-dezacetilezés
10 %-0s so6savval. (34) reakcibja ciklopropil-metil-bromiddal  dimetil-
formamidban az 1-brém-naltrexon-3-metil-étert (28) eredményezte. 28 bor-
tribromidos O-demetilezése eredményezte a kivant 1-brém-naltrexont (29).
A kapott 1-brém-naltrexon és 4-brém-fenilhidrazin Fisher-indol kondenzacigjat
az 5-brom-naltrindol szintézisével megegyez6 moddon végeztikk (2. ébra,
X,Y=Br), a termék 1,5-brém-naltrindol szerkezetét tomegspektroszképia és

1H-NMR spektroszk6pia bizonyitotta.
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Az 1,5’-brém-naltrindol s6savas s6 (2 mol) tricidldsa 1 ml dimetil-formamidban,
51 trietil-amin, 10 mg PdO katalizdtor és 555 GBq (15 Ci) triciumgaz
jelenlétében 3,92 GBq (106 mCi) nyersterméket eredményezett, aminek
vékonyréteg-kromatografids tisztitdsaval 396 MBq (10,7 mCi) aktivitasu tisztitott
[1,5°-3H,]naltrindolt ~ kaptunk.  Moldris  aktivitdisa 1,705 TBq/mmol
(46,1 Ci/mmol) volt.

Az [1,5-3H,]naltrindollal kapott receptorkotési eredmények igen j6 delta
receptor szelektivitdst mutattak a tobbi ligandummal tértént 6sszehasonlitdsban

[68].

3.6. [1.1’-§H21norBNI (36¢) elGallitdsa
Marki, A.; Otvés, F.; Toth, G.; Hosztafi, S.; Borsodi, A.: Analgesia, 1995, 1,
557.

A kappa szelektiv opioid ligandumok kozott viszonylag kevés nagy
szelektivitasi és affinitdsi morfinvdzas vegyiiletet taldlunk. Ezek egyike a
Portoghese és munkatarsai [69,70] altal leirt, az6ta norBNI (nor-binaltorfimin;
36a) néven ismert naltrexon szdrmazék, amit az opioid receptorok feltételezett
bivalens kotShelyeinek vizsgélatara fejlesztettek ki. A vegyiilet 1ényegében két

Osszekapcsolt naltrexon molekula, amit 2 ekvivalens naltrexon és 1 ekvivalens

* 202

A tricidlas prekurzoraként konnyen redukalhat6 halogénszarmazékot kivantunk
hasznélni, azonban a vegyiilet kdzvetlen halogénezése ugyanazon nehézségekbe
litkOzne, mint a naltrexon esetében. A mdr ismert 1-brém-naltrexon kiindulasi

komponens valasztasdval, egyébként a norBNI szintézisével azonos médon
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kivitelezett kondenzécios rekcid viszont halogénezett szairmazék, az 1,1’-dibrém-
norBNI képz6déséhez vezet.

Az 1,1’-dibrém-norBNI (36c) el6éllitasa a Portoghese és munkatérsai altal leirt
modszer [70] médositasaval tortént: 1-brém-naltrexon (29 sésavas s6, 914 mg,
2 mmol) és hidrazin (sésavas s6, 110 mg, 1,05 mmol) 30 ml jégecetes oldatanak
6 oOras, 90 °C-on torténd hevitésével a reakcié befejez6dott. A reakcidelegy
szobah6mérsékletre hiitésével kikristadlyosodott anyag tOmege szlirés és
acetonnal torténd mosés utdn 850 mg volt. A nyerstermék oszlopkromatografias
tisztitdsa (szilikagél, kloroform-metanol-ammoénium hidroxid 9:1:0,5 v/v)
350 mg 1,1’-dibrém-norBNI-t (szabad bazis) eredményezett, amibdl etanolban

oldés utédn s6sav hozzdadasédra 340 mg hidroklorid s6 csapddott ki.

[1,1’-3H,]norBNI el&4llitdsdhoz 4,54 mg 36b-HCl és S 1 trietil-amin 1 ml dimetil-
formamidos oldatdit 17 mg PdO/BaSO, katalizitor és 555 GBq (15 Ci)
triciumgéz jelenlétében tricidltuk szobahdmérsékleten 30 percig. Sziirés és az
oldoszer leparldasa utdn 11,1 GBq (300 mCi) nyersterméket kaptunk, aminek
vékonyréteg-kromatogréfids tisztitdsa (szilikagél, Merck; n-butanol-ecetsav-viz
2:1:1) 5,56 GBq (153 mCi) aktivitasd, 1,75 TBq/mmol (47,2 Ci/mmol) molaris
aktivitasu tiszta 36c-t eredményezett. Vékonyréteg-kromatografia alapjan (A:
n-butanol-ecetsav-viz 2:1:1, R;0,42; B: kloroform-metanol 80:24, R;0,18;

kloroform-metanol-amménium-hidroxid 9:1:0,5, R; 0,26) tisztasdga > 95 % volt.
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3.7. [15.16-3H,]buprenorfin (37) eléllitdsa
Otvos, F.; Hosztafi, S.; Simon, Cs.; Téth, G.: J. Labelled Compd.
Radiopharm. 1995, 36, 79.
Otvos, F.; Téth, G.; Simon, Cs.; Hosztafi, S.; Benyhe, S.: Izotoptechnika
(Budapest), 1994, 37, 193.
Otvos, F.; Téth, G.; Simon, Cs.; Hosztafi, S.: Synthesis and Application of
Isotopically Labelled Compounds 1994, 113-116.

A buprenorfin egy kevert hatdst 6piat, amely nem toxikus, kevéssé okoz
fiiggGséget [71,72]. Bar kappa opioid receptor antagonistaként ismert [73,74],
receptorkotési kisérletekben majdnem egyforman kotédik mid, delta és kappa
receptorokhoz  [75,76]. A  kiilonb6z6 opioid receptorokkal vald
kolcsonhatdsdnak tanulmanyozdsa céljabol elGallitottuk a tricidlt forméjat,
folhaszndlva Lewis és munkatdrsai [77] etorfinra kidolgozott mobdszerét,

valamint Rance és munkatdrsai [78] deuterdlt buprenorfin szintézisére leirt

eljarasat.

A morfinvazas vegyiiletek altaldban nagy molaris aktivitdssal tricidlhatok
katalitikus dehalotricidldssal, vagy a 7,8-as kett6skotés telitésével. E modszerek
hatrdnya azonban, hogy a halogénezett prekurzorokat rendszerint kiilon
szintézissel kell elGallitani a morfinviznak a kozvetlen halogénezés
koriilményeire val6 érzékenysége miatt, € a moldris aktivitds altalaban elmarad
az elméletileg vartt6l. A 7,8-as kettGskotés telitésével rendszerint csak a 8-as
helyzetben stabil a jelzés a 6-os szénatomon altaldban jelenlevs elektronszivo
csoportok hatdsa miatt, és ez szintén a moldris aktivitds csokkenését
eredményezi. Tovabbi lehet§ség a morfinvazba torténd tricium beépitésre a
15,16-didehidro szdrmazék el6éllitdasa [79], majd a 15,16 kettGskotés katalitikus
telitése triciummal. A moédszer el6nye, hogy a dehidrogénezett prekurzor

egyetlen 1épésben elGallithatd, a mellékreakcidk dltaldban elhanyagolhatok, és

az elméletihez kozeli moldris aktivitdsi termék kaphat6. A 15,16 kettoskotés
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telitésével torténd tricidlast kordbban maér leirtdk a naltrexonra és naloxonra
[20] és az oripavinokra [77,79] Pd/C katalizdtor alkalmazédsaval, de a
legnagyobb moldris aktivitds mindossze 566 GBq/mmol (15,3 Ci/mmol) volt.
Tricidlt fémhidridekkel még kisebb molaris aktivitdsokat értek el [20,77,79].

A 15,16-didehidro-buprenorfint Haddlesey és munkatédrsai mdédszerével kaptuk
[79]: 3,1 gm (6,6 mmol) buprenorfin és 8,0 gm (37 mmol) sarga HgO keverékét
1,5 M-os vizes ecetsavban 1 oOra reflux utdn szobahOmérsékletre hiitve
kénhidrogénnel telitettiink, majd a kivalt csapadék leszlirése utdn a sziirlet
ammonids semlegesitésével 2,4 gm 15,16-didehidro-buprenorfin valt ki (77 %,

op. 218-220 °C, etanolbdl kristalyositva).

A kapott 15,16-didehidro-buprenorfinbél 2,8 mg-ot (5,99 mol) 0,8 ml dimetil-
formamidban 17 mg Pd/BaSO, katalizdtor és 555 GBq (15 Ci) triciumgaz
jelenlétében 2 o6rdn 4t redukdltunk. 12,1 GBq (326 mCi) aktivitast
nyersterméket kaptunk, amib6l 4,21 GBg-t (114 mCi) vékonyréteg-
kromatogréfiaval (szilikagél, acetonitril-n-butanol-viz 20:6:1) tisztitva 2,79 GBq
(75,4 mCi, 57 %) aktivitasa [15,16-3H2]buprenorfint kaptunk, aminek radioaktiv
tisztasdga > 95 % volt. Moldris aktivitasa 2,35 TBq/mmol (63,6 Ci/mmol), ami
az elméletileg vartndl (2,18 TBq/mmol, 59 Ci/mmol) kissé nagyobb. Ez
val6sziniileg a morfinvaz benzil helyzetli hidrogénjeinek heterogén katalitikus,
illetve a 15-0s szénatomon a tricidlds sordn keletkez§ tricidlt viz hatdsédra
bekovetkezs izotopkicserélddésével magyardzhatd. Az utdbbi cserére utal, hogy
a nyerstermék radiokromatogramja a kiinduldsi dehidroszdrmazék helyén is

radioaktiv anyagot mutatott.

A 15,16 kett6skotést tartalmazd szdrmazék 15-0s szénatomjan levé hidrogén

izotopkicserélgdésre hajlamos [77,79]. Bar hasonld jelenségrél a 37 telitett
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vegyiilet esetében nincs tudomdasunk, megvizsgaltuk a triciumjelzés stabilitdsat
savas és lagos kezelés hatdsara. 1 M-os HCI oldatban 30 perc alatt a molaris
aktivitds nem cs6kkent sem szobah&mérsékleten, sem 70 °C-on. 30 perces ligos
kezelés (02M 1M NaOH) szobahtmérsékleten nem okozott véltozast,
azonban 70 °C-on a moléris aktivitds 38 %, illetve 56 %-kal csokkent. Erdemes
ezeket az eredményeket Osszehasonlitani a Laboratériumunkban kordbban
szintetizalt [7,8,15,16-3H]dihidromorfinnal kapott adatokkal [80]. Utébbi
tricalasa a 16,17-didehidroheroinium acetatban levs 7,8-as és 15,16 kettdskotés
PdO katalizalta telitésével tortént. Moldaris aktivitdsa 2,38 TBq/mmol
(64,3 Ci/mmol) volt, ami 1ényegesen elmaradt a vérttdl. Szobahdmérsékleten
lagos hidrolizis hatdsara, ami az acetilcsoportok eltévolitasara szolgalt, a moldris
aktivitds nagymértékben csokkent (64,4 %-kal), s6t, érdekes médon még savas
kezelés (70°C) hatasara is (5,4 % a csokkenés). lényeges kiillonbséget
tapasztaltunk a kett6skotések telitésének a sebességében is: a dehidroheroinium
acetat telitése 40 perc alatt gyakorlatlag teljesen végbement a hordozémentes
PdO katalizator alkalmazasaval, mig a dehidrobuprenorfin esetében a
1ényegesen aktivabb Pd/BaSO, alkalmazdsdval még 2 6ra reakci6id6 utén is

csupan 70 %-os volt az atalakulés.

3.8. Az ipriflavon triciumjel6lése

Az ipriflavon ( = 7-Izopropoxi-izoflavon, 39; Osteochin®) egy szintetikus
flavonoid, amit a csontritkulds kezelésében alkalmaznak [81,82,83,84]. A
gybgyszer hatdsmechanizmusanak és metabolizmusdnak vizsgilata nagy molaris
aktivitasd, a radioaktiv jelzést az izoflavon vdzon tartalmazé tricidlt vegyiilet
alkalmazasat igényelte. A vegyiilet szerkezetébdl addéddan telitetlen kotést
tartalmaz6 prekurzor nem johetett szdmitdsba, igy halogénezett szdrmazékat

allitottuk eld.
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7-alkoxi-izoflavonok kozvetlen halogénezése a szakirodalomban kevéssé ismert,
rendszerint a mér halogénezett fenolok szabad hidroxilcsoportjat éteresitették
[85]. A 7-hidroxi-izoflavon (42) halogént vagy mas funkcios csoportot tartalmazo
szarmazékainak szintézisét altalaban a kovetkezd modszerekkel irtdk le: az
izoflavon vdz szintézise szubsztitudlt kalkon és fenil-benzil-keton kiindulési
vegyliletekkel [86,87,88], vagy a 42 fenol kozvetlen halogénezésével [85]. A
tricidlas prekurzoraként csak a konnyen redukédlhat6 jod- és bromszarmazékok
vehetS6k szdmitdsba, mert a karbonilcsoporttal konjugdlt 2,3 kettdskotés a

reduktiv koriilményekre érzékeny.

A brémozott prekurzor szintézise (4. 4bra) az alkoxi csoportok aktival6 hatdséara
alapozva, a piridinium-bromid perbromid enyhe brémozé reagenssel [89]
tortént: 100 mg (0.357 mmol) ipriflavon 39 S ml jégecetes oldatdhoz 10 ml
0,15 M-os jégecetes brom-oldatot és 1 ml 27 % (m/v) jégecetes piridint adtunk.
3 ora reakci6idé utdn a reakciot vizes KI oldat hozzdadaséaval ledllitottuk, a
kivalt jodot Na,S,03-tal elreagéltattuk. A reakcidelegy kloroformos
extrakciéjaval kapott anyagot etanolbdl atkristdlyositva S1 mg (14 %) brémozott
40 terméket kaptunk. A piridin katalizalt reakcié egyszeres szubsztiticiot tett
lehetévé, amint azt a termék tomegspektruma mutatta. JH-NMR spektrum

alapjan a szubsztitlici6 az izoflavon vaz 8-as szénatomjan tortént.

A bréomszarmazék redukciéja hordozés Pd katalizdtorokkal (Pd/C, Pd/BaSOy)
a 2,3-as kettdskotés redukcidjat eredményezte, ami Osszhangban volt més
7-szubsztitudlt izoflavon szdrmazékokkal kapott eredményekkel (PtO, [90],
Pd/C [91]), ugyanakkor a Lindlar-katalizator hatdstalannak bizonyult. Ezek
alapjan a koztes aktivitdsi hordozoOmentes PdO-ot alkalmaztuk. Az elGzetes

kisérletek alapjan kb. 30 perces redukcié alatt (a katalizdtor redukci6éjanak
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indukciés periddusét is beleszdmitva) a bromvegyiilet majdnem teljesen eltiint,

és csak kevés telitett melléktermék keletkezett.

A 7-(2-propoxi)-[8-3H]izoflavon ( = [8-3H]ipriflavon; 41) el6allitdsahoz a 40
prekurzor 3,6 mg-jat (10 mol) 1ml dimetilformamidban 4 1 trietil-amin és
5,7 mg PdO katalizator jelenlétében 555 GBq (15 Ci) triciumgézzal 30 percig
redukédlva 12,6 GBq (340 mCi) aktivitidsi nyersterméket kaptunk, aminek
vékonyréteg-kromatografids tisztitdsa (szilikagél, CH,Cl, eluens) 4,92 GBq
(133 mCi, 39 %) aktivitdsi terméket eredményezett, aminek radioaktiv

tisztasdga > 97 % volt. Moldris aktivitasa 1,08 TBq/mmol (29,2 Ci/mmol) volt.

A molaris aktivitds novelése céljabol kétszeresen bromozott prekurzort
allitottunk el6. Mivel az el6z6kben leirt médszer hosszabb reakci6idé alatt sem
eredményezte az ipriflavon kétszeres bromszubsztiticiojat, a szabad fenolos
hidroxil csoportot tartalmaz6 7-hidroxi-izoflavont broémoztuk, majd izopropil-
bromiddal éteresitve kaptuk a tricidlas kozvetlen prekurzorat. 476 mg (2 mmol)
7-hidroxi-izoflavont (42) az ipriflavonndl leirt mddszerrel brémozva S perces
reakcididével 504 mg (1,28 mmol, 64 %) kristalyositott (etanol) terméket
kaptunk (5. dbra). A 6-os és 8-as helyzetben vart brémszubsztiticiot tomeg- és
IH-NMR-spektrum alapjan 4llapitottuk meg. A kapott 43 brémozott fenolt
400 mg, 1,01 mmol) 10 ml izopropil-bromid/kloroform 1:1 elegyben K,CO;
jelenlétében 30 percig refluxdlva kaptuk a 6,8-dibrém-ipriflavont (44). Etanolbdl

atkristalyositva 351 mg (79 %) terméket nyertiink, aminek szerkezetét tomeg- és

1H-NMR-spektrum erésitette meg.

A 7-(2-propoxi)-[6,8-3H,]izoflavon ( = [6,8-3H,]ipriflavon; 45) szintéziséhez
2,4 mg (5,5 mmol) 44 prekurzort 1 ml dimetilformamidban 4 1 trietil-amin és

5,9 mg PdO katalizator jelenlétében 555 GBq (15 Ci) triciumgdzzal 30 percig
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redukalva 8,81 GBq (238 mCi) aktivitdsi nyersterméket kaptunk. Vékonyréteg-
kromatografias tisztitas (szilikagél, CH,Cl, eluens) utdan 2,11 GBq (57,1 mCi,
24 %) aktivitdsa  [6,8-3H,]ipriflavont eredményezett, aminek radioaktiv
tisztasdga > 96 % volt (CH,Cl,, R;0,15; CHCl;, R;0,46; toluol/aceton 95:5,
R 0,40). Moléris aktivitds: 1,94 TBq/mmol (52,4 Ci/mmol).

3.9. Delta opioid receptor szelektiv peptidek triciumjelolése

A deltorfinoknak nevezett peptidek felfedezése [92] igen aktiv és szelektiv
delta opioid agonistakat adott a kutatok kezébe. A sorozat elsé hdrom tagjanak

szekvencidja a kovetkezs:

Tyr-p-Met-Phe-His-Leu-Met-Asp-NH, (deltorfin),
Tyr-p-Ala-Phe-Asp-Val-Val-Gly-NH, (deltorfin I),
Tyr-p-Ala-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH, (deltorfin II).

A késtbbiekben tobb, a fentieknél aktivabb szintetikus analégot fejlesztettek ki
[93]. Koziilik az [Ile>f]deltorfin 1I, amely az eredeti peptideknél 1ényegesen
hidrofébabb karakter(, bizonyult a legaktivabbnak.

Koziilik a legszelektivebbeknek bizonyult deltorfin II és Ile>® analégja

triciumjelolését érdemesnek tiint késébbi vizsgalatok céljara elvégezni.

A tricidlas prekurzordul szolgdlé halogénezett peptidszarmazékokat (Tyr-np-Ala-
pI-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH, és [3,5°-1;]Tyr-p-Ala-Phe-Glu-Ile-Ile-Gly-NH,) a
megfelel6  halogénezett aminosavak alkalmazdsaval, szilard fézisa
peptidszintézissel allitottuk eld p-metil-benzhidril amin (MBHA) gyantdn Boc
stratégidval. Aktiv észteres aminosav aktivdlast alkalmazva a kapcsold
reagensek diciklohexil-karbodiimid (DCC) és 1-hidroxi-benzotriazol (HOBt)
voltak. A Glu oldalldnca benzil észterként volt védve, a Tyr oldalldnca védetlen

volt. A Boc csoport eltdvolitdséra trifluor ecetsavat, a peptidnek a gyantarol vald
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lehasitdsdra HF-ot hasznéltunk. A peptidek tisztitdsa HPLC-vel (Vydac Cqg), a

termék azonositasa aminosav analizis és FABMS alkalmazasaval tortént.

A tricidldas dimetilformamid oldészerben, PdO, illetve PdO/BaSO,
katalizatorral tortént. A tricidlt nyersterméket vékonyréteg-kromatogréfidval
tisztitottuk, a tisztasagellenOrzést vékonyréteg-kromatogréfiaval és HPLC-vel
végeztiik [94]. A tisztitott termékek anyagmennyiségét UV spektrumuk alapjin
meghatdrozva a moldris aktivitdsokra a kovetkezs értékeket kaptuk:
Deltorfin II: 0,726 TBq/mmol (19,6 Ci/mmol); PdO katalizator.

0,908 TBq/mmol (24,5 Ci/mmol); PAO/BaSO, katalizétor.

[Tlle>5]deltorfin II 1,83 TBq/mmol (49,5 Ci/mmol); PdAO/BaSO, katalizator.

A PdO/BaSO, katalizdtor dltaldban aktivabb, mint a hordozémentes PdO, és
nagyobb moldris aktivitdsi terméket eredményez. Ez lathat6 a kétféle
katalizator alkalmazaséval is jelolt deltorfin II péld4jan.

Osszehasonlitva a Phe aromds gyfiriijének para helyzetével, a triciumjelzést
altaldban kevésbé stabilnak tekintik a Tyr fenolos hidroxilcsoportja melletti
poziciokban. Azonban a fenti két deltorfin analéggal végzett receptorkotési
kisérletekben kapott alacsony nemspecifikus kotési értékek azt mutatjak, hogy,

legalédbbis a receptorkotés kisérleti koriilményei mellett, a triciumjelzés mindkét

ligandumban egyforman stabilis.
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4. OSSZEFOGLALAS

A tézisekben bioldgiailag jelentds vegyiiletek triciumjelolését irtuk le. Az
egyes vegyiiletek kivalasztdsa bioldgiai, biokémiai problémédk megoldédsa
érdekében tortént. Az opioid receptorok miikdédési mechanizmusdnak
vizsgdlatdhoz a kiilonboz8  altipusokhoz szelektiven kot6ds  tricidlt
radioligandumokat 4llitottunk eld, amelyek kozott az izomorfin szarmazékok, a
morfin és a ciprodim mi opioid receptor specifikusak, a naltrindol delta
specifikus, a norBNI kappa és a buprenorfin egy kevert agonista-antagonista,
amely mindhdrom receptortipushoz ko6tddik.

A jelolések soran elért eredmények az aldbbiakban 6sszegezhetdk:

A dolgozatban leirt izomorfin szdrmazékok, a ciprodim és a naltrindol
radioaktiv jelolését els6ként valdsitottuk meg.

A mii szelektiv affinitdsjelold radioligandok koziil elgéllitottuk az agonista
hatasad  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 amidkotés kialakitdsa nem valtoztatta
meg a molédris aktivitisokat (918 GBq/mmol=24,8 Ci/mmol, illetve
1470 GBq/mmol =39,7 Ci/mmol), igy a négy irreverzibilis ligand alkalmas lehet
affinitasjel6lésre.

A ciprodim jeloléséhez a brémtartalmi prekurzort enzimatikus
halogénezéssel dllitottuk el6, amely az alkaloidok koérében eddig nem
alkalmazott médszer volt. Az eljardssal kiméletes reakciokoriilmények kozott,
szelektiven vihet6 be a brém a morfindnvaz 1-es helyzetébe. A vegyiilet
dehalotricidlasa az elméleti értéket valamivel meghaladé moléris aktivitdsa
(1170 GBq/mmol=31,6 Ci/mmol) végterméket adott, ami bizonyos mértékii
izotopcserére utal.

A naltrindol jelolését kétféleképpen is elvégeztiik. Eldallitottuk a

758 GBq/mmol (20,5 Ci/mmol) moldris aktivitdsa S’-jelzett vegyiiletet és az
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1,5’-ditricio szdrmazékot 1705 GBq/mmol (46,1 Ci/mmol) moléris aktivitassal,
ami az eddigiek kozott a legnagyobb. Kidolgoztuk a vékonyréteg-kromatografis
koriilményeket a naltrindol és bromszarmazékai elvédlasztdsahoz, és ennek
kapcsan kimutattuk a naltrindol izomeriz4cidjat (tautomerizacijat) az adott
koriilmények kozott [60].

A morfin jel6lését ugyan méar sokszor elvégezték, ebben az esetben mégis
jelentds eredmény a molekula kettds kotésének megtartdsaval torténd tricium-
jelzés. Az elméleti moldris aktivitds felét értiik el, a jelolés specifikusan a 17-es
metilcsoportban van. Lényeges, hogy sikeriilt megvaldsitani a tricidlt metil-jodid
egy kényelmesen kezelhet6 alapanyagédnak el6allitasat és tovabbi felhasznélasat.

A buprenorfin tricidldsa nagy molaris aktivitas elérésével valosult meg, és
a jelzés még erdsen liugos és savas koriilmények kozott is stabil. Az elméletileg
vartndl nagyobb moldris aktivitds valdsziniileg a prekurzor izotépcserére vald
képessége miatt adédott.

A norBNI jelzése szintén nagy moldris aktivitdsi terméket eredményezett,
ami a naltrindollal és a ciprodimmal kapott eredményekkel 6sszevetve arra utal,
hogy a morfinvdz aromés gyfir{ijében altaldban j6 hatdsfokkal és kismértékii
3H/H cserével lehet a triciodehalogénezést kivitelezni.

Az ipriflavont szintén aromds gytirtiben torténd dehalogénezéssel és nagy
moldris aktivitdssal sikeriilt jel6lni. A molekula redukciéra val6 érzékenysége a
katalizator és a reakci6ids kivalasztasaban fontos tényezd volt.

Az opioid peptidek triciumjelolését aromds gylirliben végeztiik.
Megéllapitottuk, hogy a hordozémentes PdO katalizdtor kisebb moldris
aktivitasi terméket eredményezett, valamint, hogy a triciumjel egyardnt stabil

- a receptorkotési tesztek koriilményei mellett - a fenilalanin aromas gytir{ijében

a para, és a tirozin fenolos hidroxilcsoportjahoz képest orfo helyzetben.
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KOSZONETNYILVANITAS

A dolgozatban leirt szintetikus munka része annak a radioaktiv jelolés-
sorozatnak, amely Dr. T6th Géza tudomanyos f6munkatérs kezdeményezésére,
a hazai opioid receptorkutatds tamogatasira kezd6dott az MTA Szegedi
Biologiai Kozpontjaban az Alkaloida Vegyészeti Gyar egyiittmiikodésével, majd
a Tucsoni Egyetem (USA, Arizona) és az Innsbrucki Egyetem (Ausztria)
kiilénb6z6 csoportjainak részvételével nemzetkdzi szintlivé szélesedett.

Koszonetemet fejezem ki Dr. T6th Géza tudoményos fémunkatarsnak,
hogy lehetévé tette dolgozatom elkészitését. Kiilon koszonom, hogy munkamat
a kisérletekben valo részvételével és hasznos tandcsaival egyarant segitette.

Ko6szonom Dr. Hosztafi Sandornak, az Alkaloida Vegyészeti Gyér
kutatéjdnak értékes tandcsait és a kozos kutatdsban végzett lelkiismeretes
munkajat. Koszonom az Alkaloida Vegyészeti Gyar anyagi timogatasat is.

Koszonet illeti Dr. Helmut Schmidhammert, az Innsbrucki Egyetem ku-
tat6jat a ciprodim jelolésében nyujtott segitségért, és Dr. Henry Yamamura-t, a
Tucsoni Egyetem kutatdjat a jelzett naltrindollal elvégzett bioldgiai tesztek
eredményeiért.

Koszoném Dr. Borsodi Anndnak és az MTA SzBK Biokémiai Intézete
Opioid Receptor Munkacsoportja dolgozéinak a jelzett anyagokkal elvégzett
receptorkotési vizsgélatok naprakész eredményeit.

Koszonetet mondok Dr. Lovas Sdndornak és Dr. Richard R. Murphy-nek,
hogy a tézisek megirdsat sziamomra lehet6vé tették.

Kiilon koszonet illeti az MTA SzBK "B" szintli Izotép Laboratériuménak
valamennyi munkatarsat a kisérletek elvégzésében nytjtott segitségiikért és az

értekezés osszedllitdsa soran tett hasznos kritikai észrevételekért.





