VEGYIPAR ES KEMIATUDOMANY

4

filaggrin®*" epitGpok arginin- és citrullin-
tartalmd analégjainak spektrdlis tulajdon-
sdgait vizben és trifluoretanolban (TFE),
és azt tapasztaltuk, hogy az arginin-citrul-
lin csere nincs hatdssal a peptidek oldatbe-
li szerkezetére.

Ezenkiviil a citrullin-tartalmu biotin nél-
kiili és biotinnal konjugdlt epitép peptidek
ECD-spektrumait is Osszehasonlitottuk
(2-3. dbra).

Azt tapasztaltuk, hogy a filaggrin
epitdp esetén a biotin jelenléte és helyzete
nagymértékben befolydsolja a peptid kon-
formdcidjat, mind vizben, mind TFE-ben.
Ezzel szemben a filaggrin®5** epitcp ré-
gi6 konformdcidjdra lényegében nincs ha-
tdssal.

Az eredményekbd] arra kovetkeztetiink,
hogy a filaggrin®53* epitép régié esetén
csak a peptid primer szerkezete hatdrozza
meg az RA-specifikus autoantitesthez val6
kotédést. A biotin helyzete ebben az eset-
ben azért nem befolydsolta a kotGdést, mert
az epitép magja, a minimum epitdp az epi-
top régié szekvencidjdnak a kozepén he-
lyezkedik el, egyenl§ tdvolsdgra mind az
N-, mind a C-terminélistél. Ezzel szemben
az filaggrin®* minimum epitdp esetén
mind a primer, mind a szekunder szerke-
zet hatdssal van az antitestkot§désre. Ez-
zel azt is bizonyitottuk, hogy a biotin pozi-
cidja nagymértékben befolydsolja a kotd-
dést és igy az ELISA érzékenységét is [5].

A fibrin epitépok esetén is (ELISA-mé-
rések alapjan) megfigyelhettiik a filaggrin
epitépoknal is ldthaté kiilénbségeket, ame-
lyet a biotin pozicidja és ezdltal a peptidek
orientdci6ja okoz: a fibrin o-ldncdnak epi-
topjai esetén a C-termindlis biotindlds az
elénydsebb. A fibrin B-ldncdn 1év§ epité-
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pok esetén az N-termindlis biotindlds a
kedvezbb [7].

Végs6 kovetkeztetésként arra jutottunk,
hogy a biotin-avidin komplex arnyékold
hatdsa érvényesiil, vagyis a biotin pozicié-
ja — és ezdltal a peptidek orientdcidja — az
ELISA-kisérletekben meghatdrozé. Ez a
tény dj megkozelitést ad az ELISA-alapu
diagnosztikumok fejlesztésének.
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Opioid metabolitok elgallitasa
és tulajdonsdgai

gyo6gyszerkémidban a metabolizmus

a testidegen anyagoknak tekintett
hatéanyagok szervezetben torténd bioké-
miai transzformdciéit jelenti. A folyamatok
sordn olyan dtalakuldsok jatszédnak le, ame-
lyek novelik a vegyiiletek polaritdsat, vizol-
dékonysdgat, ezdltal segitik a gydgyszer-
molekuldk fokozatos kiiiriilését, elsGsorban
a vesén keresztiil torténd kivélasztdsit.
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Az opioidok metabolizmusa [1] detoxi-
fikdcids folyamat, de eredményezhet aktiv
és inaktiv metabolitotokat is. A metaboliz-
mus els§sorban a mdjban jitszédik le,
amely erre a célra enzimeket termel. Az
opioidok esetén szamolni kell O-dealkile-
zéssel, N-demetilezéssel, oxocsoport-re-
dukci6val, dezacetilezéssel (heroin): igy az
1. fézist metabolitok képz&dnek. Gliku-
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ronsavas konjugdcidval a glitkuronidok,
mig kénsav konjugdciéval a szulfdtészte-
rek képzGdnek, melyek az tgynevezett 2.
fazisi metabolitok.

A metabolitok szintézisének tanulma-
nyozdsa fontos az opioidok metabolizmu-
sdnak vizsgdlata szempontjabdl, ugyanis
az azonositdshoz autentikus minta el§4lli-
tdsa sziikséges, és az anyavegyiilettdl valé
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elvélasztdshoz analitikai médszert kell ki-
dolgozni. Lényeges szempont a metabolit
bioldgiai aktivitdsdnak a meghatdrozdsa,
mivel a metabolit lehet aktiv metabolit
vagy toxikus hatdsa.

Az utébbi években az opioid metaboli-
tok, valamint kémiai médositdsokkal el6-
dllitott szdrmazékaik szintetikus és far-
makoldgiai tanulmdnyozdsa udjra eltérbe
kertilt, ezért részben a kordbbi eredmé-
nyekre alapozva kapcsolédtunk morfinva-
zas vegytletek ismert és potencidlis meta-
bolitjainak vizsgalatdhoz, mdsrészt a mai
modern szerkezetvizsgalati eszkozokkel fe-
lulvizsgélva és kiegészitve a kordbbi isme-
reteket Gjabb, hatékony szdrmazékok el6-
dllitdsdra is torekedtiink.

Gliikkuronid-konjugatumok
elédllitasa

A morfin két legfontosabb humdn meta-
bolitja a morfin-3-gliikuronid (1) és a mor-
fin-6-gliikkuronid (2). Az adagolds médjd-
tol figgen a morfinddzis 45-55%-a C-3
glitkuroniddd és 10%-a C-6 glitkuroniddd
alakul. Az opioidok esetén jelentds first-
pass metabolizmussal kell szamolni a mdj-
ban, miel6tt belépnek a szisztémds kerin-
gésbe. A farmakoldgiai vizsgdlatok alapjdn
a morfin-6-glitkuronid hatékonyabb fdjda-
lomcsillapitd, mint az anyavegyiilet mor-
fin, és igazoltdk, hogy a morfin adagold-
sakor képz8d§ morfin-6-glikkuronid hoz-
zdjdrul a morfin féjdalomcsillapité hatdsd-
hoz. A morfin-6-glikkuronid képz§dése el-
sGsorban ismétl§dé ordlis adagolds esetén
szémottev§ [1,2].

A morfin- és kodeinszdrmazékok C-6
glitkuronidjait Koenigs—Knorr-reakciéban
[3-5] dllitottuk eld, glikozil-komponens-
ként az o-brém-triacetil-glilkuronsav-me-
tilésztert (3) reagdltattunk 3-O-acetilmor-
finnal (4) és kodeinnel (5), az aktivdtor
eziist-karbondt volt. A védGcsoportokat
tartalmazé C-6 gliikuronidokat (6,7) liti-
um-hidroxiddal egy 1épésben hidrolizéltuk
metanolban vagy tetrahidrofurdn oldé-
szerben. A kodein és a morfin C-6 gliiku-
ronidok katalitikus hidrogénezésével a
megfelel§ dihidroszdrmazékokat nyertiik.

2. abra. 2-Br-triacetil-gliikuronsav-
metilészter
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1. abra. Morfin-3- és morfin-6-gliikuronid

A morfin és o-brém-triacetil-glitkuron-
sav-metilészter reakcidjdt metanolban liti-
um-hidroxid jelenlétében végrehajtva sike-
riilt izolalni a védGcsoportokat tartalmazé
C-3 gliikkuronidot, melynek tovédbbi hidro-
lizisével kaptuk a morfin-3-gliikuronidot.
Utébbi vegyiilet katalitikus hidrogénezésé-
vel dihidromorfin-3-glitkuronidhoz jutot-
tunk.

Az opioid-antagonista naloxon és nalt-
rexon C-3 glitkuronidjait is a morfin ese-
tében alkalmazott mddszerrel sikertiilt pre-
pardlni. Megoldottuk a norkodein-6-glii-
kuronid szintézisét is: a kodein C-6 védett
glitkuronidot (7) N-demetileztiik klérhan-
gyasav o-kléretilészterrel, majd a kapott
koztiterméket metanollal reagdltatva kap-
tuk a norkodein C-6 védett gliikuronid s¢-

3. abra. C-6 gliikuronidok szintézise
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savas s6jdt, melynek a hidrolizise vezetett
a konjugdlt norkodeinhez.

Morfinszarmazékok C-3
és C-6 gliitkozidjainak elgallitasa

Egy kinai kutatécsoport [6] a morfin-me-
tabolizmust vizsgdlva a morfin-3-gliiku-
ronid és a morfin-6-glitkuronid detektdld-
sa mellett beszdmol két dj metabolit azo-
nositdsdrodl is: kimutattdk a morfin-3-gli-
kozid (8) és a morfin-6-gliikozid (9) kép-
z§dését. Ordlisan adagolt morfinnal kezelt
daganatos betegek vizeletében a metaboli-
tokat HPLC segitségével vdlasztottdk el,
majd a tiszta frakcick tomegspektrumat
meghatdrozva igazoltdk a két 1j metabolit
szerkezetét. Mindkét gliikozid hidrolizalt
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B-gliikoziddz enzimmel és morfin keletke-
zett. Autentikus mintdkkal nem rendel-
keztek.

Tanulmdnyoztuk a morfin, illetve kodein
C-6 gliikozidjainak eld4llitdsdt [7] a Koe-
nigs—Knorr-reakciéval. Cukorkomponens-
ként acetobrém-gliikézt, aktivdtorként
eziist-karbondtot haszndltunk. A reakcid-
ban C-6 B-anomer gliikozidok tetraacetdt-
jai képzddtek. A vegyiiletek szerkezetét és
térkémidjdt NMR-vizsgalattal igazoltuk.
Kordbban a kodein-6-glitkuronid tetraace-
tdt-metilészter hidrolizisénél sikerrel al-
kalmaztuk a litium-hidroxidot. Ez a méd-
szer itt is bevdlt, mivel a kodein-6-glii-
kozid tetraacetdtot metanolban kis feles-
legben vett (1,2m LiOH/acetilcsoport) liti-
um-hidroxiddal a reakcié szobah6mérsék-
leten kb. hdrom 6ra alatt lejdtszddik szd-
mottevS bomlds nélkiil. A hidrolizistermé-
kek szerkezetét egyrészt a tomegspektru-
mok, mdsrészt az NMR-spektrumok iga-
zoltdk. Az osszes vizsgalt glitkozid-szdr-
mazék 'H-NMR-spektrumdban a H-T1" és
H-2 protonok csatoldsi dllanddja 7,0 és
8,0 Hz kozotti. Ez bizonyitja azt, hogy a
Koenigs—Knorr-reakciéval elgdllitott glii-
kozidok B-anomerek. A C-3 gliikozidok
elgdllitdsdndl morfint és dihidromorfint
reagdltattunk acetonban, ltg jelenlétében,
acetobrém-gliikézzal. A reakcidban C-3
glitkozid-tetraacetdtok képzddtek, me-
lyeknek a szerkezetét szintén NMR- és MS-
vizsgdlatok bizonyitottdk. A metanolos li-
tium-hidroxidos hidrolizis ezeknél a ve-
gylileteknél is a vért C-3 glitkozidokat ered-
ményezte. Valamennyi vegytiletre részletes
NMR-analizist végeztiink.

Morfinszarmazékok
szulfitészterei

Szulfétkonjugdcié csak a morfin fenolos
hidroxilcsoportjdn jitszédik le, a morfin-
3-szulfdtészter (10) morfinfiiggd egyének
vizeletébdl izoldlhaté mint minor metabo-
lit. Ezzel szemben a morfinnal kezelt macs-
kdk és csirkék vizeletében a morfin-3-
szulfdtészter a {6 metabolit. A metabolit-
analogon morfin-6-szulfdtészter (11) erds
fdjdalomcsillapité hatdsu.
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5. abra. Morfin C-3 és C-6 szulfatészterei
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6. abra. 14-O-metil-morfin-6-szulfat-
észter

Uj médszert dolgoztunk ki [8] a mor-
fin- és kodeinszdrmazékok szulfdtésztere-
inek szintézisére: a reakcidt piridinben pi-
ridin-kén-trioxid komplexfelesleggel vé-
geztiik. A morfin reakcidiban a C-3, illet-
ve C—6 hidroxilcsoportokat acetilezéssel
védtiik, majd az észteresités utdn az O-
acetil-csoportokat hidrolizdltuk. Morfin és
dihidromorfin kvaterner nitrogénatomot
tartalmazé szulfdtésztereinek elgallitdsa-
ndl célszerd els6 1épésben a morfin és di-
hidromorfin megfelel§ hidroxilcsoportjd-
nak acetilezése. A C-6, illetve C-3 helyzet-
ben acetilezett anyagokat reagdltattuk ace-
tonban metil-jodiddal. A kvaterner nitro-
génatomot tartalmazé morfin- és dihidro-
morfin-szdrmazékok a mdr ismertetett el-
jdrdssal szulfdtészteresithet6k. Az acetil-
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védGcsoport hidrolizise utdn jutottunk a
végtermékekhez.

Vizsgdlataink szerint a C-14 helyzetben
tercier hidroxilcsoportot tartalmazé ve-
gyiiletek (pl. oxikodon) is észteresithetGk
a piridin—kén-trioxid komplex alkalmaz4-
sdval. A fenolos hidroxilcsoport védése le-
het6vé tette a naloxon-14-szulfdtészter és
a naltrexon-14-szulfétészter szintézisét.
Elgéllitottuk a C-14 helyzetben metoxicso-
portot tartalmazé 14-metoxi-kodeint és
14-metoximorfint, valamint ezek szulfd-
tésztereit. A 14-metoximorfin-6-O-szulfdt
(12) hdrom nagysdgrenddel ergsebb fdjda-
lomcsillapiténak bizonyult, mint a morfin,
de a morfin-6-0-szulfdtnal is hatdsosabb

[9].
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a 19. helyen végzett.

A legnagyobb eurdpai K+F vdllalatok listdjdra keriilt a Richter

Az Eurépai Bizottsdg december elején éllitotta dssze azoknak a gaz-
dasdgi tdrsasdgoknak a rangsordt, amelyek az Eurépai Unidban a leg-
tbb pénzt koltik kutatdsi és fejlesztési programokra.

A Richter — amely 2013-ban mintegy 42 millidrd forintot, éves dr-
bevételének a 12 szdzalékat koltotte kutatds-fejlesztésre — a 166. helyen
dll az osszesitett listdn, a gydgyszeripari vdllalatok rangsordban pedig

nyomdn)

A lista élén hdrom autdipari tdrsasdg dll, a kozép-kelet-eurdpai ré-
giébdl a Richteren kiviil egyetlen cég sem keriilt be az elsd kétszdzba.
Az eredményekbdl az is kideriil, hogy a legnagyobb K+F ,,kolt§” cé-
geket Nagy-Britannia, Németorszdg és Franciaorszdg adja. (A hvg.hu
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