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Roviditések jegyzéke

BSA bovine serum albumin = szarvasmarha szérumfehérje

cAMP ciklikus adenozin-monofoszfat

CPBAD  competitive protein bindig assay = vetélkedd fehérjekotési analizis
DCCI N,N’-diciklohexil-karbodiimid

DSM-5  Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders

EDAC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay = enzim kapcsolt immunanalitika
ENSZ Egyesiilt Nemzetek Szervezete

GPCR G-protein coupled receptor = G-fehérje kapcsolt receptor

HOBt 1-hidroxibenztriazol

IegG immunglobulin G

KLH keyhole limpet hemocyanin

MVD mouse vas deferens = egér vas deferens
NOP nociceptin opioid peptid receptor

NORBNI norbinaltorfimin

Red-Al natrium bisz-(2-metoxietoxi-aluminiumhidrid)
RIA radioimmunoassay = radio-immunanalitika

sC. subcutan

SM(PEG), szukcinimid-maleimid-polietilén-glikol

TT tetanusz toxoid
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1. Bevezetés (irodalmi attekintés)
1.1. Kabitoszer helyzetkép

A kabitészer abuzus és fiiggdség jelen korunk tarsadalméanak egyik komoly
problémdja. [1,2] Az ENSZ 2020-as World Drug Report-ja szerint a szerhasznalok szama
(amibe beletartoznak az egyszeri és tobbszori hasznalok is) az elmult egy év alatt 210
milli6 férdl 269 millidra nétt. A tiltott szerek koziil a kannabisz (192 millid), az opioidok
(58 millio, ebbdl 30 millid opiat), a pszichostimulansok (48 millid) és a kokain (19 millio)
a legnépszertibbek. [3] Az illegélis 6piumtermeld orszagok szama 50-re tehetd, viszont
az elmult 5 évben a feketepiacon jelenlévd mennyiség 97%-at harom orszag szolgaltatta:
Afganisztan (84%), Mianmar (7%) ¢és Laosz (1%). Vilagviszonylatban a makfoldek
tertilete 2018-ban 17%-kal, majd 2019-ben 30%-kal csokkent, viszont még igy is
nagyobb teriiletrdl beszéliink (240 800 ha), mint 10 évvel ezeldtt. Raadasul az aszaly és
fertézések se tépaztak meg a terményt, igy a teriiletvesztés ellenére a termelés csak 0,1%-
kal csokkent. 7 610 tonna Opiumbol becslések szerint 472-722 tonna tiszta heroint
allitottak eld a kabitdszer kereskedelem szamara.

A hatésagok altal lefoglalt heroin és morfin mennyisége szintén elgondolkodtato.
Eurépaban 30 tonnat koboztak el, amivel megddlt a 2008-as 29 tonnas rekord. Az
amerikai kontinensen évek Ota folyamatosan emelkedik a lefoglalt mennyiség.
Ugyanakkor az egyik legaggasztobb szamadat, az évente elveszett egészséges ¢életévek
szamaban mutatkozik meg. Noha 192 millié kannabisz hasznaldval szamolhatunk, 2017-
ben a 42 milli6 elveszett egészséges €letévek 80%-aért opioid szerek voltak feleldsek. [3]
Ebbdl is latszik, hogy az opioidok ablizusa komoly karokat okoz mind tdrsadalmilag,

mind gazdasagilag, éppen ezért az ellene valo kiizdelem mindannyiunk k6zo6s érdeke.
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1.2. A mak és a morfin

1. abra Papaver somniferum L.
(https://hu.wikipedia.org/wiki/Kerti_m%C3%A 1k#/media/F%C3%A1jl:Papaver som
niferum_-_K%C3%B6hler%E2%80%93s_Medizinal-Pflanzen-102.jpg, letdltve:
2021.02.23.)

A kerti mak (Papaver somniferum L.) (1. abra) az egyik fontos kultirnévényiink.

A boglarkavirdguak (Ranunculales) rendjében a makfélék (Papaveraceae) csaladjanak

N 7~
w
0] o O

\ /
3)

tagja. Magjat ¢étkezési, mig a novénybdl kinyerhetd alkaloid tipusu vegyiileteit

gyogyaszati célokra hasznaljuk fel. A novényben eléforduld morfin (1) és kodein (2) (sok
mas egy¢éb vegyiilettel egyiitt) nem csak a gyogyitasban fontosak, hanem a tebainnal (3)
egylitt gyogyszeripari alapanyagként is jelentosek. Kabay Janos magyar gyogyszerész
1931-es szabadalma a morfin szaraz makszalmabol val6 kinyerésére, mind a mai napig a
morfin ipari méretli eldallitdsanak alapjat képezi az egész vilagon. [4]

A morfin és szdrmazékai hatastanilag a major analgetikumok csoportjaba tartoznak.

[5,6] Ezek a vegyiiletek kiemelt fontossaggal birnak a kronikus és sulyos fajdalmak
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enyhitésében. Hatasukat a szervezet opioid-receptorain fejtik ki. Jelenleg négy tipust
kiilonboztetliink meg egymastol, p, k, 6 és nociceptin opioid fehérje (NOP) receptorokat.
Mindegyik a G-fehérje kapcsolt receptorok (GPCR) csaladjaba tartozik, azon beliil is a
Gi/ alcsaladba. Az adenilat-ciklaz gatlasa révén csokkentik a cAMP szintet, ami a cAMP-
fiiggd fehérje kinazok gatlasaban nyilvanul meg. Az egyes receptorokon agonistak altal
kivaltott hatasokat/mellékhatasokat az 1. tablazat foglalja 6ssze. (A NOP-receptor hatésai

nem kertiltek feltiintetésre, mivel nem, vagy alig kétik a morfinvazas vegytileteket.)

1. Tablazat Agonistak élettani hatasai az opioid-receptorokon [5,6]

Hatés p-receptor d-receptor K-receptor
Féjdalomcsillapitas ++ +/- ++
Szedaciod ++ - 4+
Légzésdepresszio +++ ++ -
Székrekedés ++ ++ +

Euforia 4+ - -
Diszforia - - T+
Depresszio - - 4t
Hallucinéci6 +/- - 4+
Fizikai dependencia 4+ - +

+/- nem egyértelm; - nincs hatas; + alacsony hatés; ++ kdzepes hatas; +++ erds hatés

Jol lathato, hogy az analgetikus hatasért tobbé-kevésbé mindegyik receptor felel,
mig az életet veszélyeztetd mellékhatasok jelentds részéért a p-receptor okolhatd. A
legfontosabbak ezek koziil a 1égzésdepresszid, az obstipacio, €s az euforia. Utdbbival a
rekreacids célu hasznalatkor kell kifejezetten szamolni, ami fliiggdséghez €és hosszatava
hasznalat soran tolerancia, illetve addikcié kialakulasahoz vezethet. Az addikcio
altalaban olyan sulyos fiiggdségi allapotot jelent, amelyben fizikai és pszichés
dependencia egyiittesen van jelen. [7] Ezt az Amerikai Pszichiatriai Téarsasdg, mint
pszichiatriai betegséget definialta. A kritériumrendszert a Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders (DSM-5) tartalmazza, amely nemzetkozileg egységes
szempontrendszer alkalmazasat teszi lehetové. [8] A pszichés dependencia (fliggdség)
drogkeres® magatartasban, a szer megszerzésére kényszeritd vagyban, sovargasban

manifesztalodik, mig fizikai dependencidrdl akkor beszélhetiink, amikor a szerek
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megvonasa jellegzetes elvondsi vagy absztinencia-szindromat idéz eld, amelynek tiinetei
sokszor ellentétesek az illeté drog akut hatasaival (,,rebound”), és rendszerint annak mar
csekély dozisaival enyhitheték (szuppresszio). Ez altalaban hosszabb szerhasznalat
kovetkeztében alakul ki.

A kozponti idegrendszer érintettsége miatt kezelése Osszetett, energia-, id6- és
pénzigényes. A gyogyszeres terapian tul kiemelten fontos a beteg pszichés, emocionalis
¢s szocialis tamogatasa is. Az opioid fiiggdség kezelésére legelterjedtebb modszer a
metadon (4) szubsztitucios terapia. [9] Ennek 1ényege, hogy a fliggdség targyat képezo

o) AN

szernél hosszabb felezési idejii, de ugyanolyan potens metadonra szoktatjak at a beteget.
Ezt kdvetden elhagyjak az abuzalt szert, majd pedig folyamatosan csokkentik a metadon
mennyis€¢gét is. A hosszabb felezési id0 miatt az elvonasi tiinetek enyhébbek és jobban
toleralhatok. Ugyan elvben idealis terapidnak szamit, viszont a gyakorlatban szdmos
buktatoval kell szembenézni. Ha a beteg a kezelés soran barmikor Ujra hasznalja az
elhagyni kivant szert, akkor a terapidval minden addig elért eredmény karba vész. A
legnagyobb problémat viszont a visszaesések szama és azok kovetkezményei okozzak. A
metadon terapia végeztével, az abuzusszerrel kapcsolatos tolerancia is visszaall az eredeti
szintjére. Ez a 1égzésdepresszidval kapcsolatban nagyon fontos tény, mivel a visszaesok
gyakran a terapia el6tti nagy dozisokat hasznaljak Gjra, ami tragédidba torkollva a beteg
1égzésbénulasdhoz és halalahoz vezet. Ezt az eseményt szokas ,,aranylovésnek” nevezni.
1.3. Kabitoszer-vakcinacio

Noha a metadon terapidn kiviil 1éteznek mas modszerek is, egyik sem mondhaté
eredményesebbnek néla. Eppen ezért kivanatos tijabb terapias lehetéségek kidolgozasa.

A fertézések visszaszoritasaban és lekiizdésében kiemelt jelentdségli a véddoltasok

alkalmazasa. [10] Ha a kabitdszerfliggdségre is az emberiség kdzponti idegrendszerét
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megbetegitd korsagként tekintiink, akkor nem meglepd, hogy a kabitészer-vakcinacid

Otlete mar negyven éves.

(6)
Kezdetben a heroinnal (5), illetve kokainnal (6) kisérleteztek. Mindkét molekula

észter tipusu vegylilet, €és a szervezetben eléfordulo €szterazok hasitjak dket, hogy aztan
tovabbi reakciok soran hatdstalanna  valjanak. Kimutattdk, hogy egyes
mikroorganizmusok butiril-kolinészterazai hatékonyabban bontjak ezeket a molekulékat,
ami jelentésen csOkkenti a koncentracidjukat a véraramban. Viszont a kokainnal
ellentétben ez a mdédszer nem alkalmazhato a heroin esetében, mivel az inaktiv kokain
metabolitokkal szemben a heroin t6bb metabolitja is aktiv, igy az ilyen tipusu vakcinak
fejlesztése elmarad a kokainétol.

Nem észter tipusu vegyiileteknél masféle mechanizmusu vakcinat kell alkalmazni.
A lehetdségek kozil kiemelendd a kabitoszer-makromolekula konjugécio, aminek
miikddése mar bizonyitott mas bevalt oltdanyagok esetében. Aktiv immunizéalaskor a
beoltott személy vérében jatszodik le az antigén-antitest reakcid, ami a késdbbiekben is
védettséget nyljt a szerrel szemben. Passziv védelemkor mas €él61ényekben termeltetik
meg az antitesteket, amiket aztan tisztitott formaban alkalmaznak. A hatdsmechanizmus
tekintetében vagy a molekula lebontasat segitik eld, vagy — és ez a gyakoribb eset — olyan
makromolekulat hoznak 1étre, ami mar nem képes atjutni a vér—agy gaton.
1.3.1. Altalanos megfontolasok

A vakcinamodell fejlesztésekor a kérdéses kis molekulatomegli addiktiv szert egy
hordoz6 molekuldhoz (carrier) kell kotni, ami lehet fehérje, lipid vagy poliszacharid. [11-
13] Ezt altalaban egy nyilt szénldncu szerkezeti egységen keresztiil (spacer linker)
tehetjiik meg. A fehérjét ugy célszerti megvalasztani, hogy 6nmaga is immunogén legyen,
illetve rendelkezzen olyan oldallanccal, amivel konjugalni lehet a molekulankat. Ehhez

az arginin guanidino-, vagy a lizin g-amino-oldallanca a legalkalmasabb. [14] Ezt

10
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kovetden a molekulank mar a konjugatum epitopjat fogja képezni, ami a humoralis
immunvalasz aktivalasaban lesz 1ényeges. A morfin és tarsvegyiiletei kozvetleniil nem
alkalmasak  hordozé6  molekulaval valé  konjugaciora, viszont megfeleld
szerkezetmddositast kovetden mar igen. Maga a funkcionalizalt vegyiilet tovabbra se lesz
antigén tulajdonsagu, viszont a konjugalast kovetden azza valik. Az ilyen tipusu
molekuldkat hapténeknek nevezziik, amikrél a késdbbiekben lesz szo, és lehetséges
szintéziseik a disszertacio f0 targyat képezik.

Az eldéllitott immunkonjugatumok az epitopjaik révén erds valaszreakciora
késztetik a B-limfocitakat, amik specifikus anti-drog antitesteket termelnek. Ismételt
adagolast kovetéen az 4llatokban olyan antitestek keletkeznek, amik védekez6
mechanizmust jelentenek a vér cirkuldcidos kompartmentjében. Az immunizalt allatok
szérumaban jelenlévé  specifikus antitestek megkotik az  abuzust  okozd
kabitoszermolekulakat. Mivel az immunglobulinok nagy moltdmeggel rendelkeznek (kb.
150 kDa), nem képesek atjutni a vér—agy gaton, igy az antitest altal megkdtott molekulak
se jutnak be az agyba. Az anti-drog antitestek alkalmazasa ezzel azt a kezelési opciot veti
csokkentjiik le, miel6tt az agyba jutnanak. [14]

Ezeket az elveket alkalmazva sikeriilt bizonyitani az immunterapia hatékonysagat.
Kokain vagy nikotin adagolasakor a molekuldk 80%-a nem érte el a kozponti
idegrendszert. Ez azért 1ényeges, mert a nagymértékben addiktiv szerek, mint a heroin
vagy kokain, amik perceken beliil indukaljak a kozponti idegrendszer jutalmazé (reward)
folyamatait, ilyen forméban egyaltaldban nem, vagy csak nagyon kis koncentracidban
érik el a sziikséges agyteriileteket. [ 14]

Mivel ez a tipusu terdpia csak periféridsan tdmadja az opioid vegyiileteket, igy
biztonsagosabbnak nevezhetd, mint mas, kozvetleniil az agyban jelenlévd opioid
receptoron hat6 anti-opioid kezelés (metadon, naltrexon, buprenorfin).

1.3.2. Opioid vakcinak

Fontos pont az opioid vakcindk tervezése soran, hogy a szarvasmarha
szérumfehérje (BSA) és a keyhole limpet hemocyanin (KLH) nem engedélyezett emberi
oltdanyag felhasznéaldsara. Emiatt egyre inkdbb tetanusz toxoiddal (TT) torténnek a

konjugéldsok, mivel a human vakcinélési protokollok soran is ezzel az antigén fehérjével
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lehet a leggyakrabban taldlkozni. Eddigi tapasztalat szerint a TT mellékhatdsai
minimalisak. [12]

Lényeges befolyasolod tényezdvel bir a haptént és hordozot 6sszekotd lanc hossza
¢és sztérikus szabadsagfoka. Ez a kapocs megfeleld tavolsagot kell, hogy biztositson a
hapténnek a hordozo fehérje strukturalis doménjétdl, illetve megfeleld térbeli orientaciot
kell nytjtson az immunrendszer sejtjeinek, hogy azok dominans epitopként észleljék a
funkcionalizalt molekulat. Ezek optimalizalasaval a haptén nagymértékben immunogén
lesz, €s magas antitest titer €rték érheté el a konjugdtummal szemben. Maga az
Osszekotdlanc altalaban valtakozo hosszliisagl szénlanc, ujabban viszont polietilénglikol
egységekbdl felépiild kapcsokkal is probalkoznak. [12] A vizsgalatok soran a BSA-3-O-
karboximetilmorfin konjugatumban a morfin C3-as oxigénatomja és a fehérje lizin
oldallancénak Cc-atomja kozotti tavolsag kb. 896 A. A BSA-morfin-6-
hemiszukcinatban a C6-os oxigénatom és a Ce-atom kozott 12,41 A, mig TT esetében, ha
y-aminokapronsavon keresztiil kotdtték a morfin-6-hemiszukcinatot, 20,15 A volt ez az
érték. [14]

Kiemelt jelentdségli, hogy az immunvalasz mennyire specifikus az opioid haptén
szerkezeti egységeire. Mindenképpen tanulmanyozni kell, hogy az adott molekula mely
része rendelkezik szamottevo antigén-kotd tulajdonsaggal, és ha sziikséges akar az anti-
valamelyik hidroxilcsoportjan keresztiil funkcionalizaljuk, és kétjiik a hordozohoz, akkor
szamolnunk kell a molekula azon részének sztérikus zstufoltsagaval. Az ezzel ellentétes
oldal viszont olyan domindns epitopokat fog tartalmazni, amik kozosek lesznek mas
fenantrénvazas opioidokkal. [12] A 3-O-karboximetilmorfin—-KLH, morfin-6-
hemiszukcinat-BSA ¢és TT konjugatumok olyan antitesteket generaltak, amelyek nem
ismerték fel a C3-as és C6-os helyzetben szubsztitudlt morfin analdgokat, és eltérd

specifitassal kototték a kodeint, heroint, dihidrokodeinont (7), dihidromorfinont (8) és
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oxikodont (9). Az antitestek kdolcsondsen alacsony specifitdst mutattak mas

szarmazeékokra, mint a buprenorfin (10), naloxon (11) és naltrexon (12). Ez utébbiakban
kozos szerkezeti elem, hogy az eldbb emlitett molekuldkkal ellentétben az N-metil
csoport helyett in. antagonista szubsztituenst tartalmaznak. Terdpias szempontbdl ezeket
az antitest specifitdsokat lehetne kihasznalni a humén klinikumban, ugyanis az emlitett
morfin hapténekbdl prepardlt immunkonjugatumok alkalmazasakor nemcsak a morfint,
hanem a heroint is kotni lehetne. Tovabba az is Iényeges, hogy a vakcina legyen képes az
ezekbdl a vegyiiletekbdl keletkezd metabolitokat is semlegesiteni, nevezetesen a morfin-
Co6-acetatot illetve morfin-Co6-gliikuronidot. [12] Az ezek ellen termelt antitestek még a
kozponti idegrendszerbe jutds eldtt képesek megfogni Oket, csokkentve a véraramban
mutatnak specifitast mas opioidokkal szemben, mint a naloxon, naltrexon és metadon.
Ezek a vegyiiletek a heroinfliggdk kezelésében haszndlatosak, és igy a kiillonbozd terapids
lehetdségek egymas mellett is biztonsaggal alkalmazhatok. [5]

Az antigén hordozohoz kovalensen kotott opioid-hapténnel vald vakcinalast
kdvetden 5-10 napra van sziikség az immunvalasz aktivalasdhoz. A vérben keletkezd IgG
antitestek felezési ideje kb. 3-4 hét, igy célszerli a konjugatumot tobbszor, periodikusan

adagolni a minél magasabb antitest szint elérése érdekében. A morfinbol eldallitott
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haptént mar tobbféle immunogén hordozohoz sikeriilt kotni. Az elsd sikeresen eldallitott
immunkonjugatumokkal eldszor nyulakat ¢és patkdnyokat immunizaltak, hogy
poliklondlis antitesteket hozzanak Iétre morfinnal szemben. A vizsgélatok soran
ugyanakkor keresztreakciokat tapasztaltak mas opioidokkal szemben (heroin, kodein,
dihidromorfinon). Noha az eléallitott vegyliletek nem voltak alkalmasak vakcinalasra,
ugyanakkor felismerték az opioid vegyiiletek biologiai kozegben valdé mérésének
lehetdségét. Emiatt szdmos kutatds immunanalitikai modszerek kifejlesztése felé mozdult
el, mint azt a késdbbiekben lathatjuk is.

Bonese ¢s munkatarsai 1974-ben szamoltak be az elsd aktiv vakcindlasrol. [15] A
morfin-6-hemiszukcinat-észtert BSA-hoz kototték, majd ezzel heroin Onadagolasra
betanitott Rhesus majmokat immunizéltak. Az immunvalasz megjelenése utan megsziint
a dependens allatok heroin felvétele. Ez egyben az anti-morfin antitestek heroinnal valo

Noha az aktiv vakcindlassal bizonyitast nyert, hogy immunkonjugatum
alkalmazasédval a heroin Onadagolds hatékonyan akadalyozhat6, ezeket a sikeres
kisérleteket nem folytattak, ami valoszinlileg annak tudhat6 be, hogy az 1970-es évek
elején szamos félszintetikus (naloxon (1971), buprenorfin (1981), naltrexon (1984)) és
szintetikus (metadon (1950-es évektdl)) szarmazék keriilt be a klinikumba, amivel
lényegesen megndtt a kezelési modok szama.

1.3.3. Haptének

A legtobb gyodgyszer- illetve kabitdszermolekula méretiiket tekintve kicsinek
szamit. Eppen ezért a szervezetbe, véraramba keriilve nem valtanak ki immunvalaszt.
Ehhez a korabban mar emlitett modon, funkcionalizalni kell a szerkezetiiket, hogy egy
immunogén hordozéhoz kotve epitopként viselkedjenek. gy mar a szervezet
immunsejtjei fellépnek a testidegennek szamité konjugdtummal szemben, €s antitesteket
termelnek ellene. Legkdzelebb, mikor a hordozé nélkiili molekula kertil be a szervezetbe,
képes az antitesteket kotni, mikdzben az immunvalasz elmarad (erre csak a haptén-
hordoz6 konjugadtum képes). Az immunizalast megel6zéen a kapcsoldsra szant,
modositott molekula nem antigén, csak a konjugicio utan lesz képes az antitestek
kotésére. Definicid szerint ezeket a modositott, nem antigén sajatsagl, de immunogén

hordozoval azza teheté molekulakat nevezziik hapténeknek. [16]
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A szamos, ilyen tipusti vegyiilet talan legismertebb példdja a mérges szomorce
(Toxicodendron radicans vagy Rhus radicans) (2. dbra) okozta kontakt dermatitisz. (3.

abra)

2. abra Toxicodendron/Rhus radicans

(https://www.pinterest.es/pin/63754150963673381/, letoltve: 2021.02.23.)

3. abra Mérges szOmorce okozta allergias reakcid

(https://www.healthline.com/health/outdoor-health/poison-ivy-pictures-remedies,

letdltve: 2021.02.23.)

Az Anacardiaceae csaladba tartozd novény szamos tarsaval egyiitt alkil-
pirokatechinben gazdag tejnedvvel rendelkezik. [17] A mérges szomorce
kontaktallergénjei az uruziolok (toxikodendronsavak), melyek csak a 3-as helyzetii

oldallanc hosszdban ¢és a kettdskotések szdmaban térnek el egymastol. (4. abra)
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OH
OH

R = (CH3)14CH3

R = (CH,);CH=CH(CH,)5CH;

R = (CH,);CH=CHCH,CH=CH(CH,),CH4
R = (CH,),CH=CHCH,CH=CHCH=CHCH,
R = (CH,);CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH,

4. abra Uruziolok szerkezete

A borbe felszivodva oxidacion mennek keresztiil, majd pedig a bdr nukleofil

fehérjéivel reagélva konjugatumot képeznek. (5. dbra)

OH O OH
OH @) OH
oxidacio nukleofil fehérje | X
R R SR

fehérje—nuk
5. abra Uruziol haptén-kojugatum létrejotte a borben

A szervezet szdmara ezek testidegennek szamitanak: a hordozofehérjét a T-
limfocitdk azonositjdk, mig a hapténnek szamitd, kinon szarmazékka oxidalodott
uruziolokat a B-limfocitak. A T- illetve B-sejtek proliferalnak, mikdzben a B-limfocitak
haptén specifikus antitesteket termelnek. Ezzel kialakul az immunrendszer memoridja. A
ndvénnyel valo Gjabb érintkezéskor sulyos allergids reakcio alakul ki, amit a IV-es tipust

talérzékenységi reakcidok kozé sorolunk.
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Egy masik gyakori eset a henna- (Lawsonia inermis) (6. é&bra) tetovalasok

hamisitasa. [18]

6. abra Lawsonia inermis L.

(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f7/Lawsonia_inermis_Blanco_p

art.png, letoltve: 2021.02.23.)
A hagyomanyos vor0s-barna henna-tetovalas elkészitése orakat vesz igénybe.
Ezzel szemben a turisztikai célpontokon taldlhaté standoknal, ahol a ,,minél révidebb 1d6
alatt minél tobb kuncsaftot kell kiszolgéalni” elv érvényesiil, a fekete henna (7. abra)

lelheto fel, amivel akar fél ora alatt is el lehet késziteni a tetovalast.

7. abra Fekete henna-tetovalas els6 alkalommal

(https://www.my-beauty.org/product/3-black-golecha-henna-cones/, letoltve:
2021.02.23.)

H,N NH,
(13)
Ehhez p-fenilén-diamint (13) hasznalnak, ami a borbe jutva hasonl6 reakcion megy

keresztiil, mint az uruziolok. Sajnalatos modon ujabb tetovalds készitésekor ugyanolyan
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stlyos kontakt dermatitiszre kell szdmitani, mint a mérges szomorce esetében. (8. dbra)

Emiatt a p-fenilén-diamin kozmetikai célu hasznalata széleskortien tiltott.

i

8. abra Fekete henna-tetovalas okozta kontakt dermatitisz

(http://www.clevelandhenna.com/black-henna-warning, letoltve: 2021.02.23.)

Gyobgyszerészi szempontbol az egyik legfontosabb allergias reakcid, a penicillin-
érzékenység is haptén tipustt mechanizmusokra vezethetd vissza. [19]

1.3.4. Radio-immunanalitika

Az antigén-antitest specifikus kotddést az analitikdban nano- illetve pikogramm
mennyiségli haptén kvantitativ meghatarozasara is lehet haszndlni. Ennek egyik
lehetdsége a radio-immunanalitika (radioimmunoassay, RI1A). [20]

A RIA segitségével az emlitett tartomanyokban lehet meghatarozni: (i) fehérje- és
szteroidhormonokat; (ii) fehérjéket; (iii)) gyodgyszereket ¢és kabitoszereket; (iv)
metabolitokat; (v) mérgeket; (vi) vitaminokat (Bi2). A mérés kombindlja az antigén-
antitest reakciok kiemelkedd specifikussagat, illetve az izotopmérés rendkiviili
érzékenységét. A mérések kiértékelése standardokkal késziilt kalibracios gorbékkel
torténik, amihez mindig azonos mennyiségli antitest és jelzett antigén, valamint ismert
mennyiségli, nem jelzett antigén sziikséges. Az aldbbiakban réviden ismertetem a klinikai
gyakorlatban egyre szélesebb korben elterjedd mdodszer menetét.

Az immunanalitika jellegzetessége, hogy a meghatarozandd vegylilet és a
meghatérozo reagens antigén-antitest viszonyban all. Eppen ezért a RIA sikerességét
nagyban befolyasoljak a hasznalt antitestek. Az antitesteknek minimalis koncentracioban

specifikus affinitast kell mutatniuk a kivant antigénnel szemben. Maga a reakcio
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megfordithatd, egyensulyra vezetd folyamat, és a keletkezd komplex stabilitasi allandoja
(Ks) rendszerint igen nagy, nem ritka a 10°-10'° mol™! érték sem. [21,22] Az antiszérum
antiszérumokat kell hasznalni. Erre a célra leginkdbb az antigének 50%-4nak
megkotésére képes higitast alkalmazzak. Az antitestek meghatarozdsdhoz hasznalt végsé
higitast nevezziik titernek. Sikeres immunizélds esetén a magas titerli antiszérum nagy
higitdsa miatt akar tobb millid6 meghatarozas is kivitelezhetd. Mivel az antiszérumok
specifikussaga, érzékenysége €s titere az immunizacidval valtozik, igy gondos titralassal
kell az antiszérumot bedllitani, majd pedig 20 °C-on tarolni.

Az antigén jelzését B'I; 121; *H; *C vagy °Co-tal lehet megoldani. Ezek koziil a
jod-izotopok a fehérje tipusu antigének esetében szamitanak elterjedtnek. A jelzést
kovetéen  oszlopkromatografiaval, celluléz-por  kromatografiaval, dializissel,
gélsziiréssel, vagy ioncseréld kromatografidval oldhatd meg a tisztitds. Sziikséges az
izotopok specifikus aktivitasanak meghatarozasa is, aminek a lehetd legnagyobbnak kell
lennie. Az immunreakcidban bekovetkezd valtozasokat is érdemes figyelemmel kisérni,
amire egy eldzetes RIA-meghatdrozas a legalkalmasabb. Természetiiktdl fiiggden a
jelzett antigéneket 2-4 °C-on vagy -20 °C-on kell tarolni.

Az antigének csak megfeleld id6tartamu és hémérsékletii inkubacidt kdvetden
képesek kotddni az antitestekhez. A protokollok a modszerektdl fiiggden valtoznak.
Ugyanakkor minden esetben kertilni kell az érzékeny antitestek karosodéasat, amit okozhat
a plazmafehérjékkel, szabad gyokokkel, oxidaloszerekkel vagy fehérjebont6d enzimekkel
val6 hosszu idejii érintkezés.

A RIA egyik legfontosabb lépése a kotott és szabad antigének elvalasztasa, mivel
ez hatdrozza meg a modszer pontossagat. A szamos kidolgozott modszer koziil a két
antitesttel valo lecsapas a leginkabb alkalmazott. Ilyenkor egy teljesen kiilonb6zo
ellenanyaggal lecsapjdk a mar képzd6dott antigén-antitest komplexet, aminek harom
elénye is van: (i) minden RIA-moédszerben alkalmazhato; (i1) a kotott és szabad antigének
teljes mértékben elvalaszthatok egymastol; (ii1) nagy térfogata inkubacios oldat esetében
is alkalmazhato. Az igen kis mennyiségli csapadékot celluldozacetat-szlirdt hasznalva
valasztjdk el a szabad antigéntdl. A leggyakrabban dextrdnnal fedett csontszenes

elvalasztast kombindlnak hiitott centrifugéléssal.
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A y-sugarzd jod-izotopokat iireges Nal-kristdlyban mérik, ami a kibocsatott y-
sugarakat fényenergia impulzussa alakitja. Ehhez y-spektrofotométer hasznalhat6. Ezzel
szemben a 3-sugarakat folyadék-szcintillacios spektrométerrel hatdrozzak meg.

Elénynek tudhaté be, hogy a RIA alapelve nem csak az antigén-antitest
kolcsonhatasra korlatozodik. A moddszer kiterjeszthetd olyan esetekre is, amikor az
antitestet lecserélik a kivant molekulat specifikusan kotd szérumfehérjére. Ezt a vetélkedd
fehérjekotési analizisnek nevezett modszert Ekins dolgozta ki tiroxin meghatarozasara,
melyhez specifikus tiroxinko6td globulint alkalmazott. [23]

Erdemes megemliteni, hogy a radio-immunanalitikai eljarasok elnevezése nem
egységes a szakirodalomban, kiilondsen az angolszasz teriileteken. Sokszor eltérd
neveket haszndlnak azonos moddszerekre, ami nemegyszer vezet félreértésekhez. A
vetélkedd fehérjekotési analizis (competitive protein bindig assay = CPBA) sem
szerencsé€s elnevezés, mivel az antitest is fehérje, és emiatt a RIA a CPBA egyik
valtozatanak tekinthetd. A RIA elvén alapul6 eljarasokat egyre elterjedtebben nevezik
radioligand-analitikanak (radioligandassay), fliggetleniil a meghatdrozandd vegyiiletet
specifikusan kotd fehérje tipusatol. Utdbbit receptornak, a meghatarozandd vegyiiletet
ligandumnak, mig ennek radioaktiv izotoppal jelzett valtozatat radioligandumnak
nevezik.

A radioligand-analitika hasznalata azért is szerencsés, mert jelzi, hogy a modszer
radioaktiv izotop alkalmazéasan alapul, és ez elhatarolja a nem radioizotoppal jelzett
ligandumok hasznalatatol, tovabba ebbe a vizsgalati korbe egyensulyi eljarasok
tartoznak, mig az ettdl eltéroket kiilon jeldlik.

1.4. Morfin vegyiiletek funkcionalizalasa

A morfin és szarmazékai elleni immunizalashoz megfeleld haptén vegytiletekre van
sziikség. Ehhez a kivant molekulat funkcionalizélni kell, amire az aldbbi lehetdségek
adottak: (1) C3-as fenolos hidroxilcsoport O-alkilezése; (ii) a C6-o0s hidroxilcsoport észter
vagy a C6-os karbonilcsoport oxim képzése; (iii) a norvegyliletek N-alkilezése; (iv)

addicio a A7,8 kettdskotésre; (v) a Cl4-es hidroxilcsoport észterképzése.
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1.4.1. 3-0O-alkil haptének
Az els6é morfin haptént, egy 3-O-alkilszdrmazékot Spector és Parker éllitottak eld
radio-immunanalitikai meghatarozas céljabol. [24,25] A morfin béazist etanolban oldottak

¢s natrium-kloracetattal 3-O-karboximetilmorfinné (14) alakitottak at. A terméket BSA-

OH

(14)
hoz kapcsoltdk 1-etil-3-(dimetilaminopropil)-karbodiimid (EDAC) segitségével. A
konjugdtummal nyulakat immunizéltak, majd pedig a vériiket 5-7 napig gyljtotték, és az
antiszérumot elkiilonitették. Triciummal jelolt dihidromorfinnal (15) inkubaltak, és az

N/

HO oH
(15)

antitesthez kot6dott dihidromorfint izolaltak, végiil szolubilizaltak. A radioaktivitast
mérve meghataroztak a kotott radioaktiv dihidromorfint. Ezutdn egyre nagyobb adag nem
radioaktiv jelzett morfint adtak azonos mennyiségii jelzett dihidromorfinhoz és anti-
morfin antitesthez. A morfin kompetitiv gatlassal akadalyozta az antitest-haptén komplex
képzBdését. Abrazolva a gatlast a hozzaadott nem jelzett morfinmennyiség fiiggvényében
egyenest kapunk. A modszer olyan érzékeny, hogy akéar 0,5 nanogramm morfin is
pontosan mérhetd.

Rubinstein és Ullman a morfin natrium so6jat képezte etanolban natrium-
hidroxiddal, és ezt reagaltatta natrium kloracetattal. [26] A reakcidt kovetden alkoholos
sosavval csaptak ki a 3-O-karboximetilmorfin sésavas sot az oldatbdl. Ezutdn vegyes

anhidrides  modszerrel  kapcsoltdk  BSA-hoz: a  3-O-karboximetilmorfint
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dimetilformamidban oldottak, és klorszénsav-izobutilészterrel reagaltattak trietil-amin
jelenlétében, majd pedig a vegyes anhidridet hiités kdzben kapcsoltak a BSA-hoz.
Buechler a 3-O-karboximetilmorfint ugy nyerte, hogy etanolban levalasztotta
kalium-karbonattal a morfin bazist a szulfat s6jabol, majd pedig brémecetsavval 3-O-
alkilezte. [27] Az oldatbol sdsavval valasztotta le a 3-O-karboximetilmorfin s6savas sot.
Heiman és munkatarsai kalium sot képeztek morfinbol etanolban kalium-etilattal,
¢s bromecetsav-etilészterrel reagaltattak. Katalitikus hidrogénezést kovetden 3-O-

karboximetildihidromorfin-etilészterhez (16) jutottak, amit metanolban szamitott

(16)
mennyiségli 2M natrium-hidroxiddal hidrolizaltak, majd pedig az oldatot savanyitva a 3-

O-karboximetildihidromorfin (17) s6savas sojat kaptak. [28]

N/

7
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1.4.2. N-alkil haptének: karboxil-szarmazékok

Schneider a normorfint (18) bromecetsav natrium séval forralta abszolut
metanolban, és N-karboximetilnormorfint (19) kapott 75%-o0s hozammal. [29] Ezt a mar
ismertetett vegyes anhidrides modszerrel kapcsolta BSA-hoz, illetve hasonl6 reakcidban

allitott eld lizozimmel kapcsolt konjugatumot is.

(18) (19)
Gintzler és munkatarsai egyidejii meghatarozast dolgoztak ki morfinra és kodeinre
RIA modszerrel. [30] Az immunogén szarmazékokat az alabbi modon allitottak eld:

normorfint (norkodeint (20)) reagaltattak bromecetsav-etilészterrel dimetilformamidban,

(20)
savmegkotoként natrium-hidrogénkarbonatot alkalmaztak. Az alkilezdszert kis

feleslegben hasznalva (1,1x) csak N-alkilezés jatszodott le. A reakcioban keletkezd N-

karboximetilnormorfin/norkodein-etilésztert (21) (22) 2N soésavval forraltdk, amivel

(21) (22)

megtortént az  észtercsoport  hidrolizise. A termékek  szerkezetét (M-

karboximetilnormorfin (19) és N-karboximetilnorkodein (23)) IR, UV ¢s NMR mérések
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(23)

alapjan igazoltak. A szarmazékot BSA-hoz kototték. A reakcidt 0,01N sosav jelenlétében
EDAC vizelvonoszerrel végezték. Az immunogén normorfin, illetve norkodein
szarmazékokkal nyulakat immunizéltak, és a vériikbdl két hét utdn izolaltak az
antiszérumot. A kotddést triciummal jelzett dihidromorfinnal mérték RIA moddszerrel.
Ezzel 15-30 pikogramm morfin volt biztonsaggal meghatdrozhatd. Az eldallitott két
immunogén segitségével a morfin specifikusan mérhetdvé valt kodein jelenlétében.

Findlay és munkatarsai hasonlé immunogéneket allitottak eld normorfinbol és
norkodeinbdl. [31] Alkilezdszerként y-bromvajsav-etilésztert hasznaltak. A keletkezo

¢sztereket (24) (25) metanolban natrium-hidroxiddal hidrolizaltak, és a kivant N-(y-

(26) \ (27)
karboxipropil) szarmazékhoz jutottak (26) (27). A szabad karboxilcsoportokat tartalmazo

vegylileteket itt is BSA-hoz kapcsoltak a mar emlitett vegyszerekkel. Egy masik eljaras
soran a keletkezd savat ioncserés kromatografiaval tisztitottdk (XAD 2 gyanta) és a

kapcsolast tirozin-etilészterrel végezték diciklohexil-karbodiimid (DCCI) jelenlétében.
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A BSA-val konjugélt norkodein szarmazékot nyulaknak adtdk be, és triciummal
jelolt kodeinnel vizsgaltdk a szérumbol izolalt antitest kotddését. Az antitest nagy-

mértékben specifikus volt kodeinre, mikézben a heroin, morfin és 6-O-acetilmorfin (28)

(28)
nem mutatott keresztreaktivitast. Ezzel a kodein nagy pontossaggal mérhetd biologiai
kozegben (vizelet, vér) heroin vagy morfin jelenlétében. [32]

Herndon ¢és munkatarsai normorfint N-alkileztek bromecetsav-etilészterrel
(dimetilformamid, natrium-hidrogénkarbonat), az N-karboximetilnormorfin-etilésztert
szilikagél-oszlopkromatografiaval tisztitottdk, majd az észtert metanol-viz elegyben
kalium-hidroxiddal hidrolizaltak. [33] Az N-karboximetilnormorfint vizoldhato
karbodiimid jelenlétében BSA-hoz kapcsoltdk. Az igy kapott BSA-konjugatummal
nyulakat és patkanyokat immunizaltak. Osszehasonlitasképpen elédllitottak a 3-O-

karboximetilmorfin (14) és a morfin-6-hemiszukcinat-észter (29) BSA konjugatumait is,

OH

(29)
melyekkel szintén nyulakat és patkanyokat oltottak be. Ezek utdn '*C-jellt-morfinnal az

antitestekhez valo specifikus kotddését (kompetitiv inhibicids kisérletekben) vizsgaltak.
A 3-O-karboximetilmorfin—-BSA antitestek specificitisa kodein—morfin—heroin
sorrendben csokkent, mig a morfin-6-hemiszukcinat-BSA antitest esetében a heroin és

morfin  volt hatdsos a kompetitiv gatldsban. Meglepd0 modédon az N-
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karboximetilnormorfin—-BSA konjugatum hatasara keletkezett antitestek nem kototték
meg a radioaktiv jelzett morfint. Ezek az eredmények nincsenek dsszhangban a Gintzler
¢s munkatarsai altal kozolt megfigyelésekkel.

Morris és munkatarsai normorfint reagaltattak borostyankdsavanhidriddel DCCI

jelenlétében, és a kapott N-szukcinoilnormorfint (30) BSA-hoz kapcsoltdk EDAC
@)

(30)
segitségével. [34] Az immunkonjugatummal juhokat, patkdnyokat ¢&s nyulakat
immunizaltak. Az izolalt antitestek juhon és patkdnyon nem mutattak keresztreakciot
kodeinnel, és a juhokon képzddott antitestek szintén nem mutattak keresztreakciot a
heroinnal szemben.

Metcalf €és munkatarsai a normetazocint N-alkilezték halogénszubsztitualt
¢észterekkel  (bromecetsav-etilészter, B-brompropionsav-etilészter, y-brémvajsav-
etilészter), a reakcidkat dimetilformamid—tetrahidrofuran olddszerelegyben hajtottak
végre, natrium-karbonat savmegkoto jelenlétében. A kapott észtereket etanolban kalium-
hidroxid felesleggel forraltak, majd savval a pH értéket 7-re allitottak. A karbonsavakat
sosavas so0 formaban izolaltak. [35] Az izolalt vegyiileteket nem hapténként allitottak eld,
viszont a szerkezetmddositasok az altalunk vizsgalt vegyiiletek eldallitasara
hasznalhatok. A hat 0j vegyiilet bioldgiai vizsgélata soran a hot-plate és fenilkinon
writhing teszten inaktivnak bizonyult, mint fajdalomcsillapitod, az N-(y-karboxipropil)-
szarmaz¢ek hataserdssége a morfinnal 6tszor gyengébb volt. A receptorkdtddési teszten a
morfin EDsg értéke 23,6 nmol volt, mig a legaktivabb y-brémpropil-€szter-szarmazék
EDso értéke 1 pmol. Az egér vas deferens (MVD) izolalt szerven szintén inaktiv volt
valamennyi vegyiilet, bar az N-karboximetil-etilészter-szarmazék gyenge antagonista

hatast mutatott.
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1.4.3. C6-haptének
épitették be a karboxilcsoportot. Morfint benzolos oldatban borostyankdsavanhidriddel
reagaltattak piridin katalizator jelenlétében, és ekkor a morfin-6-hemiszukcinat-észterhez
(29) jutottak. [36-39] Ezt a vegyiiletet egyidejilileg Simon €s munkatérsai is eléallitottak.
[40] Wainer és munkatarsai els6 kdzleményiikben tévesen C3 hemiszukcinat szerkezetet
adtak meg, de ezt egy jabb dolgozatban helyesbitették. A morfin-6-hemiszukcinatot a
vegyes anhidrides modszerrel BSA-hoz kototték. Atlagosan 6,5 molekula morfin
konjugéalodott minden egyes fehérje molekuldhoz. A konjugatummal nyulakat
immunizaltak, és az antitesteket nyolc hét utan izolaltdk. Ezek az antitestek gyakorlatilag
azonos affinitdssal megkototték (a '*C-jelzett morfin kotédésének gatlasat mérve) a
morfint, a kodeint és a heroint.

Ugyanez a kutatdcsoport hasonld modszert dolgozott ki a kodein meghatarozasara

is, kodeinbdl szintetizaltdk a kodein-6-hemiszukcinat-észtert (31), melyet a vegyes

OH

31)
anhidrides modszerrel BSA-hoz kapcsoltak. Az antitestek eldallitdsara nyulakat

immunizaltak a kodein konjugdtummal, és az igy izolalt antitestek specifikusan kototték
a kodein-észter—-BSA konjugatumot.
1.4.4. N-alkil haptének: ciano-szarmazékok

Noha az N-cianoalkil opioid vegyliletek nem tekinthetdk hapténnek, viszont két
dolog miatt mindenképpen emlitést kell tenni roluk: (i) széleskorlien vizsgéltdk a
szerkezet-hatds Osszefiiggések valtozasait; (ii) redukcidjukat kovetden aminocsoportot

tartalmaz6 hapténekké valnak.
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Jacobson és munkatarsai az N-metil—N-cianoalkil szubsztiticio hatasvaltozasait
vizsgaltak a 4,5-a-epoximorfindn, a szintetikus morfinan és a 6,7-benzomorfan

szarmazekoknal. [41] Normorfint, norkodeint €s noroximorfont (32) akrilnitrillel

NH
OH

w
HO © (@]

(32)
reagaltattak trietil-amin jelenlétében, igy nyerték az N-(B-cianoetil)-norszarmazékokat
(33) (34) (35). Hasonlo reakcioban allitottak el6 normetazocinbol ¢s 3-hidroxi-
morfindnbol az N-(B-cianoetil)-szdrmazékokat. Az N-cianometil-norvegyiileteket

klorecetsav-nitriles reakcioval készitették.

N
N /V/
OH
O\\“‘ Y
(33) \ (34) (35)

Az N-(B-cianoetil)-normorfin (norkodein) €és az N-(p-cianoetil)-noroximorfon Aot-
plate teszten gyenge fajdalomcsillapité hatdst mutatott. Gyenge aktivitast mértek a
receptorkotési teszteken is. Az N-metil—N-(B-cianoetil)-szubsztiticiéo a metazocin €s a
3-hidroxi-N-metilmorfinan esetében a fajdalomcsillapitdé hatds novekedését (10-12x
morfin) eredményezte, valamint ezek az analdgok a szuppresszios teszteken nem
helyettesitették a morfint dependens RAesus majmoknal. Az N-cianometil-szarmazékok
is erdsebb fajdalomesillapitok, mint a morfin.

May ¢és munkatarsai tovdbbi N-cianoalkil-szubsztitudlt normetazocinok
eldallitasardl €s részletes farmakologiai (in vivo €s in vitro) vizsgalatardl szamoltak be.
[42] Normetazocint reagaltattak m-bromalkil-cianidokkal (Br—(CHz),—CN, n=1-6)
dimetilformamid—tetrahidrofuran oldoszerelegyben kalium-hidrogénkarbonat
jelenlétében. A fajdalomcsillapitd tesztek (egereken, sc. adagolds) alapjan az N-(B-

cianoetil)-normetazocin és az N-(y-cianopropil)-normetazocin a fenilkinon writhing, hot-
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plate és tail-flick teszteken sokkal erdsebb (5-40x) fajdalomcesillapitonak bizonyult, mint
a standard morfin. A tobbi vegyiilet gyenge fajdalomcsillapitoként viselkedett, vagy
inaktiv volt. A receptorkotési teszten a vizsgalt vegyiiletek a k-opioid receptorhoz
mutattak magas affinitast, a p-opioid receptoron a K; értékek egy nagysagrenddel
kisebbek, és a 0-opioid receptorhoz gyenge affinitdst mutattak. Ezekkel az
eredményekkel 0sszhangban az N-(B-cianoetil)-normetazocin és az N-(y-cianopropil)-
normetazocin analgetikus aktivitdsa a fail-flick teszten a «x-opioid antagonista
norbinaltorfimin (NORBNI) adagolasaval antagonizalhatd. A szuppresszios teszten
morfin-dependens Rhesus majmokon az N-cianometilnormetazocin ¢és az N-(6-
cianobutil)-normetazocin a morfint teljes mértékben tudta helyettesiteni, viszont az N-(j3-
cianoetil)-normetazocin és az N-(y-cianopropil-normetazocin esetében csak részleges
helyettesitést tapasztaltak.

Az elézéekben mar targyalt Schneider cioanovegyiileteket is készitett. [29] Az N-

cianometilnormorfin (36) eldallitdsdhoz normorfint reagaltatott klorecetsav-nitrillel

(36)
metanolban, refluxhdmérsékleten, amit azutdn benzolos oldatban Red-Al reagenssel

[natrium bisz-(2-metoxietoxi-aluminiumhidrid)] redukélt. Ekkor az N-(B-aminoetil)-
normorfin (37) képzddott, melynek reakcidja tiofoszgénnel N-(B-izotiociandtoetil)-

normorfinhoz vezetett.
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1.4.5. N-alkil haptének: amino-szarmazékok

(37)
Normorfint y-trifluoracetamido-propilbromiddal N-alkileztek dimetilformamidban,

majd a trifluoracetilcsoportot metanolban laggal (1M NaOH) tavolitottak el, és
megkaptak az N-(y-aminopropil)-normorfint (38). [43] Az immunogén eldallitasakor a
BSA-t aktivaltak, glutdraldehiddel bevezettek aldehid funkcids csoportokat, és az aktivalt
fehérjéhez kapcsoltdk az N-(y-aminopropil)-normorfint.
1.4.6. Anti-oxikodon haptének

Pravetoni és munkatarsai 2012-ben oxikodon €s dihidrokodeinon tipust hapténeket
allitottak eld, amelyekkel patkanyokat ¢&s egereket vakcinaltak, ¢és ennek
eredményeképpen a fajdalomcsillapitod teszteken a vakcinalt kisérleti allatok csokkent
antinociceptiv hatast mutattak. A haptének alapvegyiiletein C6 €s C8 helyzetben képeztek
szarmazékot. [44-46] Az oxikodont, illetve a dihidrokodeinont karboximetil-

hidroxilaminnal reagéltattak, és ezaltal a C6 O-szubsztitudlt oximokat kaptak (39) (40).

NT N7
OH H
\\\\ \\\“
O © N—O O © N—O O
\ \_/< \
OH OH
(39) (40)

A szabad karboxilcsoportokat tartalmazo vegyiileteket vizmentes dimetilformamidban
glicin-tetrapeptid-tercierbutil-észterrel reagaltattak 1-hidroxibenztriazol (HOBt), DCCI
¢s 4-dimetilaminopiridin (DMAP) jelenlétében. A fehérje hozzakapcsolasa utan a C-

terminalis véddcsoportot trifluorecetsavval eltavolitottak.
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Egy masik lehetdség volt, hogy a szabad karboxilcsoportokat tartalmaz6 oximokat
S-tritil-ciszteaminnal reagaltattdk HOBt, DCCI és DMAP jelenlétében, vizmentes
dimetilformamidban. Ezutan trifluorecetsavval a tritil-véddcsoportot eltavolitottak, igy a
szabad lancvégi merkaptocsoportot tartalmazo hapténhez jutottak.

Tovabbi lehetdség a dihidrokodeinon haptén eldallitdsara a C8 pozicidban torténd
szarmazékképzés. A kodeinon kettdskotésére tioglikolsavat addicionéltak, igy a

merkaptocsoport a C8-as poziciohoz kapcsolddott (41). A kapott C8 karboximetil-

0
NT _>—OH
H S

w
O © @)

\
(41)
szarmazeékot  glicin-tetrapeptiddel, illetve S-tritil-ciszteaminnal reagéltattdk az
elézoekben ismertetett modon. [46]

Az immunogének specificitasat vizsgalva az oxikodon-6-karboximetil-oximbol és
tetraglicilpeptidbdl eldallitott hapténrél megéllapitottdk, hogy sokkal hatékonyabban
képzddtek a polispecifikus antitestek a dihidrokodeinon és oxikodon ellen. Az igy kapott
immunogén megakadalyozta mind a dihidrokodeinon, mind az oxikodon bejutasat az
agyba, illetve gatolta a fajdalomcsillapitd hatast is.

1.4.7. Anti-heroin haptének

A heroinistak kezelésében a heroin specifikus vakcindk kifejlesztésekor a morfin
szarmazekot egy hordozoé fehérjéhez kell kapcsolni. A radio-immunanalitikai modszerek
kidolgozésa sordn nyert tapasztalatok természetesen e teriileten is hasznosithatok.

Ezen a téren a mar korabban ismertetett modon eldszor Bonese €s munkatarsai értek
el eredményeket 1974-ben. [15] Evtizedekkel késébb Anton és munkatarsai szamoltak be
elsoként a TT hordoz6 fehérje alkalmazasar6l a heroin/morfin vakcina modellek
tervezésében. [47] A morfin-6-hemiszukcinatot két 1épésben kapcsoltdk a hordozé
fehérjéhez. Elészor az e-N-trifluoracetamido-kapronsav N-hidroxi-szukcinimid aktiv
észtert kototték a TT-hoz. Az igy kapott fehérje konjugatum trifluoracetil-

véddcsoprtjanak az eltdvolitdsa utdn a szabad e-aminocsoportot acilezték morfin-6-
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hemiszukcinattal, EDAC kondenzaloszer alkalmazaséval. A kapott
immunkonjugatumban a fehérjét és a haptén molekulat 6sszekotd szénlanc (spacer
linker) hossza kb. 20 A, ami sokkal nagyobb tavolsag mas immunkonjugatumokkal
Osszehasonlitva. Ez utobbi azért 1ényeges, mert az 0sszekotd nyilt szénldnc hossza
befolyasolja a dominans epitdp determindnsokat, tekintettel a haptén-analogon és az
immunsejtek kolcsonhatasara. Egy masik jelentds fejlesztés volt az adjuvans formulacio
(aluminium-hidroxid gél) alkalmazasa az immunkonjugatum adagolasakor.

Az antitestek képzddését enzim-immunanalitikai modszerrel (ELISA) hataroztak
meg. Maximalis antitest titer értékeket kaptak a negyedik injekcid utan, ezutan elegendd
volt harom havonként injektalni az immunkonjugdtumot, hogy megmaradjon egy
hatékony antitest szint, akar egy évig is. Az anti-morfin antitestek semlegesitették a
heroin hatdsat olyan patkanyokon, melyeket betanitottak a heroin Onadagolasara.
Természetesen a vakcinakezelés hatékonysadga nagymértékben fligg az antitest szinttdl,
nyilvanval6 médon a magasabb titerek hatékonyabbak. Fontos megfigyelés az is, hogy a
morfin-6-észter haptén immunkojugatum hatdsara képz0dé antitestek keresztreakciot
mutattak a heroinnal (az antitestek nem tudjak a két vegytiletet megkiilonboztetni) és igy
a specifitas ekvivalens a morfinra €s a heroinra.

Mivel az immunglobulinok nem képesek atjutni a vér-agy gaton, ezért az anti-
morfin antitestek a morfint €s a heroint a plazméaban megkoétik, és igy visszatartjak ezeket
a vegyiileteket, megakadalyozva ezzel, hogy bejussanak a kozponti idegrendszerbe. Ez
tehat egy hatékony kezelési modszer lehet a heroin/morfin fliggdség gyodgyitdsaban.
Miutan a detoxifikalds vagy a fenntartd kezelések soran az opioidok a kozponti
idegrendszerben fejtik ki hatasukat, az ezekkel egyiitt jelentkez6 mellékhatasok is itt
kozvetitddnek. A vakcinalas elénye ezzel Osszefiiggésben, hogy a semlegesitett drogok
nem jutnak be a kdozponti idegrendszerbe. Ugyanakkor a vakcinalas alkalmazasa elétérbe

kertilhet, mint kiegészitd terapia az un. klasszikus farmakoterapia alkalmazasa mellett.

32



DOI:10.14753/SE.2022.2588

Stowe €és munkatarsai (2011) szamos heroin-szerkezetli haptént allitottak eld,
amelyeket hordozo fehérjéhez kapcsolva heroin-vakcinakat kaptak. [48,49] A vegyiiletek

szintézisénél 3,6-diacetil-normorfinbol (42) indultak ki, melyet reduktiv amindlési

reakcidban  N-Boc-0-aminobutanallal — reagaltattak  natrium-triacetoxiborhidriddel,
ecetsavas kozegben. A véddcsoportot trifluorecetsavval eltdvolitva kaptdk az N-
szubsztitualt 3,6-diacetil-normorfint, mely az aminocsoportot 6-helyzetben tartalmazza.
Ezt a vegyiiletet reagaltattak trietil-amin jelenlétében a B-tritilmerkapto-propionsav N-
hidroxi-szukcinimid aktiv észterrel. Amennyiben a reakcioelegyet luggal hidrolizaltak,
az acetilcsoportokat el tudtak tavolitani. Az igy kapott savamidbdl trifluorecetsavval a
tritil-véddcsoportot eltdvolitva lancvégi szabad merkaptocsoportot tartalmazd haptént

kaptak (43). Ezt a vegyliletet maleinimid-aktivalt KLH-val és BSA-val is kapcsoltak. A
H

(43)
y-karboxipropil-N-szubsztitualt-maleinimidet EDAC-es kondenzacioval kapcsoltdk a

hordozé fehérjéhez, majd az igy kapott konjugatum maleinimid-kettéskotésére
addicionalt a haptén molekula ldncvégi merkaptocsoportja, miutan a tritil-véddcsoportot
trifluorecetsavval a  konjugatum  jelenlétében  eltavolitottak. gy  kétféle
immunkonjugatumot kaptak, az egyik morfin-, a masik pedig heroinszerti. Mindkét tipust
immunkonjugadtum magas titeri immunvalaszt produkalt. Ezekkel patkdnyokat

immunizaltak, majd az antitestek izoldldsa utdn vizsgaltdk a morfinszer(i vakcina ¢és a
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heroinszerii vakcina specificitasat. A heroinszeri immunkonjugalt vakcina elsdsorban a
6-acetil-morfinnal szemben mutatott kiemelkedo affinitast, a heroint és a morfint
csokkent affinitassal kototte. A morfinszeri vakcina nagy affinitdst mutatott a morfinnal
szemben, viszont csokkent aktivitast mutatott a heroinnal szemben, a 6-acetil-morfint
viszont nem kototte meg. A kétféle vakcinatipus nem mutatott keresztreakciot a morfin-

6-gliikuroniddal (44), a kodeinnel, a naloxonnal és a naltrexonnal. Ez a megfigyelés azért

(44)
Iényeges, mert igy a heroin-immunterapia alkalmazéasakor a heroinistak kezelése soran az

antagonistak is hasznalhatok. A heroin vakcina gatolta a heroin fajdalomcsillapito hatasat
(sc. adagolds, hot-plate teszt) és emellett patkdnyokon gatolta a heroin 6nadagolast.

Schlosburg és munkatarsai vizsgaltak a heroin vakcina hatdsat heroin-dependens
patkanyokon. A kisérleti allatok megtanultak a heroin injekcio hasznalatat, és kialakult a
kényszerité onadagolas. [50] A vakcina hatdsara a heroin felvétel csokkent, és a fizikalis
dependencia jeleit tapasztaltdk. A heroin vakcina patkdnyokon szintén gatolta a heroin-
keres6 magatartast, amit kondicionalt hely preferencia teszten vizsgaltak.

A heroin—KLH vakcina a hot-plate teszten (patkany) megakadalyozta a heroin
antinociceptiv hatasat, viszont a morfin—-KLH vakcina a hot-plate teszten nem
befolyasolta a heroin fajdalomesillapitoé hatdsat. Ezzel szemben a heroin—-KLH vakcina
védelmet nyujtott a morfin-indukalt antinociceptiv hatassal szemben.

Bremer ¢és Janda egy olyan heroin analogon haptént szintetizaltak, amely a C3
helyzetben nem O-acetil, hanem N-acetilcsoportot tartalmaz. [51] Ez a vegyiilet a heroin-
vazas hapténnel ellentétben nem érzékeny hidrolizisre.

A szintézis soran 3-dezoxi-3-aminomorfinbol indultak ki, ami morfinbdl o6t
1épésben nyerhetd. Ezt acetil-bromiddal reagéltatva kaptak a 3-acetilamino-4,5o-epoxi-

7,8-didehidro-6-O-acetil-N-metil morfinant. EbbOél a heroin analogonbdl  N-
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demetilezéssel, majd N-alkilezéssel az N-butilaminoszarmazékhoz jutottak, melyet -

tritilmerkapto-propionsavval acileztek (45).

(45)
A heroin esetében olyan antitestek indukcioja indokolt, melyek felismerik a heroint

¢s 0 metabolitjait (morfin és 6-O-acetilmorfin), mivel a heroin a vérben gyorsan
dezacetilezddik, elsésorban a C3 helyzetben és kisebb mértékben a C6 helyzetben. A
heroin és metabolitjai, mint haptének nem képesek indukalni az antitestek képzddéseét,
ezért a haptént egy konjugacios reakcioval alkalmas fehérje hordozéhoz kell kapcsolni.
Ezen kiviil célszerli egy olyan adjuvans alkalmazéasa, amely biztonsagos ¢és hatékony a
human alkalmazasra, és kiterjedt profili, magas titer(i anti-haptén antitestek létrehozasara
képes.

A heroin vakcina tartalmaz egy haptén szerkezetet, amely tlikr6zi az opioid
vazszerkezetet, és kémiailag kotott egy immunogén hordoz6 fehérjéhez. Ha ezt a haptén-
fehérje konjugatumot injektaljuk, akkor létrejon egy humoralis immunvalasz(reakcid) a
heroinnal szemben. A poliklondlis antitestek a periférian magas foka specifitassal
megkotik a kabitoszert, megakadalyozva a belépést az agyba, és igy blokkoljak a kozponti
idegrendszeri hatasokat.

Amennyiben az immunkonjugatum formulacidja egy immunstimulans adjuvanssal
megoldhat6, ez fokozza a humoralis valaszreakciot a célzott antigénnel szemben. Tehat
a vakcina rendelkezik egy heroinszerli hapténnel és egy megfeleld adjuvanssal, igy ez
egy potencialisan hatasos kezelés lehet a heroin addikciora.

Az el6bb emlitett Bremer és Janda éltal tervezett immunkonjugatum magaba foglal
egy kémiai epitop stabilitast is, és varhatdéan a haptén kivaltja az anti-heroin humoralis
immunvalaszreakciot. Ugyanakkor a haptén megndvelt stabilitdsa fokozni fogja az anti-

heroin antitest titert.
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Az immunfarmakoterdpia (vakcindk alkalmazasa a kabitdszerekkel szemben)
potencidlisan egy sokkal vonzobb kezelési opcid a heroin-addikcid gydgyitasaban,
Osszehasonlitva a farmakoterapidval.

Az észter tipusu heroin-haptének egyébként pH = 7,4 pufferben 25 °C-on nem
stabilak, kb. 97 ora a felezési idejiik. Ezért az immunkonjugatumokat gyakorlatilag a
preparalas utan fel kell hasznélni.

Bremer és Janda a KLH fehérjéhez kotott 3-acetamido-6-O-acetilmorfin hapténnel
egereket immunizaltak, az immunkonjugatumot aluminium s6 adjuvanssal formulaltak.

Osszehasonlitotték a 3-acetamido-6-O-acetilmorfin- és a 3,6-diacetilmorfin-haptén
immunkonjugatumok injektalasakor képz6dd antitestek tulajdonsigait enzim-
immunanalitikai mérésekkel. Gyakorlatilag mindkét haptén konjugatum egyforman
immunogénnek bizonyult, az antiheroin antitest titerek kozel azonosak voltak. A C3-
acetamid antitest affinitds a 6-O-acetilmorfinra szignifikdnsan lecsokkent a C3 O-acetil-
hapténre mért affinitdsokhoz hasonlitva. Ugyanakkor a stabilabb C3 acetamid antitest kb.
12-szer gyengébben koti a heroint, és a szerzok ezt azzal magyarazzak, hogy a C3
acetamid haptén esetében egy kismértékben megvaltozott epitdppal kell szamolni, mint a
C3 O-acetil haptén esetében. Bar a C3 acetamid vakcina megndvekedett rezisztenciat
mutat a hidrolizissel szemben, a szignifikdnsan lecsdkkent antitest affinitasa a 6-O-
acetilmorfinnal szemben korlatozza a terapias potencialjat, mint heroin vakcina.

Li és munkatarsai hdrom haptén szintézisérdl szadmoltak be, melyeket nyilt
szénlancokon keresztiill TT hordozéhoz kapcsoltak. [52] A vegyiiletek szintézisét
dihidromorfinonbo6l valdsitottdk meg tobb (>10) 1épésben, de mindharom haptén esetén
a kiindulasi vegyiilet 3-dezoxi-dihidromorfinon volt. Az elsé vegyiilet a C3 és C6
helyzetben tartalmazott funkcios csoportokat: a Céa helyzetben 2-oxopropilcsoportot,
mig a C3-asban az amino-szubsztituenst B-tritilmerkapto-propionsavval acilezték. A
kovetkezd haptén alapvegyiilete a 3-dezoxidihidronormorfinon, amely C3 ¢és Co6a
helyzetben 2-oxopropilcsoportot tartalmaz, mig a nitrogént S-aminobutilcsoporttal
alkilezték, és a lancvégi aminocsoportot B-tritilmerkapto-propionsavval acilezték. A

harmadik haptén a C3, C6a és a 17 (N) helyzetben tartalmazott funkcids csoportokat. A
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C3 ¢és a C6a szubsztituens acetamidocsoport, mig a nitrogén szubsztituens ugyanaz volt,

mint az el6z6 vegyiiletnél.

(46)
A DiAmHap (46) eléallitasakor 3-dezoxidihidromorfinonbdl indultak ki, melyet

benzilaminnal reagéltatva Schiff-bazist kaptak. Ennek a sztereospecifikus redukcidja
natrium-triacetoxiborhidriddel  tortént, majd a  Cé6a-benzilamint  katalitikus
hidrogénezéssel (H2/Pd-C) N-debenzilezték, és a Co6a-aminocsoportot acetilezték. Ezutan
a C1 poziciét halogénezéssel védtek (N-klorszukcinimid—trifluorecetsav), és igy sikeriilt
a nitrocsoport regioszelektiv beépitése (natrium-nitrit—trifluorecetsav) a C3 helyzetbe.
Katalitikus hidrogénezéssel (H2/Pd-C) a nitrocsoport redukcidja aminna, és a C1 klor
véddcsoport eltavolitasa egy 1épésben megoldhatd, majd a C3 aminocsoportot acetilezték
ecetsavanhidriddel. A 3,6a-diacetamid N-demetilezését klorszénsav a-kloretilészterrel

végeztek, és a norvegyiilet N-alkilezésével nyerték a kérdéses haptén analogont.

N
H

w 2

HN © %

TrtS\_>=O o:<

(47)

A 6-PrOxyHap (47) szintézise sordn 3-dezoxi-dihidromorfinonbdl Wittig-
reakcioval 6-dezoxi-6-metilén-szarmazékot kaptak, melybdl hidroboralassal (BHs—
dimetilszulfid) a C6a-hidroximetil szarmazékhoz jutottak. A tovabbiakban a primer
alkoholos hidroxilcsoportot mezilezték, majd a meziloxicsoportot cianidra cserélték Sno

reakcioban. A Cé6a-cianometil-szarmazék Grignard-reakcigjaban metilmagnézium-
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jodiddal kialakult a C6a-2-oxopropil-oldallanc. Ezutan a C1 poziciét klor-szubsztituens
(N-kloérszukcinimid—trifluorecetsav) beépitéssel védték, majd a C3 helyzetben nitraltak

(natrium-nitrit—trifluorecetsav). A  nitrocsoport redukcidjat aminna katalitikus

(48)
hidrogénezéssel (Ho/Pd-C) végezték, ekkor a C1 dehalogénezddés is végbement.

A DiPrOxyHap (48) eldallitdsanal dihidrokodeinon volt a kiindulasi vegytilet. Itt
az el6zo vegyiiletre alkalmazott reakciosorral eldszor beépitették a C6a-2-oxopropil-
oldallancot. A C3 metilétert O-demetilezték bor-tribromiddal, majd a fenolos
hidroxilcsoportot észteresitették N-fenil-bisz-trifluormetanszulfonimiddel. A C3 triflat-
észtert Stille kapcsolasi reakcidval allil-tributil-on reagenssel C3-dezoxi-C3-allil-
szarmazekkd alakitottdk. Az allilcsoport oximerkuréalasi reakcidja, majd a higany
eltavolitdsa utan (1. Hg(OAc)2, 2. PdCL—CuCl,-LiCl) a C3-dezoxi-2-oxopropil-
szarmazékhoz jutottak.

A hapténeket TT-hoz kapcsoltak, majd liposzomakat alkalmaztak, mint adjuvans,
¢és a konjugatumokkal egereket immunizaltak. A képzddo antitestek titerértékei az alabbi
sorrendet mutattdk: DiAmHap (46) >> DiPrOxyHap (48) > 6-PrOxyHap (47).

Vizsgéltadk a heroin, a morfin és a 6-O-acetilmorfin kotddését az anti-haptén
antitestekhez. A 6-PrOxyHap—TT-dal immunizalt allatokon a képzddd antitesteken
mindhdrom vegyiilet gatlo hatasi. A DiPrOxyHap—TT anti-haptén antitestek esetén a
morfin nem versengett a kotéhelyen, a heroin és a 6-O-acetilmorfin gatolta a kotodést. A
DiAmHap—TT konjugatummal kapcsolatos eredményeket kordbban kozolték.

Az immunizalt egereken vizsgaltdk a heroin fajdalomcsillapité hatasat (hot-plate

teszt), €s a heroin hatasdnak csokkenését mérték a DiAmHap—TT ¢és a 6-PrOxyHap-TT
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konjugatumok alkalmazédsakor. A DiPrOxyHap—TT anti-haptén antitesteknek ilyen
jellegli védohatasa nem volt.

Matyas és munkatarsai négy heroin haptén analogon antitest indukald hatasat
vizsgaltdk. [53] Eldallitottdk a Stowe ¢és munkatarsai altal kozolt diacetil-normorfin

haptént (HerHap) (49), amely a nitrogénen d-amino-butil-szubsztituenst tartalmaz, és a

49 50

lancvégi nitrogén Bfm;rkapto-propionsavval van acilezve. A 6-O-aceti1((1ihi)drom0rﬁn
haptén (6-AcMorHap) (50) a C3 helyzetben aminocsoportot tartalmaz, amit szintén 3-
merkapto-propionsavval acileztek. Eldallitottak egy oximorfon haptént (OMAHap) (51)
is: a 6B-oximorfamint a B-merkapto-propionsav N-hidroxiszukcinimid aktivészterrel
reagaltattak és a savamidhoz jutottak. A 3-hidroxi-6p-amino-4,5-epoxi-7,8-didehidro-/N-
metilmorfinanbdl B-merkapto-propionsavval kaptak C6-amidot (MorHap) (52).

7~

(51) (52)
A haptén analogonokat hordozoé fehérjékhez (BSA, TT) kotottek, HOBt ¢s EDAC

alkalmazasaval. Az immunizalas el6tt a konjugatumokat liposzomakkal formulaltak,
melyek monofoszforil-lipid-A-t tartalmaztak. Ezt a hatékony adjuvans rendszert

korabban sikeresen alkalmaztdk human vakcinaléasi vizsgalatokban.
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A TT-hoz kapcsolt négy heroin haptén konjugdtummal egereket immunizaltak, és
a képz6dd antitestek magas titereket produkaltak MorHap (52) > HerHap (49) >> 6-
AcMorHap (50) >> OMAHap (51) sorrendben.

A heroin vakcina kifejlesztése soran az antitestek indukcioja mind a heroinra, mind
az aktiv metabolitjaira (morfin, 6-O-acetilmorfin) sziikséges, mivel a heroin kis molekula,
amely az adagoléas utan gyorsan dezacetilezddik a C3 helyzetben a véraramban, majd
utobb a C6 észtercsoport is hidrolizal. [54] A kutatocsoport két heroin analogon haptén,
a MorHap (52) és a DiAmHap (46) vizsgalatar6l szédmolt be. Mindkét morfin-
szarmazékot BSA és TT hordozohoz kototték, és monofoszforil-lipid-A liposzéma
adjuvans alkalmazéaséval egereket immunizaltak. Lényeges, hogy a DiAmHap
hidrolitikusan stabil a diacetil-haptén analogonnal szemben, mivel az utobbi az
immunizalas alatt elbomlott €s fliggetlen immunreakciokat indukélt mind a heroinra,
mind a metabolitjaira. Ez azt eredményezte, hogy az antiszérum antitestek keverékébdl
allt. A DiAmHap, amely a nitrogénen keresztiil egy hosszt szénlanccal kotédik a hordozo
fehérjéhez az izoszter acetamido C3 és C6 csoportok miatt olyan antitesteket indukal,
melyek reaktivak a heroin C3 és C6 acetilcsoportjaival. A MorHap—TT altal kivaltott
antitesteken vizsgalva a kompetitiv gatlast a morfin és a 6-O-acetilmorfin gatld hatasa
nagyobb volt, mint a heroiné. A DiAmHap—TT altal indukalt antitestek esetében egyik
vegyiilet sem mutatott kompetitiv gatlast, vagyis ezek az antitestek nem specifikusak a
heroinra és metabolitjaira. Ugyanakkor az antitestek gatolhatok magaval a haptén
molekuléaval, és az antitestek nagymértékben haptén-specifikusak. Ugyanezen antitestek
a MorHap molekulaval keresztreakciot mutattak. Az immunizalt egereken vizsgaltak a
heroin fajdalomcsillapitd hatasat hot-plate teszten. A MorHap—TT-dal és a DiAmHap—
TT-dal immunizalt egereken a heroin hatdsa csokkenést mutatott, az immunizalas a
heroin-indukalt antinociceptiv hatds gatlasat eredményezte. A heroin esetében a haptén
analogont egy hidrolitikusan stabilis, vagy a nitrogénhez egy hosszu szénlacon keresztiil,
vagy a C6 helyzetben konjugacios reakciora alkalmas csoporttal a TT hordozéhoz kotjik,
majd egy liposzoma jellegli adjuvanssal formulaciot 1étrehozva az immunkonjugatummal
kivéltjuk az immunvalaszt. igy az antitestek magas titerrel keletkeznek, és keresztreakciot
mutatnak a heroin metabolitjaival szemben.

Torres ¢és munkatarsai a 6B-aminomorfinb6l -tritilmerkapto-propionsavval

acilezve kapott haptén analogont BSA-hoz kapcsoltdk szukcinimid-maleimid-polietilén-
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glikol (SM(PEG)) linkert alkalmazva. [55] Az SM(PEG); linker egy N-alkilezett
maleinimid szarmaz¢k, ahol az alkilcsoport két PEG egységbdl all, és tartalmaz egy
lancvégi  w-karboxilcsoportot. Ebbdl a karbonsavbol  N-hidroxi-szukcinimiddel
aktivésztert allitottak eld, majd EDAC jelenlétében a BSA-hoz, illetve a fehérje lizin
oldallancanak e-aminocsoportjadhoz kototték. Ezutan a BSA-konjugatum jelenlétében a
MorHap tritil véddcsoportjat trifluorecetsavval lehasitottak. Ekkor a MorHap szabad
merkaptocsoportja addiciondlt a BSA-konjugatum maleinimid kettéskotésre. Az igy
1étrejott MorHap—BSA konjugdtumban a linker és a MorHap mennyiségét valtoztatva a
hordoz6 fehérjéhez kapcsolt haptén molekuldk szama rogzithetd volt. A kapcsolési
modszerrel olyan konjugatumokat preparaltak, ahol a hordozé fehérje meghatarozott
szamu (pl.3,5,10,15) haptén molekulat tartalmazott. A fehérjéhez kapcsolt haptén
molekuldk szamanak a meghatirozasara tobb mérési modszert dolgoztak ki, ugy mint

tomegspektroszkopia, illetve enzim-immunanalitikai meghatarozasok.

41



DOI:10.14753/SE.2022.2588

2. Célkitiizések

Célunk a bevezetésben ismertetett hapténeken kiviil ujabb szarmazékok eldallitasa
¢s szerkezetvizsgalata lett. A szerkezeti modositdsok lehetdségeit figyelembe véve
haromféle haptén szintézisét kivantuk megvalositani: 1) N-karboxialkil-haptének; i1) N-
aminoalkil-haptének; iii) 3-O-karboxialkil-haptének.

A legegyszerlibb utat a 3-O-szarmazékok eldallitdsa jelenti, itt ugyanis nincs
sziikség eldzetes szerkezetmodositasra. Az O-alkilezéshez klor- illetve bromecetsav-
etilésztert célszerti hasznalni. Ugyanakkor az észterek csak a haptének prekurzorainak
tekinthetdk, igy ezek hidrolizisének megvalositasaval nyerhetjiik a kivant vegyiileteket.

Az N-alkil-szarmazékok szintéziséhez sziikségiink van a megfeleld norvegytiletre.
Ezt N-demetilezési reakcioval céloztuk megvalodsitani, klorszénsav-a-kloretilésztert
alkalmazva, ami a széleskortien alkalmazott klorszénsav-vinilészter reakciojan alapulo
modositott reagens. Mivel a szakirodalomban nem teljeskérli a norszarmazékok
analitikdja, igy ezek NMR asszignacidjat is feladatunknak tekintettiik.

Az Gsszekotdlanc hosszatol fliggden alkalmazhatunk klor/broémecetsav-etilésztert
vagy pedig etil-akrilatot a karboxi-haptének eldallitasara szolgalé N-alkilezési
reakciokhoz. A termékekre tovdbbra is igaz lesz, hogy haptén prekurzoroknak
tekinthetdk, igy a 3-O-hapténekhez hasonléan hidrolizissel nyerhetjiikk a kivant
vegyiileteket.

Az  N-aminoalkil-haptének eldvegyiiletének az  N-cianoalkil-szarmazékok
tekinthetok. Ezek eldallitasara a karboxil-vegyiiletekhez hasonl6 reagenseket terveztiik
hasznalni, gy mint klorecetsavnitril, illetve akrilnitril. Ezekbdl redukcidval juthatunk el
az amino-szarmazékokhoz, amit litium-aluminiumhidriddel vagy natrium-borhidriddel
valosithatunk meg. Ugyanakkor figyelni kell arra, hogy a C6-oxo kiindulési vegyiileteket
(noroximorfon, noroxikodon) el6zdleg védeniink kell, hogy megakadalyozzuk a
redukcidjukat. Ezt etilén-ketdl véddcsoporton keresztiil kivantuk megvaldsitani, amit a
reakciout legvégén savas hidrolizissel lehet eltavolitani.

Végezetiil az eldallitott haptének fehérjékkel vald kapcsolasi reakcidinak vizsgalata
volt a célunk. Ezt modellezend6 a legegyszeribb aminosavhoz, a glicinhez terveztiik
kapcsolni a vegylileteinket a szakirodalomban ismertetett karbodiimides moédszereket

alkalmazva.
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Az igy nyert szarmazékok a haptén és farmakologiai vizsgalatok szempontjabol
mind igéretesnek szdmitanak. Az eldallitott molekulak szerkezetét és tisztasagat NMR,

MS ¢s olvadaspont mérésekkel kivantuk igazolni.
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3. Moédszerek
3.1. Alkalmazott reakciok

A célvegyliletek eldallitasahoz O- és N-alkilezést valasztottunk. Az N-alkilezést
megeldzden sziikséges a morfin szdrmazékok N-demetilezése. Az eldallitott észtereket
lugos hidrolizissel alakitottuk at szabad karboxilcsoportot tartalmazd vegyiiletekké. A
molekuldk kapcsolasat fehérjekémiai reakciokkal probaltuk megvalositani. A reakciok
részletes leirdsara a 5. Megbeszélések fejezet 5.6. Kisérletes rész alfejezetében keriil sor.
3.2. Reagensek és olddészerek

A szintézisekhez felhasznalt Opidtokat (morfin, dihidromorfin, kodein,
dihidrokodein, oximorfon, oxikodon, naloxon, naltrexon) az Alkaloida Vegyészeti Gyar
Zrt.-t6l (Tiszavasvari, Magyarorszag) szereztiik be. A reagensek a Sigma-Aldrich
(Steinheim, Németorszag) és Alfa Aesar (Ward Hill, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok)
cégektdl szarmaztak. Az olddszereket a Molar Chemicals (Budapest, Magyarorszag) és a
Merck (Darmstadt, Németorszag) cégek szallitottak. Az NMR spektroszkopidhoz
felhasznalt deuteralt oldoszereket (>99,5 % izotoptisztasagh DMSO-ds és >99,5 %
izotoptisztasagh kloroform-d;, >99,5 % izotoptisztasdgi D>,0) a Sigma-Aldrich és a
Merck cégektol rendeltiik.
3.3. Miiszeres modszerek és vékonyréteg-kromatografia

A vegyiiletek 'H-NMR és 3C-NMR spektrumait Varian 600 MHz VNMRS (Varian
Inc., NMR Systems, Palo Alto, CA, USA, Varian az6ta az Agilent Technologies részét
képezi) spektrométeren rogzitettiik. A kémiai eltolédasok (8) értékei a DMSO-ds ('H 2,50
ppm; °C 39,5 ppm) és kloroform-d; (*H 7,26 ppm; *C 77,2 ppm) olddszer jeléhez
viszonyitva keriiltek megallapitasra. Az anyagok 'H-NMR és '3C-NMR jeleinek
egyértelmil hozzarendelését egy- €s kétdimenzios, homo- és heteronuklearis spektrumaik
(gHSQCAD, gHMBCAD, gCOSY) elemzésével végeztiikk. A spektrumok kiértékelését
Varian Vnmr]J (Version 4.2 revision A) és MestReNova (Version 9.0.1-13254, Mestrelab,
Santiago de Compostela, Spanyolorszag) szoftverek segitségével tortént. A jelek
multiplicitasanak jeldlésére szolgalo roviditések: s — szingulett; d — dublett; dd — dublett
dublett; ddd — dublett dublett dublett; t — triplett; dt — dublett triplett; q — kvartett; m —
multiplett. Az olvadaspontmérést Stuart SMP-3 (Global Science NZ Ltd., Auckland, Uj-
Z¢land) késziilékkel végeztiik.
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A nagyfelbontasu tomegspektrumokat az alabbi Osszeallitasban mértiik: Dionex
Ultimate 3000 UHPLC, Orbitrap Q Exactive Focus Mass Sepctrometer elektrospray
ionizacioval (ESI) (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). A
tomegspektrumokat Agilent MassHunter B.02.00 szoftverrel értékeltiik. A reakciok
kovetésére vékonyréteg-kromatografiat (VRK) hasznaltunk szilika gél F254 aluminium
lemezen (Darmstadt, Németorszag), leggyakrabban kloroform:metanol 9:1, illetve
kloroform:aceton:dietilamin 5:4:1 mozgo6fazist alkalmazva. Az oszlopkromatografis
tisztitast Kieselgel 60-on (részecskeméret 0,040-0,063 mm, VWR Chemicals, Radnor,
PA, USA) végeztiik.
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4. Eredmények
4.1. 3-O-karboximetil-haptének szintézise

A célul kitizott vegytiletek koziil a C3 hidroxilcsoportot tartalmazé molekulak
szerkezetmoddositasa tekinthetd egyszeriibb feladatnak, tekintettel arra, hogy nem
sziikséges eldzetes reakciot végezniink (1. N-alkil-szarmazékok). A reakcidkhoz négy
vegyiiletb6l indultunk ki: morfin (1) hidroklorid s6ja, oximorfon (53), naloxon (11),
naltrexon (12). Négy észter- és négy savszarmazékot allitottunk eld, amelyek koziil csak

a 3-O-karboximetilmorfin (14) volt ismert.

N/

OH

w
HO © 6}

(53)

4.1.1. 3-O-karboximetil-haptén észterek szintézise
Fém natriumot abszolut etanolban oldottunk, majd pedig morfin sdsavas s6t adtunk

hozza, hogy a morfin natrium sdjahoz jussunk. Az oldatot bromecetsav-etilészterrel 6 orat

refluxaltattuk. Az atalakulast VRK-val kovettiik. A reakciot feldolgozva 3-O-

karboximetilmorfin-etilészterhez (54) jutottunk. (9. dbra)

0]

/\O/U\/Br

1,2 eq.

2 eq. Na, EtOH,
reflux, 6h

(54)

9. abra 3-O-karboximetilmorfin-etilészter eldllitasa
Az oximorfont acetonban oldva, klorecetsav-etilészterrel reagaltatva kalium-
karbonat savmegkotd ¢és kalium-jodid jelenlétében 3-O-karboximetiloximorfon-

etilészterhez (55) jutunk. (10. abra)
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NT 0
OH Jl\/
/\O
1,2 eq.
\ K,COg, KI,
W
HO (o) 0 aceton

(55)

10. abra 3-O-karboximetiloximorfon-etilészter eldallitasa
A naloxon szarmazék eldallitasa megegyezeik az oximorfonéval. A termék nem

mas, mint 3-O-karboximetilnaloxon-etilészter (56). (11. dbra)

1 2 eq
cho3 K, 3
W Q
o) aceton 0"

O
OJ
(56)
11. abra 3-O-karboximetilnaloxon-etilészter eldallitasa

A naltrexonnal is hasonloképpen jartunk el. A termék 3-O-karboximetilnaltrexon-

etilészter (57) lett. (12. dbra)

Br

12eq

K2003 aceton
o™

(57)

12. abra 3-O-karboximetilnaltrexon-etilészter eldallitasa
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4.1.2. 3-O-karboximetil-haptén észterek hidrolizise

Ezt kovetéen mindegyik észtert hidrolizaltuk, ugyanazt a protokollt kdvetve.
Minimalis mennyiségli etanolt hasznalva koszolvensként, natrium-hidroxid vizes
oldataval végeztiik a reakciot. Az atalakulast kovetden higitott sésavval 2-3-ra allitottuk
a pH-t, igy a feldolgozast kdvetden mindegyik esetben a karboxilcsoportot tartalmazo

szarmazék sosav sojahoz (14) (58) (59) (60) jutottunk. (13. abra)

1) 0,1M NaOH, EtOH,

H,0, 30-60 min
2) hig. HCI
O R4
~
OH

R4 R2 Rs A7,8
(14) -OH -H -CH3 =
(58) =0 -OH -CH3 -
(59) =0 -OH allil -
(60) =0 -OH  ciklopropilmetil -

13. abra A 3-O-karboximetil-haptén észterek hidrolizise
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4.2. N-karboxialkil-haptének szintézise
4.2.1. N-demetilezési reakciok

Az N-alkil haptén szarmazékokhoz sziikségiink volt a megfeleld norvegyiiletekre.
Mivel ezek nem alltak rendelkezésiinkre, igy nekiink kellett eldallitanunk a tovabbi
reakciokhoz sziikséges kiindulasi vegyiileteket: normorfin (18), dihidronormorfin (61),

norkodein (20), dihidronorkodein (62), noroximorfon (32), noroxikodon (63). [56-62]

o g
N (e2) \

A kodein ¢és dihidrokodein N-demetilezését dikloretanban végeztiik klorszénsav-o-

(20)
NH
OH
w
© (@]
(63)

kloretilészterrel. A koztitermék karbamatot metanolban melegitettiik, hogy a norkodein,

illetve dihidronorkodein sdsavas sgjat kapjuk. (14. abra)

O Cl

metanol

melegités

14. abra Kodein ¢és dihidrokodein N-demetilezése
A (dihidro)morfin esetében a 3,6-diacetil szarmazékbol (64) (65) kell kiindulni. A
klorszénsav-a-kloretilészterrel végzett reakciot kovetden a 3,6-
diacetil(dihidro)normorfin s6savas séjat kapjuk. Savas hidrolizis és feldolgozas utan

nyerjlik a (dihidro)normorfint (18) (61). (15. abra)
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CI)OI\O)Cl\

1) metanol,
melegités
. —_—
— dikléretan 2) savas
o' E hidrolizis

0

0
e
(64) (65)

15. abra Normorfin és dihidronormorfin eléallitasa
A 3,14-di-O-acetiloximorfon (66) és a 14-O-acetiloxikodon (67) N-demetilezését
kovetden a 3,14-di-O-acetilnoroximorfon és a 14-O-acetilnoroxikodon s6savas s6jahoz
jutunk, amiket sdsavval hidrolizalva nyerjiik a noroximorfont (68) és noroxikodont (69).
A 14-O-acetil védésre azért van sziikség, hogy megakadalyozzuk a hidroxilcsoporton
lejatszodo egyeb mellékreakciokat. Az acetilcsoport eltavolitdsat 10 %-os sosavval a
norvegyiiletek sosavas sojaval kell végeznlink, mivel a 14-O-acetil-norvegyiiletek

bazisainak felszabaditdsakor N — O vandorlés torténne. (16. dbra)

N NJ]\O)\ NH

(0] Cl
OAc )j\ )\ 1) metanol, a
Cl O melegités
—_— —_—
R dikloretan 2) savas -
d o \ hidrolizis o 0 o)
\ \
R R
R = COCHj (66) R = COCHj R=H (68
R=CH;  (67) R =CH,3 R =CHj3 (69)

16. abra Noroximorfon ¢és noroxikodon eléallitasa
4.2.2. N-karboxialkil-haptén észterek eléallitasa

Az eldallitott nor-vegyliletekbdl N-alkilezéssel lehet haptént eldallitani. Ehhez az
0sszekotd szénldnc hosszatol fliggden kell megvalasztani a reagenst.

Metilénhid esetében bromecetsav-etilésztert hasznaltunk. A kiinduldsi norvegyiilet
oldhatosagat figyelembe véve dimetilformamid (morfin sorozat) vagy acetonitril (kodein
sorozat) oldoszert alkalmaztunk. A savmegkotd natrium-hidrogénkarbonat volt, és az
elegyet 16 orat refluxaltattuk. Az atalakuldst ezeknél a reakcioknadl is VRK-val kovettiik.
Ezzel a mddszerrel az N-karboximetilnorvegyiiletek etilésztereit kaptuk (21) (70) (22)
(71) (72) (73). (17. ébra)

50



DOI:10.14753/SE.2022.2588

NaHCO3

CH3;CN/DMF
W
reflux, 16h RO (@] R,

1) -H -OH H =
(T0) -H -OH -H

(22) -CH; -OH -H =
(1) -CH; -OH -H

(2 -H =0 -OH

(73) -CH; =0 -OH

17. abra N-karboximetil-haptén észterek eldallitasa
Az etilénhidas szarmazékok szintéziséhez etil-akrilatot hasznaltunk. A
norvegyiileteket etanolban oldottuk, €s trietil-amin jelenlétében 3 6rat refluxaltattuk a
reagenssel. Az 4talakulds minden esetben teljes volt, és az N-karboxietilnorvegyiiletek

etilésztereit (74) (75) (76) (77) (78) (79) kivalé hozammal allitottuk eld. (18. abra)

etanol
reflux, 3h

(74 -H OH -H =
(15 H -OH -H -
(76) -CHy -OH H =
(77) -CH; -OH -H -
(78 -H =0 -OH -

(719) -CH; =0 -OH -

18. abra N-karboxietil-haptén észterek eldallitasa
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4.2.3. N-karboxialkil-haptén észterek hidrolizise
Miutan eldallitottuk a fent emlitett észtereket, mindegyiket hidrolizaltuk is a 3-O-
alkil-haptén észterek hidrolizisénél emlitett protokoll szerint. Minden esetben az N-alkil-

haptének sosavas soi voltak a végtermékek (19) (80) (23) (81) (82) (83) (84) (85) (86)

(87) (88) (89). (19. 4bra)

1M NaOH

—_—
H,0, EtOH,

60°C, 1h

(19)

(80)

(23)

(81)

(82)

(83)

(84)

(85)

(86)

(87)

(88)

(89)

19. abra N-karboxialkil-haptén észterek hidrolizise

4.3. N-acetilglicin-haptének szintézise

-CH,

-CH,

-H

-CH;

-H

-H

-CH,

-CH,

-H

-CHj3

4.3.1. N-karboxialkil-haptének kapcsolasi kisérlete

Szerettiilk volna tanulméanyozni a szabad karboxilcsoporttal rendelkezé N-alkil-
haptének fehérjékkel vald kapcsolasi reakcioit. Ennek modellezésére eldszor glicin-

etilésztert hasznaltunk. A konjugacidhoz a peptid kémidban 4altalanosan hasznalt
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reagenseket alkalmaztuk, ugy mint DCCI, EDAC és HOBt. Sajnos a kivitelezett reakciok
— ha miikodtek egyaltalan — nagyon alcsony hozammal mentek végbe, a reakcidkat
nagyon nehéz volt feldolgozni, és sokszor nem is a kivant terméket eredményezték. (20.

abra) Emiatt a glicin-szarmazékok eldallitasara mas reakcioutat kerestiink.

0O

H
n=12 OH n=12 N\)J\
NH\H/ 0 N»(/\)\n/ O/\
R O p, \)j\ Rs
‘ - ‘

/\
Q
0 w D , RT 0 w \

o}

N
DCCI, HOBt
R,0 R, R,0 R,

Ry=H, CH,
R, = OH, =0
Rg=H, OH
20. abra Sikertelen aminosav kapcsolasi kisérlet
4.3.2. N-acetilglicin-haptén észterek eléallitasa norvegyiiletekbol
A metilénhidat tartalmaz6 vegyiiletek esetében a retroszintetikus analizis felfedte,
hogy a kivant termékek eldallitasara N-kloracetilglicin-etilészter reagensre van sziikség.
A norvegylileteket acetonitrilben oldottuk, és natrium-hidrogénkarbonat illetve kalium-
jodid jelenlétében melegitettiik N-kloracetilglicin-etilészterrel. Az atalakulast kovetden

feldolgoztuk az elegyet, és igy a kivant N-acetilglicin-norvegyiiletek etilészteréhez

jutottunk (90) (91) (92) (93) (94) (95). (21. abra)

0]
Cl\)j\N/\n/O\/
H 0o
NaHCO; KI

——

CH3CN, 60°C, 8h
R0

Ry R, R; A7,8

(90) -H -OH -H =
(91) -H -OH -H

(92) -CH; -OH -H =
(93) -CH; -OH -H
(4) -H =0 -OH

(95) -CH; =0 -OH

21. abra N-acetilglicin-haptén észterek eldallitasa
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4.3.3. N-acetilglicin-haptén észterek hidrolizise
Az észtereket a mar korabban bemutatott modon hidrolizaltuk (96) (97) (98) (99)
(100) (101). (22. abra)

1M NaOH
—_—

H,0, EtOH, 60°C, 1h

9) -H ©OH H =

97) -H -OH -H -
98) -CH; -OH -H =
(99) -CH; -OH -H -
(1000 -H =0 -OH -

(101) -CH; =0 -OH -

22. abra N-acetilglicin-haptén észterek hidrolizise

4.4. N-aminoalkil-haptének szintézise

A lancvégi aminocsoport beépitését cianocsoporton keresztiil lehet megvaldsitani.
Az N-alkilezést kovetden a cianoszarmazékok redukcidjaval nyerhetjiik a kivant
aminokat. Ugyanakkor szem el6tt kell tartani, hogy a noroximorfon és noroxikodon C6-
0s oxocsoportja szintén reagalhat, és nem kivant alkoholl4 redukalodhat. Igy ebben a két
esetben a kiinduldsi molekulakat védeniink kellett.
4.4.1. Etilénketal-védécsoport kialakitasa C6-oxo-szarmazékoknal

A noroximorfon ¢és noroxikodon esetében a C6 helyzetben etilénketél-
véddcsoportot vezettiink be, hogy a koztitermék ciano-vegyiiletek késébbi redukcids
1épésében megvédjik a vegylileteinket. A reakcid végeztével, savas hidrolizissel a

véddcsoport konnyen eltavolithato.
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Mindkét vegylilet esetében benzolos oldatot készitettiink, és p-toluolszulfonsav
jelenlétében etilénglikollal reagaltattuk. (23. abra) A termékek — noroximorfon-

etilénketal (102) és noroxikodon-etilénketal (103) — kristalyos anyagok lettek.

NH NH
o etilénglikol OH
p-toluolszulfonsav
T
W benzol, reflux, 24h R o)
O\ O\‘
RO 0 RO o\)

(102) (103)

R=H, CH,

23. abra Noroximorfon és noroxikodon ketdlozasa
4.4.2. N-cianoalkil-haptén prekurzorok szintézise
Akarcsak a karboxialkil szarmazékok esetében, igy itt is kiilonb6z6é hosszasagu
Osszekotdlancokat ¢épitettiink be a molekulakba. A metilénhidas sorozathoz a
norvegyiileteket dimetilformamidban oldottuk, és natrium-hidrogénkarbonat jelenlétében
klérecetsavnitrillel végeztik a reakciot. Ezzel az N-cianometil-norvegyiiletekhez

jutottunk (104) (105) (106) (107) (108). (24. &bra)

(104) -H -OH -H =
(105) -CH3; -OH  -H =
(106) -CH3; -OH  -H -
(107) -H  ketdl -OH -

(108) -CH; ketdl -OH -

24. abra N-cianometil-haptén prekurzorok eléallitasa
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Az etilénhidas szarmazékokat akrilnitril reagens alkalmazasaval sikeriilt eldallitani.
Etanolban oldva végeztilk a reakcidt trietil-amin jelenlétében. Termékként az N-(jB-

cianoetil)-norvegyiileteket kaptuk (109) (110) (111) (112) (113). (25. ébra)
N
~Z
N

Et;N
—_—

etanol, reflux, 3h

(109) -H -OH -H =
(110) -CH3; -OH  -H =
(111) -CH3; -OH  -H -
(112) -H  ketadl -OH -

(113) -CH; ketdl -OH -

25. abra N-(B-cianoetil)-haptén prekurzorok eldallitasa
4.4.3. N-cianoalkil-haptén prekurzorok redukcioja

Ahhoz, hogy a kivant aminokhoz jussunk (N-(B-aminoetil)- és N-(y-aminopropil)-
norszarmazékok) a megfeleld N-cianoalkil-norvegyiiletet redukalnunk kell. Kisérletet
tettink litium-aluminiumhidrides redukcidra, amit dietil-éterben, tetrahidrofuranban
vagy dioxanban lehet elvégezni. Mivel molekuldink tilnyomo része nem oldodott be,
ezekben az olddszerekben a reakci6 sikertelen volt.

Vegyiileteink viszont jol oldédnak metanolban, igy kézen fekvd volt a natrium-
borhidrides redukcio vizsgalata. Mivel onmagaban ez a reagens nem képes redukalni a
ciano-vegyiileteket, kobalt(Il)-kloriddal kellett aktivalnunk. A reakcioelegy feldolgozasat
nehezitette, hogy az oldatba kertilt kobalt(II)-ionok olyan stabil komplexet képeztek a
keletkezd diaminokkal, amit még EDTA-val val6 extrakcioval se sikeriilt megbontanunk.
fgy a ciano-vegyiiletek redukcidjara, illetve a megfelelé amino-szarmazékok el6allitasara

a késobbiekben mas modszert kell talalnunk.

56



DOI:10.14753/SE.2022.2588

5. Megbeszélés
5.1. Norvegyiiletek eloallitasa és jellemzése

Kutatocsoportunk elézetesen klorszénsav-vinilésztert alkalmazott a norvegyiiletek
eldallitasara. [63-65] Ez a modszer kivaloan alkalmazhato volt: gyorsan, jo6 hozammal
lehetett a kivant kiinduldsi vegyiiletnek szant termékekhez jutni. Ugyanakkor a
koztitermék karbamat tovabbalakitdsdhoz sziikség volt s6sav gdz bevezetésére. Ekkor a
vinilcsoporton a Markovnyikov-szabaly szerint addicid jatszodott le. A keletkezett
termék nem mas volt, mint amit a klorszénsav-a-kloretilészterrel lehet nyerni. [66-68]
fgy a reakcio egyszeriibbé tételére az utobbi médszert alkalmaztuk az 6sszes norvegyiilet
eldallitasara.

Noha a norvegyiiletek mar ismertek voltak, ezek részletes spektralis jellemzései
nem, vagy csak igen hidnyosan érhetdk el. Emiatt a szerkezetiiket részletezé 1D és 2D
NMR méréseket végeztem, amik alapjan egyértelmiien hozza tudtam rendelni a
szerkezethez az Osszes hidrogén- és szénatomot. (L. 5.6.2.1. fejezet)

5.2. 3-O-karboximetil-haptének

Osszesen nyolc C3-szubsztitualt morfin-szarmazékot allitottunk eld, amik koziil
csak a 3-O-karboximetilmorfin-etilészter (54) €s a 3-O-karboximetilmorfin (14) voltak
ismertek. Ezek és az altalunk eldszor eldallitott molekuldk szerkezetét NMR és HR-MS
mérésekkel igazoltuk.

Az anyavegyiiletekhez képest a C3-szubsztituens jellegzetes jeleit érdemes
kiemelni, amiket a 2. tablazatban foglaltam 6ssze.

2. Tablazat 3-O-karboximetil-haptének C3-szubsztituensének 'H és '3C NMR

asszignacioi
DMSO-ds DO
CH»-hid C=0 CH»-hid C=0
('H-C) ppm | ("*C) ppm ('H-PC) ppm | (°C) ppm
(54) 4,71-66,2 169,5 (14) 4,62-66,1 173,7
(55) 4,82-65,9 169,2 (58) 4,66-66,6 174,2
(56) 4,81-65,8 168,6 (39) 4,69-66,7 174,0
(57) 4,77-65,7 168,7 (60) 4,64-66,8 174,5
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5.3. N-karboxialkil-haptének

Az eldallitott 24 vegytilet koziil (6 db N-karboximetilészter, 6 db N-karboximetil, 6
db N-karboxietilészter, 6db N-karboxietil) el6zbleg csak 4 volt ismert a szakirodalomban
(19) (21) (22) (23). A 3-O-karboxialkil-szarmazékokhoz hasonldéan 1D és 2D NMR
mérések segitségével azonositottam a szerkezetiiket. Az oldalldncok jellegzetes kémiai
eltolodasait a 3. és 4. tablazatban foglaltam 6ssze.

3. Tablazat N-karboximetil-haptének N-szubsztituensének 'H és '°C NMR asszignicioi

DMSO-ds D20
CH»-hid C=0 CH-hid C=0
(‘'H-"C)ppm | (C) ppm ('H-"C)ppm | (°C) ppm
(21) 3,40/3,26-56,5 170,9 (19) 4,00-54,9 169,2
(70) | 3.31/3.15-56.8 171.0 80) 3.94-55.0 1683
22) 3.23-55.9 170.6 23) 4.08-54.8 168.8
(71) 3,32/3,16-56,8 170,9 (81) 3,89-55,1 168,5
(72) 3,43/3,31-55,6 171,3 (82) 3,93/3,69-54,7 168,8
(73) 3,44/3,32-55,7 171,3 (83) 3,86/3,63-55,2 169,2
4. Tablazat N-karboxietil-haptének N-szubsztituensének 'H és '3C NMR asszignacioi
DMSO-ds D20
C:H4-hid C=0 C>H4-hid C=0
('H-"C) ppm ("*C) ppm ('H-"C) ppm ("°C) ppm
2.7812.64/2 44-
(74) 1723 | (84) | 3.44/2,71-50,729.6 | 1753
50,8/33,7
2,79/2,64/2,45-
(75) 1722 | (85) | 3,41/2,78-50,0/29,0 | 1742
49,9/32,6
2,78/2,63/2,44-
(76) 171,7 (86) | 3,51/2,75-50,6/29,4 175,1
49,9/32,9
2,74/2,58/2,41-
77) 1724 | (87)| 3.43/2,79-49,9/28,9 | 1738
50,6/33,6
2,75/2,67/2,50-
(78) 1720 | (88) | 3.41/2,77-49.7/282 | 175.0
49,7/32,9
2,76/2,68/2,51-
(79) 172,1 | (89) | 3,42/2,82-49.7/282 | 1749
49,2/32.4
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5.4. N-acetilglicin-haptének

Az acetilglicin szarmazékok létrehozasaval a haptének fehérjékkel valo
konjugacios reakcioit szerettiik volna tanulmanyozni. Noha a fehérjekémiaban hasznalt
kapcsoloszerekkel nem volt kivitelezhetd a reakcid, keriiluttal sikeriilt eldallitani a
kivant vegyiileteket. Szerkezetiik azonositasdval tdAmpontot nyertiink arra vonatkozolag,
hogy a konjugéciés reakcidé optimalizalasaval milyen 0j kémiai eltolodasokra lehet
szamitani az oldallancban. Rdadasul a hidrolizalt szarmazékok tovabbra is tartalmaznak
szabad karboxilcsoportot, ami miatt ezek a vegyiiletek is hapténeknek tekintheték. igy
tovabbi aminosavakkal, fehérjékkel valo kapcsoldsra idealis jeloltnek szamitanak. A
jellegzetes kémiai eltolodasokat az 5. és 6. tablazatban foglaltam dssze.

5. Tablazat N-acetilglicin-haptén észterek N-szubsztituensének 'H és '3C NMR

asszignacidja
DMSO-ds
CH»-hid C=0O-NH glicin CH> glicin C=0
('H-"C)ppm | (*C)ppm | ('H-"C)ppm | ("*C)ppm
(90) 3,20/2,98-58,9 171,0 3,85-40,9 170,3
91) 3,19/2,93-59,2 171,0 3,88/3,85-41,0 170,6
(92) 3,20/2,98-58,9 170,9 3,86-40,9 170,5
93) 3,20/2,93-59,1 171,0 3,88/3,84-40,9 170,4
(94) 3,23/2,96-59,5 170,5 3,95/3,80-40,9 170,4
95) 3,24/2,97-59,4 170,4 3,94/3,79-40,7 170,3

6. Tablazat N-acetilglicin-haptének N-szubsztituensének 'H és 1°C NMR asszignicidja

D>O

CH>-hid C=0O-NH glicin CH» glicin C=0

('H-PCyppm | (*C)yppm | ('H-PC)ppm | (P °C)ppm
(96) 3,51-57,6 165,3 3,94-41,2 173,1
97) 2,89-57,0 165,3 3,96-41,4 172,9
(98) 4,19-54,5 165,4 3,94-41,3 173,2
(99) 2,78-54.4 165,6 3,94-41,4 172,8
(100) 4,19/3,95-53,6 165,2 3,94-41,6 172,4
(101) 4,18/3,95-53,8 165,2 3,79-42.8 175,1

59



DOI:10.14753/SE.

5.5. N-cianoalkil-haptén prekurzorok

Az eléallitott 10 vegyiilet koziil (5 db cianometil-szarmazék, 5 db cianoetil-
szarmazg€k) el6zoleg csak 3 volt ismert a szakirodalomban (N-cianometilnormorfin, N-
cianometilnoroxikodon,

szerkezetét 1D és 2D NMR mérések segitségével azonositottam. Az oldalldncok kémiai

2022.2588

N-(B-cianoetil)-noroximorfon). Az

eltolodasait a 7. és 8. tdblazatban foglaltam 6ssze.

7. Tablazat N-cianometil-haptén prekurzorok N-szubsztituensének 'H és '*C NMR

eldallitott vegyiiletek

asszignacidja
DMSO-ds
CH»-hid CN
('H-"C) ppm ("°C) ppm
(104) 3,61/3,52-43,7 (CDCl3-d)) 116,9 (CDClz-d))
(105) 3,81/3,73-42,5 118,1
(106) 3,76/3,67-42,5 117,9
(107) 3,83/3,71-42,4 117,9
(108) 3,83/3,74-42,5 117,9

8. Tablazat N-cianoetil-haptén prekurzorok N-szubsztituensének 'H és 'C NMR

asszignacidja
D20
N-CH» CH,-CN CN
('"H-*C) ppm ('"H-"°C) ppm ("*C) ppm
(109) 2,77/2,64-50,0 2,66-16,5 120,1
(110) 2,77/2,64-49,8 2,66-16,3 120,1
(111) 2,74/2,58-49,7 2,62-16,2 120,1
(112) 2,72/2,63-48,8 2,71-16,0 119,8
(113) 2,74/2,64-48,7 2,73-16,0 119,7
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5.6. Kisérletes rész
5.6.1. 3-O-karboximetil-haptének szintézise
5.6.1.1. 3-O-karboximetilhaptén észterek szintézise
3-O-karboximetilmorfin-etilészter (54) (etil-2-((7-hidroxi-3-metil-2,3,4,4a,7,7a-
hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[ 3,2-e]-izokinolin-9-il)-oxi)-acetat): Fém
natriumot (0,16 g, 6,96 mmol) oldunk etanolban (30 ml), majd morfin sdsavas sot (1,00
g, 3,11 mmol) és brém-ecetsav-etilésztert (0,41 ml, 3,73 mmol) adunk hozza. 6 orat
kevertetjiik €s refluxaltatjuk. Az atalakulast VRK-val kovetjiik. A szervetlen sokat
kiszlirjiik, és szarazra paroljuk az oldatot. A nyers terméket oszlopkromatografidsan
tisztitjuk kloroform:metanol 9:1 eluenssel. Hozam: 62 %, o.p.: 58°C, C21H25NOs, Mt =
371,43, HR-MS [M+ H']: szamitott 372,1805, mért 372,1799

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 6,56 (d, J= 8,2 Hz, H-2), 6,45 (d, J = 8,2 Hz, H-
1), 5,53 (ddt,J=9.9, 3,2, 1,5 Hz, H-7), 5,25 (dt, /= 9,8, 2,8 Hz, H-8), 4,71 (m, H-5, CH»-
hid), 4,13 (q, J = 7,1 Hz, észter CH>), 4,11 (m, H-6), 3,27 (dd, J = 6,2, 3,2 Hz, H-9), 2,91
(d,J=18,6 Hz, H-10), 2,55 (m, H-14), 2,46 (dd, /= 12,1, 4,8 Hz, H-16), 2,30 (s, N-CH3),
2,27-2,17 (m, H-10, H-16), 1,99 (td, J= 12,5, 5,0 Hz, H-15), 1,61 (dt, /= 11,8, 2,5 Hz,
H-15), 1,19 (t, J= 7,1 Hz, észter CH3)

B3C NMR (151 MHz, DMSO-de) § 169,5 (észter C=0), 147,1 (C4), 139,5 (C3),
133,2(C7),131,7(C12),128,4 (C11), 128,3 (C8), 118,5 (C1), 115,5(C2), 92,0 (C5), 66,1
(C6, CH: hid), 60,4 (észter CH»), 57,7 (C9), 45,7 (C16), 42,8 (C13), 42,5 (N-CHa), 40,2
(C14), 35,1 (C15), 20,0 (C10), 14,0 (észter CH3)

3-O-karboximetiloximorfon-etilészter (55) (etil-2-((4a-hidroxi-3-metil-7-oxo-
2,3,4,4a,5,6,7,7a-oktahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-9-il)-oxi)-
acetat): Oximorfon bazist (0,50 g, 1,66 mmol) oldunk acetonban (30 ml) kalium-karbonat
(0,37 g, 2,68 mmol) és kalium-jodid (0,40 g, 2,41 mmol) jelenlétében. Az elegyhez klor-
ecetsav-etilésztert (0,25 ml, 2,34 mmol) adunk. 12 6rat kevertetjiik és refluxaltatjuk, majd
pedig szarazra paroljuk. A maradékot sos vizben szuszpendaljuk, kétszer extrahaljuk
kloroformmal (25 ml), a szerves fazisokat egyesitjiikk és natrium-szulfaton szaritjuk. A
szaritoszert kiszirjiik, és az oldatot szdrazra paroljuk. Hozam: 70 %, o.p.: 92°C,

C21H25NOg, Mt = 387,43, HR-MS [M+ H']: szamitott 388,1755, mért 388,1749
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'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 6,71 (d, J = 8,3 Hz, H-2), 6,65 (d, J= 8,2 Hz, H-
1), 4,87 (s, H-5), 4,82 (d, J = 8,6 Hz, CH, hid), 4,16 (q, J= 7,1 Hz, észter CH>), 3,10 (d,
J=18,7 Hz, H-10), 2,96 — 2,85 (m, H-9, H-15), 2,55 — 2,52 (m, H-10), 2,45 (dd, J=11,7,
5,0 Hz, H-16), 2,39 (td, J = 12,5, 5,2 Hz, H-8), 2,34 (s, N-CH3), 2,08 (dt, J = 14,0, 3,2
Hz, H-15), 1,97 (td, J = 11,9, 3,9 Hz, H-16), 1,76 (ddd, J = 13,5, 5,1, 3,0 Hz, H-7), 1,47
— 1,39 (m, H-7), 1,32 — 1,26 (m, H-8), 1,20 (t, J = 7,1 Hz, észter CH3)

3C NMR (151 MHz, DMSO-de) & 208,7 (C6), 169,2 (észter C=0), 144,1 (C4),
140,1 (C3), 130,1 (C12), 126,6 (C11), 119,3 (C1), 116,8 (C2), 89,9 (C5), 69,8 (C14), 65,9
(CH: hid), 63,5 (C9), 60,4 (észter CH>), 49,7 (C13), 44,7 (C16), 42,1 (N-CH3), 35,3
(C15), 31,1 (C7), 29,4 (C8), 21,3 (C10), 13,7 (észter CH3)

3-0O-karboximetilnaloxon-etilészter (56) (etil-2-((3-allil-4a-hidroxi-7-oxo0-
2,3,4,4a,5,6,7,7a-oktahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-9-il)-oxi)-
acetat): Naloxon bazist (0,80 g, 2,44 mmol) acetonban (25 ml) oldunk. Kéalium-karbonat
(0,42 g, 3,04 mmol) és kalium-jodid (0,50 g, 3,01 mmol) jelenlétében klor-ecetsav-
etilésztert (0,32 ml, 3,00 mmol) adunk hozza. 12 orat kevertetjiik és refluxaltatjuk, a
szervetlen sokat szlrjik, és az oldatot szdrazra paroljuk. A nyers terméket
oszlopkromatografidsan tisztitjuk kloroform:metanol 9:1 eluenst alkalmazva. Hozam:
67 %, o.p.: olaj, C23sH27NOg, Mt = 413,46, HR-MS [M+ H]: szamitott 414,1911, mért
414,1905

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 6,71 (d, J= 8,2 Hz, H-2), 6,65 (d, J = 8,3 Hz, H-
1), 5,86 (ddt, J=16,7, 10,1, 6,3 Hz, allil CH), 5,24 (dq, /= 17,3, 1,7 Hz, allil =CH>), 5,15
(dt, J=10,1, 1,5 Hz, allil CH»), 4,87 (s, H-5), 4,86 — 4,76 (m, CH? hid), 4,16 (q, J = 17,1
Hz, észter, CH>), 3,19 — 3,09 (m, allil CH; hid), 3,06 (d, J = 18,6 Hz, H-10), 2,98 — 2,87
(m, H-9, H-15), 2,56 — 2,52 (m, H-10, H-16), 2,36 (td, J = 12,5, 5,1 Hz, H-8), 2,08 (dt, J
=13,9, 3,2 Hz, H-15), 1,95 (td, J= 12,2, 3,8 Hz, H-16), 1,75 (ddd, /= 13,4, 5,0, 3,0 Hz,
H-7), 1,47 — 1,37 (m, H-7), 1,34 — 1,26 (m, H-8), 1,20 (t, J = 7,1 Hz, észter CH3)

3C NMR (151 MHz, DMSO-de) & 208,0 (C6), 168,6 (észter C=0), 144,1 (C4),
140,0 (C3), 135,5 (allil CH), 130,0 (C12), 126,6 (C11), 119,0 (C1), 117,0 (allil =CH>),
116,7 (C2), 89,8 (C5), 69,8 (C14), 65,8 (CH2 hid), 61,1 (C9), 60,1 (észter CHz), 56,5 (allil
CH: hid), 50,1 (C13), 42,6 (C16), 35,3 (C15), 31,0 (C7), 29,4 (C8), 22,0 (C10), 13,7
(észter CH3)
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3-O-karboximetilnaltrexon-etilészter (57) (etil-2-((3-(ciklopropilmetil)-4a-hidroxi-
7-0x0-2,3,4,4a,5,6,7,7a-oktahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-| 3,2-e]-izokinolin-9-il)-
oxi)-acetat): Naltrexon bazist (0,34 g, 1,00 mmol) acetonban (20 ml) oldunk és brom-
ecetsav-etilészterrel (0,13 ml, 1,20 mmol) reagaltatjuk kalium-karbonat (0,69 g, 5,00
mmol) jelenlétében. Az elegyet 12 orat kevertetjiik és refluxéltatjuk. A szervetlen sdkat
szlirjiik, és az oldatot szarazra paroljuk. A nyers terméket oszlopkromatografidsan
tisztitjuk kloroform:metanol 9:1 eluenst alkalmazva Hozam: 83 %, o.p.: 107°C,
C24H290NOg, Mt = 427,20, HR-MS [M+ H']: szamitott 428,2068, mért 428,2061

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 6,70 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,63 (d, J= 8,2 Hz, H-
1), 4,88 (s, H-5), 4,86 — 4,74 (m, CH? hid), 4,16 (q, J = 7,1 Hz, észter CH>), 3,14 (d, J =
5,7 Hz, H-9), 3,01 (d, J = 18,6 Hz, H-10), 2,92 (td, J = 14,3, 5,0 Hz, H-15), 2,65 (dd, J =
12,1, 5,0 Hz, H-16), 2,53 (d, J = 24,9 Hz, H-10), 2,37 (m, H-8, N-CH> hid), 2,09 (dt, J =
14,0, 3,2 Hz, H-15), 1,95 (td, J= 12,2, 3,7 Hz, H-16), 1,78 (ddd, /= 13,5, 5,0, 3,0 Hz, H-
7), 1,44 (td, J = 14,1, 2,7 Hz, H-7), 1,31 (dd, J = 12,6, 3,5 Hz, H-8), 1,20 (t, /= 7,1 Hz,
¢észter CH3), 0,93 — 0,81 (m, ciklopropil CH), 0,48 (qt, J = 8,8, 4,4 Hz, ciklopropil CH»),
0,13 (td, /= 6,0, 5,6, 3,0 Hz, ciklopropil CH>)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 208,2 (C6), 168,7 (észter C=0), 144,0 (C4),
140,1 (C3), 130,1 (C12),126,2 (C11),119,1 (C1), 117,0 (C2), 90,0 (C5), 69,3 (C14), 65,7
(CHz2 hid), 60,8 (C9), 60,3 (észter CH»), 58,2 (N-CH: hid), 50,2 (C13), 42,9 (C16), 35,4
(C15), 31,1 (C7), 29,8 (C8), 22,0 (C10), 13,8 (észter CH3), 9,1 (ciklopropil CH), 3,0
(ciklopropil CH2)

5.6.1.2. 3-O-karboximetilhaptén észterek hidrolizise

Mindegyik észter hidrolizisét az alabbi mddszerrel valdsitottuk meg. Az észtereket
minimalis mennyiségli alkoholban oldjuk, és az oldatot 0,1 M natrium-hidroxid oldattal
30-60 percig 60°C-on kevertetjiik. A pH-t higitott sésavval 2-3 értékre allitjuk, és az
oldatot szarazra paroljuk. Mindegyik esetben a megfeleld 3-O-alkilhaptén sosavas so a

termék.

3-O-karboximetilmorfin HCI (14) (2-((7-hidroxi-3-metil-2,3,4,4a,7,7a-hexahidro-
1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-9-il)-oxi)-ecetsav): (54)-et (0,13 g, 0,35
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mmol) etanolban (0,1-0,2 ml) oldunk €s natrium-hidroxid oldattal (3,50 ml) reagaltatjuk.
Hozam: 70 %, o.p.: > 138°C bomlas, CioH21NOs, Mt = 345,39, HR-MS [M+ H']:
szamitott 346,1649, mért 346,1640

"H NMR (600 MHz, D;0) & 6,70 (d, J = 8,3 Hz, H-2), 6,62 (d, J = 8,2 Hz, H-3),
5,67 — 5,60 (m, H-7), 5,31 — 5,25 (m, H-8), 4,96 (dd, J = 6,4, 1,3 Hz, H-5), 4,62 (s, CH>
hid), 4,31 — 4,19 (m, H-6), 4,09 (dd, J = 6,7, 3,1 Hz, H-9), 3,25 (dd, J = 13,2, 4,9 Hz, H-
16), 3,19 (d, J= 20,1 Hz, H-10), 3,02 (dd, /= 13,1, 4,5 Hz, H-14), 2,96 (dd, J = 20,1, 6,9
Hz, H-16), 2,86 (s, N-CH3), 2,82 (d, J = 20,2 Hz, H-10), 2,19 (td, J = 13,8, 4,9 Hz, H-
15), 2,05 (dd, J= 14,3, 4,1 Hz, H-15)

BC NMR (151 MHz, D,0) § 173,7 (karboxil C=0), 146,1 (C4), 140,2 (C3), 132,9
(C7), 129,5 (C12), 125,1 (C8), 124,9 (C11), 120,2 (C1), 115,6 (C2), 90,4 (C5), 66,1 (CH2
hid), 65,4 (C6), 60,4 (C9), 47,0 (C16), 45,1 (C13), 40,9 (N-CH3), 39,1 (C14), 32,2 (C15),
20,7 (C10)

3-O-karboximetiloximorfon HCl (58) (2-((4a-hidroxi-3-metil-7-oxo-
2,3,4,4a,5,6,7,7a-oktahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[ 3,2-¢]-izokinolin-9-il)-oxi)-
ecetsav): (55)-6t (0,10 g, 0,26 mmol) etanolban (0,1-0,2 ml) oldunk és natrium-hidroxid
oldattal (2,60 ml) reagaltatjuk. Hozam: 97 %, O.p.: > 255°C bomlés, C19H21NOg, Mt =
359,37, HR-MS [M+ H']: szamitott 360,1442, mért 360,1433

"H NMR (600 MHz, D-0) & 6,79 (d, J = 8,3 Hz, H-2), 6,76 (d, J = 8,5 Hz, H-1),
4,95 (s, H-5), 4,66 (s, CHz hid), 3,64 (d, J = 6,0 Hz, H-9), 3,35 (d, J = 20,1 Hz, H-10),
3,13 (dd, J=13,2, 4,7 Hz, H-16), 3,05 (dd, J = 20,0, 6,2 Hz, H-10), 2,88 (td, /= 14,8, 5,1
Hz, H-15), 2,82 (s, N-CHz3), 2,69 (td, J = 13,2, 4,0 Hz, H-16), 2,58 (td, J = 13,5, 4,9 Hz,
H-8), 2,21 (dt, J = 15,0, 3,2 Hz, H-15), 1,94 (ddd, J = 14,5, 5,2, 3,0 Hz, H-7), 1,64 (m,
H-7, H-8)

BC NMR (151 MHz, D,0) § 211,4 (C6), 174,2 (karboxil C=0), 144,2 (C4), 140,9
(C3), 127,6 (C12), 123,8 (C11),121,2 (C1), 117,2 (C2), 89,6 (C5), 70,7 (C14), 66,6 (CH2
hid), 66,2 (C9), 48,5 (C13), 47,0 (C16), 40,9 (N-CH3), 34,5 (C15), 30,5 (C7), 26,9 (C8),
23,2 (C10)

3-O-karboximetilnaloxon (59) (2-((3-allil-4a-hidroxi-7-0x0-2,3,4,4a,5,6,7,7a-
oktahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-9-il)-ox1)-ecetsav): (56)-t (0,14
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g, 0,33 mmol) etanolban (0,1-0,2 ml) oldunk és nétrium-hidroxid oldattal (3,30 ml)
reagaltatjuk. : Hozam: 80 %, o.p.: > 220°C bomlas, C21H23NOg, Mt = 385,41, HR-MS
[M+ H"]: szamitott 386,1604, mért 386,1598

"H NMR (600 MHz, D,0) & 6,80 (dd, J = 8,4, 1,3 Hz, H-2), 6,75 (d, J = 8,4 Hz, H-
1), 5,83 — 5,75 (m, allil CH), 5,55 — 5,48 (m, allil =CH>), 4,95 (s, H-5), 4,69 (s, CH> hid),
3,83 — 3,71 (m, H-9, allil CH; hid), 3,33 (d, J = 20,0 Hz, H-10), 3,17 (dd, J = 13,1, 4,8
Hz, H-16), 3,00 (dd, J = 20,1, 6,2 Hz, H-10), 2,88 (td, J = 14,8, 5,1 Hz, H-15), 2,69 (td,
J=13,1,4,0 Hz, H-16), 2,58 (td, /= 13,4, 4,8 Hz, H-8), 2,20 (dt, J = 14,9, 3,3 Hz, H-15),
1,91 (ddd, J = 14,6, 5,3, 3,0 Hz, H-7), 1,66 — 1,63 (m, H-7, H-8)

BC NMR (151 MHz, D20) § 211,3 (C6), 174,0 (karboxil C=0), 144,2 (C4), 141,0
(C3),128,1 (C12), 126,4 (allil CH>), 126,1 (C1),125,6 (allil CH), 124,0 (C11), 121,1 (C2),
89,6 (C5), 70,7 (C14), 66,7 (CH: hid), 62,2 (C9), 55,8 (N-CH: hid), 49,6 (C13), 46,2
(C16), 34,5 (C15), 30,7 (C7), 27,0 (C8), 22,8 (C10)

3-O-karboximetilnaltrexon  (60)  (2-((3-(ciklopropilmetil)-4a-hidroxi-7-oxo-
2,3,4,4a,5,6,7,7a-oktahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[ 3,2-¢]-izokinolin-9-il)-oxi)-
ecetsav): (57)-et (0,10 g, 0,24 mmol) etanolban (0,1-0,2 ml) oldunk és natrium-hidroxid
oldattal (2,40 ml) reagaltatjuk. Hozam: 98 %, O.p.: > 240°C bomlas, C22H2sNOg, Mt =
399,44 HR-MS [M+ H']: szamitott 400,1755, mért 400,1752

"H NMR (600 MHz, D-0) & 6.93 (d, J = 8.3 Hz, H-2), 6.90 (d, J = 8.4 Hz, H-1),
5.10 (s, H-5), 4.77 (s, CH2-hid), 4.20 (d, J = 6.1 Hz, H-9), 3.45 (d, J = 19.9 Hz, H-10),
3.40 (dd,J=13.8, 7.1 Hz, N-CH>»), 3.30 — 3.20 (m, H-10, H-16), 3.04 (m, H-15, N-CH>),
2.81 (td, J=13.0, 3.9 Hz, H-16), 2.74 (td, J = 13.3, 4.6 Hz, H-8), 2.37 (dt, /= 15.0, 3.2
Hz, H-15), 2.10 (ddd, J = 14.5, 5.2, 2.9 Hz, H-7), 1.83 (d, J = 3.5 Hz, H-7), 1.79 (dd, J =
14.9, 3.3 Hz, H-8), 1.12 (ddt, J = 10.3, 7.5, 3.8 Hz, ciklopropil CH), 0.84 (tt, /= 8.2, 4.4
Hz, ciklopropil CH»), 0.76 (tt, J = 9.6, 4.4 Hz, ciklopropil CH2), 0.51 — 0.48 (m,
ciklopropil CH>)

3C NMR (151 MHz, D;0) § 211,3 (C6), 174,5 (karboxil C=0), 144,2 (C4), 141,0
(C3), 128,1 (C12), 123,6 (C11), 121,1 (C1), 117,0 (C2), 89,6 (C5), 70,7 (C14), 66,8 (CH2
hid), 62,0 (C9), 57,9 (N-CHz hid), 49,6 (C13), 46,1 (C16), 34,6 (C15), 30,7 (C7), 27,1
(C8), 23,0 (C10), 5,6 (ciklopropil CH), 4,6 (ciklopropil CH»), 2,3 (ciklopropil CH>)
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5.6.2. N-karboxialkil-haptének szintézise
5.6.2.1. N-demetilezési reakciok

Kodeint/dihidrokodeint (3 mmol) oldunk szaritott 1,2-dikléretdnban (30ml), majd
pedig natrium-hidrogénkarbonatot (0,84 g) adunk hozza. Jeges hiités kozben cseppenként
klorszénsav-a-kloretilésztert (10 mmol) adunk hozzé és 30 percet szobahdmérsékleten
kevertetjiik, majd pedig 90 °C-ra melegitve egy ¢jszakan at folytatjuk a kevertetést. A
keletkezd szuszpenzidt szobahdmérsékletre hagyjuk hiilni, és kiszlirjilk a szervetlen
sokat. Széarazra paroljuk, a maradékot metanolban oldjuk, és 6 oran at 60 °C-on
kevertetjiik. Ismét szdrazra parolva kristdlyos anyaghoz jutunk, ami a
norkodein/dihidronorkodein sosavas sdja. A soéra 10%-os natrium-hidroxid oldatot
ontiink (pH = 9), és kloroformmal extrahaljuk. A szerves fazisokat natrium szulfaton

szaritjuk. Szlirés utan szarazra parolva a norkodein/dihidronorkodein bazishoz jutunk.

Norkodein (20): Hozam: 87%, o.p.: 185 °C (aceton), C17H19NO3;, Mt = 285,34

'H NMR (600 MHz, DMSO-dy) § 6,60 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,44 (d, J= 8,2 Hz, H-
1), 5,52 (m, H-7), 5,21 (dt, J=9,8, 2,8 Hz, H-8), 4,64 (dd, /= 5,9, 1,4 Hz, H-5), 4,09 (dq,
J=15,4, 2,6 Hz, H-6), 3,72 (s, OCH3), 3,46 (dd, J = 5,9, 3,3 Hz, H-9), 2,71 (m, H-10),
2,67 (m, H-16), 2,65 (m, H-10), 2,46 (q, J = 2,8 Hz, H-14), 1,82 (td, /= 12,2, 5,5 Hz, H-
15), 1,59 (dt, J= 12,3, 2,4 Hz, H-15)

3BC NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 147,7 (C4), 141,6 (C3), 133,7 (C7), 131,8 (C12),
129,1 (C8), 128,3 (C11), 118,7 (C1), 113,6 (C2), 93,1 (C5), 66,8 (C6), 56,5 (OCH3), 51,5
(C9), 44,3 (C13), 41,1 (C14), 38,4 (C16), 36,9 (C15), 31,3 (C10)

Dihidronorkodein (62): Hozam: 83% o.p.: 194 °C (etanol), Ci7H21NO3, Mt =
287,35

"H NMR (600 MHz, DMSO-dy) § 6,69 (d, J= 8,1 Hz, H-2), 6,53 (d, /= 8,1 Hz, H-
1), 4,43 (d, J =4,9 Hz, H-5), 3,81 (m, H-6), 3,76 (s, OCH3), 3,17 (s, H-9), 2,81 (dd, J =
18,1, 6,2 Hz, H-10), 2,61 (m, H-10), 2,59 (m, H-16), 2,54 (m, H-16), 2,06 (ddd, J=11,8,
6,7, 2,8 Hz, H-14), 1,66 (td, J= 12,3, 5,2 Hz, H-15), 1,45 (m, H-15), 1,36 (m, H-8), 1,32
(m, H-7), 1,18 (m, H-7), 0,83 (tt, /= 11,9, 6,1 Hz, H-8)

66



DOI:10.14753/SE.2022.2588

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 147,5 (C4), 141,2 (C3), 130,9 (C12), 127,8
(C11), 118,5 (C1), 114,4 (C2), 91,1 (C5), 66,3 (C6), 56,7 (OCH3), 52,3 (C9), 43,0 (C13),
39,1 (C14), 38,4 (C16), 38,1 (C15), 30,5 (C10), 26,4 (C7), 20,2 (C8)

(Dihidro)normorfint a  diacetil-(dihidro)morfin ~ N-demetilezésén keresztiil
nyerhetiink. A fent emlitett mdodszert hasznalva €s a karbamatot metanollal kezelve 60
C°-on a diacetil-(dihidro)normorfin sésavas sdjdhoz jutunk. (Dihidro)normorfint a
diacetil-(dihidro)normorfin x HCI savas hidrolizisével allithatunk elé 5 % HCl-ban 100
°C-on 4 6ras reakcioval. A (dihidro)normorfin bazist 25 %-os ammonia oldattal (pH = 9-

10) csapjuk ki, és végezetiil sziirjiik.

Normorfin (18): Hozam: 84%, o.p.: 273-275 °C, Ci1sH17NOs, Mt =271,31

'H NMR (600 MHz, DMSO-dy) § 6,46 (d, J = 8,0 Hz, H-2), 6,35 (d, J= 8,1 Hz, H-
1), 5,55 (m, H-7), 5,20 (dt, /=9,8, 2,8 Hz, H-8), 4,67 (dd, J= 6,1, 1,3 Hz, H-5), 4,07 (dd,
J=6,1, 3,1 Hz, H-6), 3,72 (m, H-9), 2,88 (dd, J = 13,2, 4,7 Hz, H-16), 2,73 (m, H-10),
2,72 (m, H-16), 2,55 (m, H-14), 1,92 (td, J = 13,0, 5,0 Hz, H-15), 1,68 (m, H-15), 1,20
(s, H-10)

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 5 146,7 (C4), 139,2 (C3), 134,5 (C7), 130,7 (C12),
127,6 (C8), 124,7 (C11), 119,1 (C1), 117,1 (C2), 92,1 (C5), 66,4 (C6), 51,4 (C9), 43,6
(C13), 39,6 (C14), 37,9 (C16), 35,0 (C15), 29,2 (C10)

Dihidronormorfin (61): Hozam: 80%, o.p.: 265°C (etanol), CisHi9NO3, Mt =
273,33

'H NMR (600 MHz, DMSO-dy) § 6,53 (d, J = 7,9 Hz, H-2), 6,42 (d, J= 8,0 Hz, H-
1),4,42 (d, J = 4,9 Hz, H-5), 3,81 (ddd, J = 8,6, 4,9, 3,5 Hz, H-6), 3,23 (dd, /= 6,2, 2,8
Hz, H-9), 2,79 (dd, J = 18,2, 6,3 Hz, H-10), 2,64 (m, H-16), 2,62 (m, H-10), 2,57 (m, J-
16), 2,07 (ddd, J= 11,6, 6,7, 2,9 Hz, H-14), 1,69 (td, J = 12,5, 5,0 Hz, H-15), 1,48 (ddd,
J=125, 3,7, 1,5 Hz, H-15), 1,37 (m, H-8), 1,31 (m, H-7), 1,19 (m, H-7), 0,83 (tt, J =
12,2, 6,2 Hz, H-8)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 146,4 (C4), 138,4 (C3), 130,3 (C12), 125,4
(C11), 118,4 (C1), 117,2 (C2), 90,5 (CS5), 66,4 (C6), 52,3 (C9), 43,1 (C13), 38,6 (C14),
38,3 (C16), 37,7 (C15), 29,9 (C10), 26,3 (C7), 20,1 (C8)
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14-0O-Acetiloxikodon (2 mmol) N-demetilezése is klorszénsav-a-kloretilészterrel
(10 mmol) torténik 16 ordn at. A reakciét VRK-val kovetjiik, és ha sziikséges ujabb 5
mmol klérszénsav-a-kloretilésztert adunk hozza. A karbamatot metanollal bontjuk, ami
a 14-O-acetilnoroxikodon sosavas sgjat eredményezi. 10 %-os sésavval hidrolizalva 6
oran keresztiil a noroxikodon sosavas s6jahoz jutunk. A noroxikodon bézis a savas
oldatbol 10 %-os natrium-hidroxid oldattal (pH = 10) lugositott oldatbdl extrahalhato
kloroformal. A szerves fazisok egyesitése s szaritdsa utan az oldatot szérazra paroljuk.

Ekkor a noroxikodon bazis olajos, ami dietil-éterrel dorzsolve kristalyosodik.

Noroxikodon (63): Hozam: 86%, o.p.: 163-166°C, C17H19NO4, Mt = 301,34

"H NMR (600 MHz, DMSO-dy) § 6,70 (d, J= 8,2 Hz, H-2), 6,62 (d, /= 8,2 Hz, H-
1), 4,70 (s, H-5), 3,78 (s, OCH3), 2,96 (m, H-10), 2,94 (m, H-9), 2,91 (m, H-7), 2,88 (m,
H-10), 2,58 (dd, J = 13,3, 4,7 Hz, H-16), 2,34 (td, J = 12,6, 3,2 Hz, H-16), 2,30 (td, J =
12,0, 4,5 Hz, H-15), 2,08 (dt, J = 14,1, 3,2 Hz, H-7), 1,74 (ddd, J = 13,6, 5,1, 2,9 Hz, H-
8), 1,40 (td, J= 14,1, 3,4 Hz, H-8), 1,14 (dd, J = 12,1, 3,0 Hz, H-15)

3BC NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 208,9 (C6), 144,9 (C4), 142,3 (C3), 130,3 (C12),
126,8 (C11), 119,5 (C1), 115,1 (C2), 90,5 (C5), 70,1 (C14), 57,3 (C9), 56,8 (OCH3), 51,0
(C13), 37,9 (C16), 36,3 (C7), 32,2 (C10), 32,0 (C8), 30,2 (C15)

A 3,14-di-O-acetiloximorfon N-demetilezése a 3,14-di-O-acetilnoroximorfon
sosavas sojat eredményezi. Ezt 10 %-os sosav oldattal hidrolizaljuk, és a noroximorfon
bazist 25 %-os ammonia oldattal kicsapatjuk. A sziirt és szaritott terméket nem kellett

tisztitani a tovabbi reakcidkhoz.

Noroximorfon (32): Hozam: 81%, o.p.: > 280 °C, Ci¢H17NO4, Mt = 287,31

'H NMR (600 MHz, DMSO-dy) § 6,52 (d, J = 8,1 Hz, H-2), 6,49 (d, J= 8,1 Hz, H-
1), 4,64 (s, H-5), 2,97 (m, H-9), 2,91 (m, H-10), 2,90 (m, H-7), 2,83 (m, H-10), 2,62 (dd,
J=13,1, 4,6 Hz, H-16), 2,37 (td, J = 12,8, 3,6 Hz, H-16), 2,29 (dd, J = 12,3, 4,8 Hz, H-
15), 2,07 (dt, J = 14,2, 3,2 Hz, H-7), 1,74 (ddd, J = 13,6, 5,2, 2,9 Hz, H-8), 1,42 (td, J =
14,0, 3,5 Hz, H-8), 1,15 (dd, J= 12,1, 3,2 Hz, H-15)
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13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 8 209,1 (C6), 143,9 (C4), 139,8 (C3), 130,0 (C12),
124,4 (C11), 119,4 (C1), 1176 (C2), 89,9 (C5), 70,1 (C14), 57,3 (C9), 50,9 (C13), 37,8
(C16), 36,3 (C7), 31,83 (C10), 31,77 (C8), 30,0 (C15)

5.6.2.2 N-karboximetil-haptén észterek szintézise

A sziikséges norvegyiiletet (2 mmol) 30 ml acetonitrilben vagy
dimetilformamidban oldjuk, és natrium-hidrogénkarbonat jelenlétében (10 mmol)
bromecetsav-etilészterrel (2,4 mmol) reagaltatjuk reflux hémérsékleten 16 orat. A
szervetlen sokat sziirjiik, és az oldatot szdrazra paroljuk. Vizben (30 ml) felvessziik a
maradékot és az oldat pH-jat 9-re allitjuk tomény ammoniaval. Kloroformmal extrahéljuk
(3x25 ml), és az egyesitett szerves fazisokat natrium-szulfaton szaritjuk. Sziirjiik, szarazra

paroljuk, és sziikség esetén oszlopkromatografiasan tisztitjuk (kloroform : metanol 9:1).

N-karboximetilnormorfin-etilészter (21) (etil-2-((7aR)-7,9-dihidroxi-4,4a,7,7a-
tetrahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-acetat): Hozam:
86%, 0.p.: 116°C, C20H23NOs, Mt = 357,40, HR-MS [M+ H']: szamitott 358,1649, mért
358,1636

'H NMR (600 MHz, DMSO-dy) § 6,40 (d, J = 8,0 Hz, H-2), 6,31 (d, J= 8,0 Hz, H-
1), 5,49 (m, H-7), 5,19 (dt, /=9,7, 2,8 Hz, H-8), 4,64 (dd, J= 6,1, 1,3 Hz, H-5), 4,09 (dd,
J=16,1, 3,1 Hz, H-6), 4,06 (q, J = 7,1 Hz, észter CH>), 3,40 (d, CHz hid), 3,35 (m, C-9),
3,26 (d, J= 16,5 Hz, CH> hid), 2,77 (d, J = 18,5 Hz, H-10) 2,58 (m, H-16), 2,55 (m, H-
14), 2,31 (td, J= 12,2, 3,4 Hz, H-16), 2,26 (dd, J = 18,5, 6,4 Hz, H-10), 1,98 (m, H-15),
1,58 (dt, /= 11,0, 2,2 Hz, H-15), 1,16 (t,J = 7,1 Hz, észter CH3)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 170,9 (észter C=0), 146,6 (C4), 138,9 (C3),
133,8 (C7),131,3 (C12), 128,6 (C8), 125,7 (C11), 118,9 (C1), 116,7 (C2),91,9 (C5), 66,7
(Co6), 60,4 (észter CH2), 57,2 (C9), 56,5 (CHz hid), 44,9 (C16), 43,5 (C13), 40,66 (C14),
35,6 (C15), 22,4 (C10), 14,5 (észter CH3)

N-karboximetildihidronormorfin-etilészter ~ (70)  (etil-2-((7aR)-7,9-dihidroxi-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-il)-acetat):
Hozam: 84%, 0.p.: 86°C, C20H2sNOs, Mt =1359,42, HR-MS [M+ H']: szamitott 360,1805,
mért 360,1789
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'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 6,49 (d, J = 8,0 Hz, H-2), 6,38 (d, J = 8,0 Hz, H-
1), 4,41 (d, J = 4,8 Hz, H-5), 4,04 (q, J = 7,1 Hz, észter CHa), 3,79 (dd, J = 9,1, 4,4 Hz,
H-6), 3,31 (d, (CH; hid), 3,15 (d, J = 16,4 Hz, CH, hid), 3,02 (dd, J = 6,0, 2.8 Hz, H-9),
2,71 (d,J= 18,3 Hz, H-10), 2,49 (m, H-16) 2,31 (dd, J = 18,4, 6,0 Hz, H-10), 2,18 — 2,09
(m, H-14, H-15), 1,78 (d, J = 5,1 Hz, H-15), 1,44 — 1,38 (m, H-15), 1,35 (dd, J = 13,4,
6,8 Hz, H-8), 1,28 (ddt, J = 12,8, 6,5, 3,9 Hz, H-7), 1,15 (t, J= 7,1 Hz, észter CHz), 1,11
(m, H-7), 0,83 (tt, J = 12,5, 6,4 Hz, H-8)

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 171,0 (észter C=0), 146,4 (C4), 138,4 (C3),
130,4 (C12), 125,4 (C11), 118,4 (C1), 117,1 (C2), 90,3 (C5), 66,5 (C6), 60,4 (észter CHa),
58,3 (C9), 56,8 (CHa hid), 44,9 (C16), 42,2 (C13), 38,2 (C14), 37,4 (C15), 26,0 (C7),
21,9 (C10), 19,9 (C8), 14,6 (észter CHs)

N-karboximetilnorkodein-etilészter (22) (etil-2-((7aR)-7-hidroxi-9-metoxi-
4,4a,7,7a-tetrahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[ 3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-acetat):
Hozam: 90%, o.p.: olaj, C21H2sNOs, Mt = 371,43, HR-MS [M+ H']: szamitott 372,1805,
mért 372,1800

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 6,58 (d, J= 8,2 Hz, H-2), 6,42 (d, J= 8,2 Hz, H-
1), 5,49 (ddt, J=9.8, 3,2, 1,5 Hz, H-7), 5,19 (dt, J = 9,8, 2,8 Hz, H-8), 4,66 (dd, J = 6,0,
1,3 Hz, H-5), 4,10 (m, H-6), 4,05 (q, J = 7,1 Hz, észter CH»), 3,69 (s, OCH3), 3,38 (d,
CH: hid), 3,23 (d, /= 16,6 Hz, CH; hid), 2,81 (d, J = 18,6 Hz, H-10), 2,56 (m, H-14, H-
16), 2,34 — 2,25 (m, H-10, H-16), 1,98 (td, J = 12,6, 5,0 Hz, H-15), 1,62 — 1,53 (m, H-
15), 1,16 (t, J= 17,1 Hz, észter CHs)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 170,6 (észter C=0), 147,2 (C4), 141,7 (C3),
133,9(C7),131,6 (C12), 128,7 (C8), 127,5 (C11), 118,9 (C1), 113,7 (C2), 92,5 (C5), 67,0
(Co), 60,5 (észter CH2), 57,3 (C9), 56,5 (OCH3), 55,9 (CH2 hid), 44,9 (C16), 43,5 (C13),
40,6 (C14), 35,6 (C15), 22,6 (C10), 14,6 (észter CH3)

N-karboximetildihidronorkodein-etilészter (71) (etil-2-((7aR)-7-hidroxi-9-metoxi-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-il)-acetat):
Hozam: 88%, o.p.: olaj, C21H27NOs, Mt = 373,44, HR-MS [M+ H']: szamitott 374,1961,
mért 374,1959
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'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 6,66 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,50 (d, J = 8,2 Hz, H-
1), 4,43 (dd, J= 7.8, 4,9 Hz, H-5), 4,04 (q, J = 7,1 Hz, észter CHy), 3,79 (dt, J=8,7, 4,1
Hz, H-6), 3,72 (s, OCH3), 3,32 (d, CH hid), 3,16 (d, J = 16,4 Hz, CH, hid), 3,04 (dd, J =
5,9, 2,7 Hz, H-9), 2,75 (d, J = 18,4 Hz, H-10), 2,51 — 2,48 (m, H-16), 2,34 (dd, J = 18,4,
6,0 Hz, H-10), 2,17 — 2,09 (m, H-16, H-14), 1,79 (td, J = 12,4, 5,0 Hz, H-15), 1,40 (ddd,
J=12,5,3,6,1,7 Hz, H-15), 1,34 (dd, J = 13,3, 6,7 Hz, H-8), 1,29 (ddd, /= 13,4, 7.2, 4,2
Hz, H-7), 1,15 (t, J = 7,1 Hz, észter CHz), 1,13 — 1,08 (m, H-7), 0,84 (tt, /= 11,9, 6,1 Hz,
H-8)

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 170,9 (észter C=0), 147,4 (C4), 141,3 (C3),
130,7 (C12), 127,3 (C11), 118,4 (C1), 114,4 (C2), 90,7 (C5), 66,3 (C6), 60,3 (észter CH),
58,2 (C9), 56,8 (CH2 hid), 56,7 (OCHs), 44,9 (C16), 42,4 (C13), 38,4 (C14), 37,3 (C15),
26,1 (C7), 22,0 (C10), 19,8 (C8), 14,5 (észter CHz)

N-karboximetilnoroximorfon-etilészter (72) (etil-2-((7aR)-4a,9-dihidroxi-7-oxo-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-il)-acetat):
Hozam: 82%, o.p.: 160°C, C2H23NQOs, Mt = 373,40, HR-MS [M+ H']: szamitott
374,1598, mért 374,1588

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 6,53 (d, J= 8,1 Hz, H-2), 6,50 (d, J= 8,1 Hz, H-
1), 4,74 (s, H-5), 4,12 — 4,06 (q, észter CH»), 3,43 (d, J=17,1 Hz, CH» hid), 3,31 (d, /=
17,2 Hz, CHz hid), 2,97 (d, J = 18,5 Hz, H-10), 2,90 (d, /= 5,9 Hz, H-9), 2,89 — 2,82 (m,
H-7),2,57 (d,J=5,9 Hz, H-10), 2,49 (m, H-16), 2,38 — 2,29 (m, H-15), 2,18 (td, J= 12,0,
3,6 Hz, H-16), 2,06 (dt, J = 14,2, 3,2 Hz, H-7), 1,71 (ddd, J = 13,4, 5,0, 3,0 Hz, H-8),
1,40 (td, J= 14,1, 3,4 Hz, H-8), 1,28 — 1,22 (m, H-15), 1,18 (t, J = 7,1 Hz, észter CHs)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 209,0 (C6), 171,3 (észter C=0), 143.,8 (C4),
139,8 (C3),129,6 (C12), 123,6 (C11), 119,5(C1), 117,6 (C2), 89,7 (CS5), 70,4 (C14), 62,8
(C9), 60,7 (észter CH2), 55,6 (CH2 hid), 50,3 (C13), 43,9 (C16), 36,2 (C7), 31,5 (C8),
30,6 (C15), 24,3 (C10), 14,5 (észter CH3)

N-karboximetilnoroxikodon-etilészter (73) (etil-2-((7aR)-4a-hidroxi-9-metoxi-7-
ox0-4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-il)-
acetat): Hozam: 87%, o.p.: 144°C, C21H25NOs, Mt = 387,43, HR-MS [M+ H']: szamitott
388,1755, mért 388,1752
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'H NMR (600 MHz, DMSO-dj) § 6,72 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,63 (d, /= 8,2 Hz, H-
1), 4,81 (s, H-5), 4,15 — 4,03 (q, észter CHy), 3,75 (s, OCH3), 3,44 (d, /= 17,1 Hz, CH,
hid), 3,32 (d, J= 17,1 Hz, CH; hid), 3,01 (d, J= 18,6 Hz, H-10), 2,92 (d, J= 5,7 Hz, H-
9), 2,87 (td, J = 14,4, 5,0 Hz, H-7), 2,59 (dd, J = 18,7, 5,8 Hz, H-10), 2,52 — 2,48 (m, H-
16), 2,34 (td, J= 12,5, 5,3 Hz, H-15), 2,17 (td, J= 12,0, 3,6 Hz, H-16), 2,06 (dt, J= 14,1,
3,2 Hz, H-7), 1,72 (ddd, J= 13,5, 5,0, 3,0 Hz, H-8), 1,43 — 1,34 (m, H-8), 1,30 — 1,23 (m,
H-15), 1,18 (t, J= 7,1 Hz, észter CH3)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 208,8 (C6), 171,3 (észter C=0), 144,8 (C4),
142,4 (C3), 129,9 (C12), 125,8 (C11), 119,7 (C1), 115,2 (C2), 90,2 (C5), 70,3 (C14), 62,8
(C9), 60,7 (észter CHz), 56,8 (OCH3), 55,7 (CHz hid), 50,2 (C13), 43,8 (C16), 36,3 (C7),
31,6 (C8), 30,5 (C15), 24,3 (C16), 14,5 (észter CH3)

5.6.2.3. N-karboximetil-haptén észterek hidrolizise

Az N-karboximetil-haptén-etilésztert (0,5 mmol) alkohol (60 pl) és viz (2,5 ml)
elegyében oldjuk. Az elegyet natrium-hidroxid oldattal (1 M, 0,5 mmol) reagaltatjuk 1
oran at 60 °C-on. A hidrolizist VRK-val kovetjiik, és a kiindulasi anyag foltjanak
eltlinését kovetden a pH-t 3-4 koriilire allitjuk 10 %-os sésav oldattal. Szarazra parolva a

kivant vegyiilet s6savas sojat kapjuk.

N-karboximetilnormorfin HCI (19) (2-((7aR)-7,9-dihidroxi-4,4a,7,7a-tetrahidro-
1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-ecetsav hidroklorid): Hozam:
92%, o.p.: > 270°C bomlas, CisHioNOs, Mt = 329,35, HR-MS [M+ H']: szamitott
330,1336, mért 330,1332

"H NMR (600 MHz, D;0) & 6,61 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,53 (d, J = 8,2 Hz, H-1),
5,60 (m, H-7), 5,24 (d, J = 10,0 Hz, H-8), 4,92 (d, J = 6,5 Hz, H-5), 4,27 (m, H-9), 4,25
(m, H-6), 4,00 (dd, CH> hid) 3,48 (q, /= 7,1 Hz, H-16), 3,11 (d, /= 20,1 Hz, H-10), 2,99
(d, J=18,1 Hz, H-14), 2,80 (dd, J = 20,0, 6,8 Hz, H-10), 2,39 — 2,19 (m, H-15), 2,02 (d,
J=14,6 Hz, H-15)

3C NMR (151 MHz, D>0) § 169,2 (észter C=0), 145,5 (C4), 137,8 (C3), 132,9
(C7), 129,0 (C12), 125,4 (C8), 123,0 (C11), 120,0 (C1), 117,6 (C2), 89,9 (C5), 65,5 (C6),
60,2 (C9), 54,9 (CH2 hid), 47,1 (C16), 41,8 (C13), 38,1 (C14), 32,2 (C15), 21,9 (C16)
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N-karboximetildihidronormorfin HC1 (80) (2-((7aR)-7,9-dihidroxi-4,4a,5,6,7,7a-
hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-il)-ecetsav hidroklorid):
Hozam: 93%, o.p.: > 315°C bomlas, CisH21NOs, Mt = 331,36, HR-MS [M+ H']:
szamitott 332,1492, mért 332,1482

'"H NMR (600 MHz, D>0) § 6,69 (d, J = 7,9 Hz, H-2), 6,62 (d, J = 8,2 Hz, H-1),
4,64 (dd, H-5), 4,07 — 3,83 (m, H-6, H-9, CH: hid), 3,34 (dd, J = 13,4, 4,4 Hz, H-16),
3,06 (d, J = 20,2 Hz, H-10), 2,91 (dd, J= 19,9, 6,0 Hz, H-10), 2,82 (ddd, J = 17,3, 13,9,
7,6 Hz, H-16), 2,47 (t, J = 11,5 Hz, H-14), 2,08 (td, J = 13,9, 5,0 Hz, H-15), 1,78 (dd, J
=14,7, 3,7 Hz, H-15), 1,44 (m, H-7, H-8), 0,99 — 0,83 (m, H-8)

3C NMR (151 MHz, D20) § 168,3 (karboxil C=0), 145,2 (C4), 137,1 (C3), 128,4
(C12), 122,6 (C11), 119,8 (C1), 117,8 (C2), 89,0 (C5), 66,1 (C6), 61,5 (C9), 55,0 (CH2
hid), 47,5 (C16), 40,2 (C13), 38,3 (C14), 34,1 (C15), 26,0 (C7), 21,4 (C10), 17,7 (C8)

N-karboximetilnorkodein HCl (23) (2-((7aR)-7-hidroxi-9-metoxi-4,4a,7,7a-
tetrahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-il)-ecetsav hidroklorid):
Hozam: 95%, o.p.: > 260°C bomlas, Ci9H21NOs, Mt = 343,37, HR-MS [M+ H']:
szamitott 344,1492, mért 344,1481

'H NMR (600 MHz, D,0) & 6,79 (d, J = 8,3 Hz, H-2), 6,65 (d, J = 8,3 Hz, H1),
5,68 — 5,54 (m, H-7), 5,33 — 5,18 (m, H-8), 5,03 — 4,87 (m, H-5), 4,39 — 3,94 (m, H-9, H-
6, CH» hid), 3,72 (s, OCH3), 3,55 — 3,40 (m, H-16), 3,16 (d, J = 20,1 Hz, H-10), 3,10 —
2,73 (m, H-14, H-10), 2,31 (t, H-15), 2,05 (d, /= 14,9 Hz, H-15)

3C NMR (151 MHz, D,0) § 168,8 (karboxil C=0), 146,4 (C4), 141,9 (C3), 133,1
(C7), 128,9 (C12), 125,5 (C8), 124,0 (C11), 120,4 (C1), 114,7 (C2), 90,6 (C5), 65,9 (C6),
60,5 (C9), 56,4 (OCH3) 54,8 (CH: hid), 46,8 (C16), 41,7 (C13), 38,4 (C14), 32,4 (C15),
21,9 (C10)

N-karboximetildihidronorkodein ~ HCl  (81)  (2-((7aR)-7-hidroxi-9-metoxi-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢e]-izokinolin-3-(2H)-il)-ecetsav
hidroklorid): Hozam: 90%, o.p.: > 275°C bomlas, C19H23NOs, Mt = 345,39, HR-MS [M+
H']: szamitott 346,1649, mért 346,1644

'H NMR (600 MHz, D>0) § 6,85 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,72 (d, J = 8,2 Hz, H-1),
4,69 (d, J=5,4 Hz, H-5), 4,16 — 3,79 (m, H-6, H-9, CH; hid), 3,75 (s, OCH3), 3,38 — 3,29
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(m, H-16), 3,09 (d, J = 20,2 Hz, H-10), 2,99 — 2,87 (m, H-10), 2,80 (t, J = 12,6 Hz, H-
16), 2,46 (d, J= 11,6 Hz, H-14), 2,08 (dd, J = 14,7, 10,0 Hz, H-15), 1,78 (d, J = 14,0 Hz,
H-15), 1,45 (m, H-7, H-8), 0,98 — 0,87 (m, H-8)

13C NMR (151 MHz, D20) § 168.5 (karboxil C=0), 145,8 (C4), 141,3 (C3), 127,8
(C12),123,4 (C11), 119,9 (C1), 115,0 (C2), 89,2 (C5), 66,0 (C6), 61,5 (C9), 56,7 (OCHs),
55,1 (CH, hid), 47,4 (C16), 40,1 (C13), 38,2 (C14), 34,1 (C15), 26,0 (C7), 21,4 (C10),
17,6 (C8)

N-karboximetilnoroximorfon =~ HCl  (82) (2-((7aR)-4a,9-dihidroxi-7-oxo-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-il)-ecetsav
hidroklorid): Hozam: 96%, o.p.: > 290°C bomlas, C1sHi19NOg, Mt = 345,35, HR-MS [M+
H']: szamitott 346,1285, mért 346,1283

'"H NMR (600 MHz, D>0) § 6,70 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,68 (d, J = 8,3 Hz, H-1),
4,92 (s, H-5), 3,93 (d, /= 16,7 Hz, CH? hid), 3,88 (d, J = 6,2 Hz, H-9), 3,69 (d, J = 16,7
Hz, CH? hid), 3,29 (d, /= 20,0 Hz, H-10), 3,18 (dd, J = 13,1, 4,9 Hz, H-16), 3,06 (dd, J
=20,1, 6,4 Hz, H-10), 2,89 (td, J = 14,8, 5,1 Hz, H-7), 2,81 (td, J = 13,0, 4,1 Hz, H-16),
2,65 (td, J= 13,5, 5,0 Hz, H-15), 2,20 (dt, J = 14,9, 3,2 Hz, H-7), 1,96 (ddd, J = 14,6, 5,2,
2,9 Hz, H-8), 1,65 (dd, J= 12,9, 3,7 Hz, H-15), 1,60 (dd, J = 14,6, 3,6 Hz, H-8)

BC NMR (151 MHz, D>0) § 209,3 (C6), 168,8 (karboxil C=0), 143,0 (C4), 138,5
(C3), 127,2(C12), 121,7 (C11), 121,1 (C1), 118,7 (C2), 89,2 (C5), 70,7 (C14), 64,9 (C9),
54,7 (CHz hid), 48,6 (C13), 46,7 (C16), 34,6 (C7), 30,5 (C8), 27,5 (C15), 23,9 (C10)

N-karboximetilnoroxikodon HCl (83) (2-((7aR)-4a-hidroxi-9-metoxi-7-0xo0-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-ecetsav
hidroklorid): Hozam: 94%, o.p.: > 210°C bomlas, C19H21NOg, Mt =359,37, HR-MS [M+
H]: szamitott 360,1442, mért 360,1435

'H NMR (600 MHz, D>0) § 6,86 (d, J = 8,4 Hz, H-2), 6,78 (d, J = 8,4 Hz, H-1),
4,95 (s, H-5), 3,94 — 3,79 (m, H-9, CH: hid), 3,74 (s, OCH3), 3,63 (d, J = 16,4 Hz, CH>
hid), 3,31 (d, J = 20,0 Hz, H-10), 3,17 (ddt, /= 13,1, 5,0, 1,4 Hz, H-16), 3,12 — 3,05 (m,
H-10), 2,90 (td, J = 14,8, 5,1 Hz, H-7), 2,80 (td, J = 13,0, 4,1 Hz, H-16), 2,65 (td, J =
13,5, 5,0 Hz, H-15), 2,21 (dt, J = 14,9, 3,2 Hz, H-7), 1,96 (ddd, J = 14,5, 5,1, 2,9 Hz, H-
8), 1,65 (dd, J = 14,2, 3,8 Hz, H-15), 1,60 (dd, J = 14,6, 3,5 Hz, H-8)
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BC NMR (151 MHz, D20) § 210,3 (C6), 169,2 (karboxil C=0), 143,9 (C4), 142,4
(C3), 127,1 (C12), 122,5 (C11), 121,1 (C1), 115,6 (C2), 89,4 (C5), 70,4 (C14), 64,9 (C9),
56,7 (OCH3), 55,2 (CH: hid), 48,7 (C13), 46,6 (C16), 34,5 (C7), 30,5 (C8), 27,6 (C15),
23,9 (C10)

5.6.2.4. N-karboxietil-haptén észterek szintézise

A sziikséges norvegyiiletet (2 mmol) 30 ml etanolban oldjuk, €s trietil-amin (1 ml)
jelenlétében etil-akrilatot (2,4 mmol) adunk az oldathoz. Az elegyet 3 orat kevertetjiik, és
refluxaltatjuk. VRK-s ellendrzést kdvetden szarazra paroljuk a reakacidelegyet. Sziikség

esetén oszlopkromatografiasan tisztitjuk a terméket (kloroform : metanol 9:1.)

N-karboxietilnormorfin-etilészter  (74)  (etil-3-((7aR)-7,9-dihidroxi-4,4a,7,7a-
tetrahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-propanoat): Hozam:
98%, 0.p.: 158°C, C21H2sNOs, Mt = 371,43, HR-MS [M+ H']: szamitott 372,1805, mért
372,1798

"H NMR (600 MHz, DMSO-dy) § 6,44 (d, J= 8,0 Hz, H-2), 6,34 (d, J= 8,1 Hz, H-
1), 5,52 (m, H-7), 5,22 (dt, /= 9,8, 2,8 Hz, H-8), 4,66 (dd, J = 6,1, 1,3 Hz, H-5), 4,15 —
4,00 (m, H-6, észter CH>), 3,35 (m, H-9), 2,78 (m, H-10, etilén hid CH>), 2,64 (dt, J =
12,9, 6,6 Hz, etilén hid CH>), 2,60 — 2,53 (m, H-16), 2,48 — 2,39 (m, H-14, etilén hid
CH>»), 2,33 - 2,21 (m, H-16, H-10), 1,92 (td, J= 12,5, 5,0 Hz, H-15), 1,61 (ddd, J= 12,5,
3,4, 1,7 Hz, H-15), 1,19 (t, J= 7,1 Hz, észter CH3)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 172 ,3 (észter C=0), 146,8 (C4), 138,7 (C3),
133,9(C7),131,2(C12), 128,8 (C8), 125,7 (C11), 118,9 (C1), 116,8 (C2), 92,0 (C5), 66,8
(Co6), 60,3 (észter CHz), 57,1 (C9), 50,8 (etilén hid CHz), 44,6 (C16), 43,8 (C13), 41,6
(C14), 36,0 (C15), 33,7 (etilén hid CH»), 22,2 (C10), 14,7 (észter CH3)

N-karboxietildihidronormorfin-etilészter (75) (etil-3-((7aR)-7,9-dihidroxi-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢e]-izokinolin-3-(2H)-il)-
propanoat): Hozam: 96%, o.p.: 120°C, C21H2;NOs, Mt = 373,44, HR-MS [M+ H']:
szamitott 374,1961, mért 374,1960

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 6,53 (d, J= 8,0 Hz, H-2), 6,41 (d, J= 8,0 Hz, H-
1), 4,44 (d, J=4,8 Hz, H-5), 4,06 (q, /= 7,1 Hz, észter CH»), 3,80 (m, H-6), 3,16 — 2,99
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(m, H-9), 2,77 (d, J= 18,5 Hz, H-10), 2,51 (m, H-16), 2,46 (d, J= 6,9 Hz, etilén hid CH,),
2,12 (m, H-16), 1,82 — 1,72 (m, H-15), 1,46 (d, J = 12,4 Hz, H-15), 1,38 (dq, J = 13,5,
6,9 Hz, H-8), 1,30 (dtd, J = 13,2, 6,5, 3,4 Hz, H-7), 1,18 (m, H-7, észter CHs), 0,87 (dt, J
= 12,6, 6,4 Hz, H-8)

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 172,2 (észter C=0), 146,5 (C4), 138,3 (C3),
130,1 (C12), 1252 (C11), 117,8 (C1), 116,6 (C2), 89,6 (C5), 65,8 (C6), 59,6 (észter CHa),
57,4 (C9), 49,9 (etilén hid CHa), 44,0 (C16), 42,7 (C13), 37,6 (C14), 36,7 (C15), 32,6
(etilén hid CHy), 25,4 (C7), 20,9 (C10), 19,3 (C8), 14,2 (észter CHz)

N-karboxietilnorkodein-etilészter (76) (etil-3-((7aR)-7-hidroxi-9-metoxi-
4,4a,7,7a-tetrahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[ 3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-
propanoat): Hozam: 97%, o.p.: olaj, C2H27NOs, Mt = 385,45, HR-MS [M+ H']:
szamitott 386,1962, mért 386,1951

"H NMR (600 MHz, DMSO-dy) § 6,61 (d, J= 8,2 Hz, H-2), 6,45 (d, J = 8,2 Hz, H-
1), 5,53 (m, H-7), 5,23 (dt, J=9,8, 2,8 Hz, H-8), 4,67 (dd, J= 5.9, 1,3 Hz, H-5), 4,11 (dt,
J=5,7,2,9 Hz, H-6), 4,07 (q, J = 7,1 Hz, észter CH»), 3,71 (s, OCH3), 3,36 (s, H-9), 2,86
— 2,74 (m, H-10, etilén hid), 2,64 (dt, /= 12,9, 6,7 Hz, etilén hid), 2,61 — 2,53 (m, H-16),
2,49 — 2,42 (m, H-14, etilén hid), 2,31 (dd, /= 18,6, 6,3 Hz, H-10), 2,24 (td, /= 12,2, 3,4
Hz, H-16), 1,92 (td, J= 12,5, 5,0 Hz, H-15), 1,61 (ddd, /= 12,6, 3,4, 1,7 Hz, H-15), 1,18
(t, J=17,1 Hz, észter CHz)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 171,7 (észter C=0), 145,0 (C4), 141,2 (C3),
133,1 (C7),130,7 (C12), 128,0 (C8), 127,0 (C11), 118,1 (C1), 113,0 (C2),91,7 (C5), 66,2
(C6), 59,5 (észter CH2), 56,2 (C9), 55,8 (OCH3), 49,9 (etilén hid CH>), 43,7 (C16), 43,4
(C13), 40,2 (C14), 35,2 (C15), 32,9 (etilén hid CH»), 21,5 (C10), 14,0 (észter CH3)

N-karboxietildihidronorkodein-etilészter (77) (etil-3-((7aR)-7-hidroxi-9-metoxi-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢e]-izokinolin-3-(2H)-il)-
propanoat): Hozam: 93%, o.p.: olaj, C22H2NOs, Mt = 387,47, HR-MS [M+ H']:
szamitott 388,2118, mért 388,2111

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 6,69 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,53 (d, J= 8,1 Hz, H-
1), 4,45 (dd, J = 6,7, 4,9 Hz, H-5), 4,06 (m, észter CH>), 3,84 — 3,77 (m, H-6), 3,76 (s,
OCHs3), 3,04 (dd, J= 5.9, 2,8 Hz, H-9), 2,81 — 2,70 (m, H-10, etilén hid CH>), 2,59 (ddd,
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J=12.8, 6,6, 5,9 Hz, etilén hid CH,), 2,46 — 2,38 (m, etilén hid CHy), 2,36 (dd, J = 18,4,
6,0 Hz, H-10), 2,12 — 2,02 (m, H-14, H-16), 1,74 (ddd, J = 14,3, 11,2, 4,9 Hz, H-15), 1,44
(ddd, J= 12,4, 3,6, 1,7 Hz, H-15), 1,37 (dt, J = 13,4, 6,8 Hz, H-8), 1,31 (dg, J = 10,0, 3,5
Hz, H-7), 1,18 (t, J= 7,1 Hz, észter CHs), 1,16 — 1,11 (m, H-8), 0,94 — 0,82 (m, H-7)

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 172,4 (észter C=0), 147,4 (C4), 140,9 (C3),
130,7 (C12), 127,2 (C11), 118,4 (C1), 114,4 (C2), 90,7 (C5), 66,3 (C6), 60,1 (észter CHa),
57,9 (C9), 56,7 (OCHz), 50,6 (etilén hid CHy), 44,5 (C16), 42,6 (C13), 38,6 (C14), 37,5
(C15), 33,6 (etilén hid CHa), 26,1 (C7), 21,6 (C10), 19,8 (C8), 14,6 (észter CHs)

N-karboxietilnoroximorfon-etilészter (78) (etil-3-((7aR)-4a,9-dihidroxi-7-oxo-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-il)-
propanoat): Hozam: 99%, o.p.: 137°C, C21H2sNOs, Mt = 387,43, HR-MS [M+ H']:
szamitott 388,1754, mért 388,1740

"H NMR (600 MHz, DMSO-dy) § 6,56 (d, J= 8,1 Hz, H-2), 6,52 (d, J= 8,1 Hz, H-
1), 4,75 (s, H-5), 4,08 (qd, /= 7,1, 2,8 Hz, észter CH»), 2,97 (d, J = 18,5 Hz, H-10), 2,91
(d,J=5,9 Hz, H-9), 2,90 — 2,84 (m, H-7), 2,75 (dt, J= 12,7, 7,2 Hz, etilén hid CH>), 2,67
(dt, J=12,6, 6,2 Hz, etilén hid CH»), 258 — 2,46 (H-10, H-16, etilén hid CH>), 2,27 (td, J
=12,6, 5,1 Hz, H-15), 2,08 (dt, J= 14,1, 3,2 Hz, H-7), 2,02 (td, J = 12,1, 3,7 Hz, H-16),
1,74 (ddd, /= 13,3, 5,0, 2,9 Hz, H-8), 1,43 (td, J = 14,0, 3,4 Hz, H-8), 1,32 — 1,25 (m, H-
15), 1,21 (t, J= 17,1 Hz, észter CH3)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 208,7 (C6), 172,0 (észter C=0), 143,4 (C4),
139,4 (C3),129,4 (C12),123,3 (C11),119,0(C1), 117,2 (C2), 89,3 (C5), 69,8 (C14), 62,6
(C9), 59,9 (észter CH»), 50,1 (C13), 49,7 (etilén hid CH»), 42,7 (C16), 35,8 (C7), 32,9
(etilén hid CH), 31,1 (C8), 30,2 (C15), 23,1 (C10), 14,2 (észter CH3)

N-karboxietilnoroxikodon-etilészter (79) (etil-3-((7aR)-4a-hidroxi-9-metoxi-7-
ox0-4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[ 3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-il)-
propanoat): Hozam: 98%, o.p.: 119°C, C»H27NOs, Mt = 401,45, HR-MS [M+ H']:
szamitott 402,1911, mért 402,1905

'H NMR (600 MHz, DMSO-dy) § 6,74 (d, J = 8,3 Hz, H-2), 6,66 (d, J= 8,2 Hz, H-
1), 4,83 (d, J=17,8 Hz, H-5), 4,09 (qd, J = 7,1, 2,8 Hz, észter CH»), 3,78 (s, OCH3), 3,02
(d, J=18,6 Hz, H-10), 2,94 (d, J = 5,7 Hz, H-9), 2,89 (d, J = 5,0 Hz, H-7), 2,81 — 2,72
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(m, etilén hid CHy), 2,68 (dt, J = 12,6, 6,2 Hz, etilén hid CH), 2,59 (dd, J = 18,7, 5,8 Hz,
H-10), 2,57 — 2,46 (m, H-16, etilén hid CH), 2,28 (td, J = 12,6, 5,2 Hz, H-15), 2,08 (dt,
J=14,1,3,2 Hz, H-7), 2,00 (td, J = 12,2, 3,7 Hz, H-16), 1,75 (ddd, J = 13,4, 5,0, 3,0 Hz,
H-8), 1,46 — 1,37 (m, H-8), 1,33 — 1,26 (m, H-15), 1,21 (t, J= 7,1 Hz, észter CHs)

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 8 208,3 (C6), 172,1 (észter C=0), 144,2 (C4),
141,9 (C3), 129,5 (C12), 125,5 (C11), 118,9 (C1), 114,4 (C2), 89,4 (C5), 69,8 (C14), 62,5
(C9), 59,4 (észter CHa), 55,9 (OCH3), 50,2 (C13), 49,2 (etilén hid CHy), 42,7 (C16), 35,5
(C7), 32,4 (etilén hid CHy), 30,8 (C8), 29,7 (C15), 22,8 (C10), 13,9 (észter CHs)

5.6.2.5. N-karboxietil-haptén észterek hidrolizise

Az N-karboxietil-haptén-etilésztert (0,5 mmol) alkohol (60 pl) és viz (2,5 ml)
elegyében oldjuk. Az elegyet natrium-hidroxid oldattal (1 M, 0,5 mmol) reagaltatjuk 1
orat 60 °C-on. A hidrolizist VRK-val kovetjiik, és a kiindulasi anyag foltjanak eltlinését
kovetden a pH-t 3-4 koriilire allitjuk 10 %-os s6sav oldattal. Szarazra parolva a kivant

vegyiilet sdsavas sojat kapjuk.

N-karboxietilnormorfin HCI (84) (3-((7aR)-7,9-dihidroxi-4,4a,7,7a-tetrahidro-1H-
4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-propionsav hidroklorid): Hozam:
96%, o.p.: > 290°C bomlas, CioH21NOs, Mt = 343,37, HR-MS [M+ H']: szamitott
344,1492, mért 344,1483

"H NMR (600 MHz, D-0) & 6,64 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,56 (d, J = 8,2 Hz, H-1),
5,62 (d,J=9,7Hz, H-7), 5,27 (d, /= 10,1 Hz, H-8), 4,94 (dd, /= 6,4, 1,3 Hz, H-5), 4,29
—4,18 (m, H-6, H-9), 3,48 — 3,33 (m, H-16, etilén hid CH>), 3,13 (d, /= 20,1 Hz, H-10),
2,96 (t, J= 13,2 Hz, H-16), 2,89 — 2,78 (m, H-14, H-10), 2,71 (td, /= 7,0, 2,7 Hz, etilén
hid CH»), 2,22 (t,J= 13,8 Hz, H-15), 2,04 (d, J = 14,3 Hz, H-15)

3C NMR (151 MHz, D;0) § 175,3 (karboxil C=0), 145,1 (C4), 137,8 (C3), 129,3
(C12), 133,1 (C7), 125,5 (C8), 123,2 (C11), 120,3 (C1), 117,6 (C2), 90,3 (C5), 65,6 (C6),
58,8 (C9), 50,7 (etilén hid CH»), 46,0 (C16), 41,8 (C13), 38,1 (C14), 32,5 (C15), 29,6
(etilén hid CH»), 21,2 (C10)

N-karboxietildihidronormorfin HC1 (85) (3-((7aR)-7,9-dihidroxi-4,4a,5,6,7,7a-

hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-|3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-il)-propionsav
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hidroklorid): Hozam: 96%, o.p.: > 295°C bomlas, Ci19H23NOs, Mt = 345,39, HR-MS [M+
H']: szamitott 346,1649, mért 346,1647

'H NMR (600 MHz, D>0) § 6,70 (dd, J=8,2, 0,9 Hz, H-2), 6,63 (d, /= 8,1 Hz, H-
1), 4,65 (d, J= 5,5 Hz, H-5), 4,02 (td, J= 5,9, 2,8 Hz, H-6), 3,91 (dd, J = 6,4, 2,6 Hz, H-
9), 3,48 — 3,32 (m, etilén hid CH»), 3,26 (dd, J = 13,1, 5,3 Hz, H-16), 3,08 (d, J = 19,7
Hz, H-10), 2,90 (dd, J = 19,9, 6,1 Hz, H-10), 2,83 — 2,72 (m, H-16, etilén hid CH»), 2,33
(ddd, J=11,7, 5,3, 2,8 Hz, H-14), 2,01 (td, J = 13,6, 4,8 Hz, H-15), 1,83 — 1,76 (m, H-
15), 1,51 — 1,38 (m, H-7, H-8), 1,00 — 0,86 (m, H-8)

3C NMR (151 MHz, D20) § 174,2 (karboxil C=0), 145,1 (C4), 137,3 (C3), 128,1
(C12), 122,4 (C11), 119,8 (C1), 117,9 (C2), 88,9 (C5), 66,0 (C6), 60,0 (C9), 50,0 (etilén
hid CHy), 46,9 (C16), 40,6 (C13), 38,3 (C14), 34,0 (C15), 29,0 (etilén hid CH>), 25,9
(C7), 20,5 (C10), 17,6 (C8)

N-karboxietilnorkodein  HCl  (86)  (3-((7aR)-7-hidroxi-9-metoxi-4,4a,7,7a-
tetrahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-il)-propionsav
hidroklorid): Hozam: 93%, o.p.: > 200°C bomlas, C20H23NOs, Mt =357,40, HR-MS [M+
H]: szamitott 358,1649, mért 358,1634

'H NMR (600 MHz, D>0) § 6,78 (d, J = 8,3 Hz, H-2), 6,65 (d, J = 8,3 Hz, H-1),
5,61 (d,J=9,8 Hz, H-7), 5,26 (d, /= 9,9 Hz, H-8), 4,94 (dd, J = 6,4, 1,3 Hz, H-5), 4,32
— 4,15 (m, H-6, H-9), 3,71 (s, OCH3), 3,51 (q, J = 7,1 Hz, etilén hid CH>), 3,48 — 3,34
(m, H-16), 3,17 (d, J = 20,3 Hz, H-10), 3,00 — 2,78 (m, H-16, H-14, H-10), 2,75 (td, J =
7,0, 2,5 Hz, etilén hid CH»), 2,22 (d, J= 13,9 Hz, H-15), 2,03 (d, J = 14,4 Hz, H-15)

3C NMR (151 MHz, D20) § 175,1 (karboxil C=0), 146,3 (C4), 142,0 (C3), 133,1
(C7), 129,00 (C12), 125,6 (C8), 124,0 (C11), 120,3 (C1), 114,4 (C2), 90,5 (CS5), 65,7
(C6), 58,9 (C9), 56,4 (OCH3), 50,6 (etilén hid CH>), 46,1 (C16), 41,9 (C13), 38,3 (C14),
32,5 (C15), 29,4 (etilén hid CH»), 21,2 (C10)

N-karboxietildihidronorkodein ~ HCl (87)  (3-((7aR)-7-hidroxi-9-metoxi-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢e]-izokinolin-3-(2H)-il)-
propionsav hidroklorid): Hozam: 95%, o.p.: > 220°C bomlas, C2oH25NOs, Mt = 359,42,
HR-MS [M+ H']: szamitott 360,1805, mért 360,1791
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'H NMR (600 MHz, D;0) § 6,82 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,70 (d, J = 8,2 Hz, H-1),
4,64 (d, J = 6,8 Hz, H-5), 3,99 (q, J = 4,9 Hz, H-6), 3,92 (dd, J = 6,3, 2,6 Hz, H-9), 3,73
(s, OCHs), 3,43 (dt, J= 14,1, 7,2 Hz, etilén hid CHy), 3,37 (dt, J= 13,7, 7,0 Hz, etilén hid
CH,), 3,25 (dd, J = 13,2, 4,7 Hz, H-16), 3,10 (d, J = 19,8 Hz, H-10), 2,90 (dd, J = 19,9,
6,2 Hz, H-10), 2,79 (td, J= 7,1, 4,4 Hz, etilén hid CHy), 2,71 (td, J= 13,3, 4,1 Hz, H-16),
2,35 (ddd, J = 12,0, 5,4, 2,7 Hz, H-14), 2,03 (td, J = 13,7, 4,8 Hz, H-15), 1,77 — 1,68 (m,
H-15), 1,48 — 1,34 (m, H-8, H-7), 0,90 (tt, J = 11,3, 6,0 Hz, H-8)

13C NMR (151 MHz, D;0) § 173,8 (karboxil C=0), 146,0 (C4), 141,5 (C3), 128,1
(C12),123,5(C11), 119,9 (C1), 114,9 (C2), 89,2 (C5), 66,0 (C6), 60,1 (C9), 56,6 (OCH3),
49.9 (etilén hid CHy), 46,9 (C16), 40,5 (C13), 38,1 (C14), 34,1 (C15), 28,9 (etilén hid
CHb,), 25,8 (C7), 20,6 (C10), 17,6 (C8)

N-karboxietilnoroximorfon HCl (88) (3-((7aR)-4a,9-dihidroxi-7-oxo-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢e]-izokinolin-3-(2H)-il)-
propionsav hidroklorid): Hozam: 99%, o.p.: > 280°C bomlas, Ci9H21NOs, Mt = 359,37,
HR-MS [M+ H"]: szamitott 360,1442, mért 360,1332

'"H NMR (600 MHz, D>0) § 6,72 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,69 (d, J = 8,3 Hz, H-1),
4,93 (s, H-5), 3,74 (d, J= 6,1 Hz, H-9), 3,41 (m, etilén hid CH>»), 3,34 — 3,25 (m, H-16,
H-10), 3,05 (dd, /= 19,9, 6,3 Hz, H-10), 2,89 (td, J = 14,8, 5,1 Hz, H-7), 2,85 — 2,66 (m,
H-16, etilén hid CH»), 2,60 (td, /= 13,4, 4,8 Hz, H-15), 2,21 (dt, /= 14,8, 3,2 Hz, H-7),
1,95 (ddd, J = 14,5, 5,2, 3,0 Hz, H-8), 1,64 (ddd, /= 17,9, 13,7, 3,5 Hz, H-8, H-15)

BC NMR (151 MHz, D;0) § 211,5 (C6), 175,0 (karboxil C=0) 143,2 (C4), 138,7
(C3),127,2(C12), 121,7(C11),120,9 (C1), 118,7 (C2), 89,5 (C5), 70,6 (C14), 64,0 (C9),
49,7 (etilén hid CH>), 49,1 (C13), 45,8 (C16), 34,4 (C7), 30,5 (C8), 28,2 (etilén hid CH>»),
27,1 (C15), 23,1 (C10)

N-karboxietilnoroxikodon HCl (89) (3-((7aR)-4a-hidroxi-9-metoxi-7-0xo0-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-
propionsav hidroklorid): Hozam: 96%, o.p.: > 260°C bomlas, C20H23NOg, Mt = 373,40,
HR-MS [M+ H']: szdmitott 374,1598, mért 374,1597

'"H NMR (600 MHz, D,0) § 6,87 (d, J = 8,3 Hz, H-2), 6,78 (d, J = 8,4 Hz, H-1),
4,95 (s, H-5), 3,75 (m, H-9, OCH3), 3,42 (t, J = 6,6 Hz, etilén hid CH»), 3,32 (m, H-10,
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H-16), 3,08 (dd, J = 20,0, 6,3 Hz, H-10), 2,89 (td, J = 14,8, 5,1 Hz, H-7), 2,82 (dt, J =
18,2, 6,6 Hz, etilén hid CH>), 2,70 (ddd, J = 13,5, 12,9, 4,5 Hz, H-16), 2,60 (td, J= 13,4,
4,8 Hz, H-15), 2,20 (dt, J = 14,9, 3,2 Hz, H-7), 1,95 (ddd, J = 14,6, 5,2, 3,0 Hz, H-8),
1,68 — 1,59 (m, H-8, H-15)

3C NMR (151 MHz, D20) § 211,0 (C6), 174,9 (karboxil C=0), 144,3 (C4), 142,6
(C3), 127,1 (C12), 122,4 (C11), 121,1 (C1), 115,6 (C2), 89,4 (C5), 70,2 (C14), 64,0 (C9),
56,7 (OCH3), 49,7 (etilén hid CHy), 48,4 (C13), 45,9 (C16), 34,4 (C7), 30,5 (C8), 28,2
(etilén hid CH»), 27,2 (C15), 23,1 (C10)

5.6.3. N-acetilglicin-haptének szintézise
5.6.3.1. N-acetilglicin-haptén észterek szintézise

A sziikséges norvegyiiletet (2 mmol) 30 ml acetonitrilben vagy
dimetilformamidban oldjuk, és natrium-hidrogénkarbonat (10 mmol), illetve kalium-
jodid (2,4 mmol) jelenlétében N-kloracetilglicin-etilésztert (2,4 mmol) adunk az oldathoz.
Az elegyet 8 orat kevertetjiik, €s refluxaltatjuk. VRK-s ellenérzést kdvetden kiszlrjiik a
szervetlen sokat, €s szarazra paroljuk az oldatot. Sziikség esetén oszlopkromatografidsan

tisztitjuk a terméket (kloroform : metanol 9:1).

N-acetilglicinnormorfin-etilészter (90) (etil-2-(2-((7aR)-7,9-dihidroxi-4,4a,7,7a-
tetrahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-il)-acetamido)-acetat):
Hozam: 94%, o.p.: 105°C, C»nH26N2O0¢, Mt = 414,45, HR-MS [M+ H']: szamitott
415,1863, mért 415,1848

"H NMR (600 MHz, DMSO-dy) § 6,42 (d, J = 8,0 Hz, H-2), 6,32 (d, J= 8,1 Hz, H-
1), 5,53 (m, H-7), 5,20 (dt, /= 9,8, 2,8 Hz, H-8), 4,67 (dd, J= 6,1, 1,3 Hz, H-5), 4,06 (q,
J=17,1 Hz, észter CH»), 3,85 (qd, /= 17,4, 6,2 Hz, glicin CH>), 3,35 (dd, /= 6,1, 3,0 Hz,
H-9), 3,20 (d, J= 16,1 Hz, CH2 hid), 2,98 (d, J= 16,1 Hz, CH> hid), 2,76 (d, /= 18,4 Hz,
H-10), 2,71 (dd, J=4,7, 2,5 Hz, H-14), 2,55 (dd, /= 12,1, 4,6 Hz, H-16), 2,41 — 2,29 (m,
H-10, H-16), 2,05 (td, J = 12,5, 4,9 Hz, H-15), 1,61 (d, J = 12,7 Hz, H-15), 1,16 (t, J =
7,1 Hz, észter CH3),

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 171,0 (amid C=0), 170,3 (észter C=0), 146,7
(C4), 139,1 (C3), 133,8 (C7), 131,2 (C12), 128,7 (C8), 125,4 (C11), 119,0 (C1), 116,7
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(C2), 91,8 (C5), 66,9 (C6), 60,8 (észter CHa), 58,9 (CHa hid), 57,6 (C9), 45,0 (C16), 43,5
(C13), 40,9 (glicin CH,), 40,7 (C14), 35,7 (C15), 23,3 (C10), 14,5 (észter CHs)

N-acetilglicindihidronormorfin-etilészter  (91)  (etil-2-(2-((7aR)-7,9-dihidroxi-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-il)-
acetamido)-acetat): Hozam: 91%, o.p.: 76°C, C2H2sN20s, Mt = 416,47, HR-MS [M+
H']: szamitott 417,2020, mért 417,2020

"H NMR (600 MHz, DMSO-dy) § 6,53 (d, J= 8,0 Hz, H-2), 6,42 (d, J = 8,0 Hz, H-
1), 4,47 (d, J= 4,8 Hz, H-5), 4,09 (q, J= 7,1 Hz, észter CH»), 3,88 (d, J = 6,4 Hz, glicin
CH»), 3,85 (d, J = 6,0 Hz, glicin CH»), 3,83 — 3,78 (m, H-6), 3,19 (d, J = 16,1 Hz, CH»
hid), 3,07 (d, J = 3,2 Hz, H-9), 2,93 (d, J = 16,0 Hz, CH> hid), 2,73 (d, J = 18,3 Hz, H-
10), 2,48 (m, H-16), 2,38 (t, J = 18,5 Hz, H-10), 2,29 (s, H-14), 2,26 — 2,18 (m, H-16),
1,90 (td, J= 12,3, 4,9 Hz, H-15), 1,46 (dt, J= 10,8, 2,3 Hz, H-15), 1,40 (dq, /= 13,8, 7,1
Hz, H-8), 1,32 (td, J = 6,7, 3,6 Hz, H-7), 1,18 (m, észter CH3, H-7), 0,86 (d, /= 18,8 Hz,
H-8),

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 171,0 (amid C=0), 170,6 (észter C=0), 146,5
(C4), 138,5(C3), 130,4 (C12),125,3 (C11),118,5(C1),117,2(C2), 90,4 (C5), 66,7 (C6),
61,0 (észter CHy), 59,2 (CH: hid), 58,8 (C9), 45,1 (C16), 42,5 (C13), 41,0 (glicin CH>),
38,2 (C14), 37,5 (C15), 26,0 (C7), 23,0 (C10), 20,0 (C8), 14,6 (észter CHs)

N-acetilglicinnorkodein-etilészter  (92)  (etil-2-(2-((7aR)-7-hidroxi-9-metoxi-
4,4a,7,7a-tetrahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-
acetamido)-acetat): Hozam: 90%, o.p.: olaj, C23H2sN20s, Mt = 428,48, HR-MS [M+ H']:
szamitott 429,2020, mért 429,2011

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 6,59 (d,J= 8,2, H-2), 6,44 (d, J= 8,3, H-1), 5,53
(d, J=9,8 Hz, H-7), 5,21 (dt, J = 7,4, 3,4 Hz, H-8), 4,69 (d, J = 5,4 Hz, H-5), 4,10 (m,
H-6),4,06 (q,/=7,2,4,7, 2,6 Hz, észter CH»), 3,86 (m, glicin CH>»), 3,69 (s, OCH3), 3,37
(dt,J=17,6, 3,8 Hz, H-9), 3,20 (dd, J= 16,3, 4,2 Hz, CH> hid), 2,98 (dd, /= 15,7, 3,8 Hz,
CH: hid), 2,80 (dd, J = 18,5, 4,1 Hz, H-10), 2,75 — 2,69 (m, H-14), 2,58 (m, H-16), 2,41
—2,31 (m, H-10, H-16), 2,11 — 1,99 (m, H-15), 1,61 (d, J = 12,9 Hz, H-15), 1,16 (t,J =
7,1,4,7, 2,3 Hz, észter CH3)
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13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 170,9 (amid C=0), 170,5 (észter C=0), 147,7
(C4), 141,8 (C3), 133,7 (C7), 131,5 (C12), 128,7 (C8), 127.5 (C11), 118,8 (C1), 113.8
(C2), 92,4 (C5), 67,0 (C6), 60,9 (észter CH,), 58,9 (CH, hid), 55,5 (OCHs), 57,7 (C9),
44,9 (C16), 43,6 (C13), 40,9 (glicin CH,), 40,6 (C14), 35,7 (C15), 23,4 (C10), 14,5 (észter
CHs)

N-acetilglicindihidronorkodein-etilészter ~ (93)  (etil-2-(2-((7aR)-7-hidroxi-9-
metoxi-4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-
il)-acetamido)-acetat): Hozam: 89% o.p.: 76°C, C23H30N206, Mt = 430,49, HR-MS [M+
H']: szamitott 431,2177, mért 431,2165

'H NMR (600 MHz, DMSO-dy) § 6,70 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,54 (d, J= 8,2 Hz, H-
1), 4,49 (dd, J=4.9, 3,6 Hz, H-5), 4,08 (q, J = 7,1 Hz, észter CH>), 3,88 (d, J = 6,3 Hz,
glicin CH»), 3,84 (d, J = 5.9 Hz, glicin CH»), 3,82 (q, J = 3,9 Hz, H-6), 3,76 (s, OCH3),
3,20 (d, /= 16,1 Hz, CH> hid), 3,09 (dd, J = 6,1, 2,7 Hz, H-9), 2,93 (d, /= 16,1 Hz, CH»
hid), 2,77 (d, J= 18,4 Hz, H-10), 2,48 — 2,40 (m, H-10), 2,30 (ddd, /= 11,5, 6,7, 2,7 Hz,
H-14), 2,20 (td, J = 12,2, 3,4 Hz, H-16), 1,90 (td, J = 12,4, 4,9 Hz, H-15), 1,45 (dd, J =
11,6, 3,1 Hz, H-15), 1,39 (dt, J = 13,4, 6,8 Hz, H-8), 1,32 (qd, /= 6,8, 4,7 Hz, H-7), 1,18
(t,J=17,1 Hz, észter CH3), 0,89 (tt, J= 12,7, 6,4 Hz, H-8)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 8 171,0 (amid C=0), 170,4 (észter C=0), 147,4
(C4), 141,3 (C3),130,6 (C12), 127,2 (C11), 118,5(C1), 114,5 (C2), 90,7 (C5), 66,4 (C6),
60,8 (észter CH2), 59,1 (CH2 hid), 58,6 (C9), 55,9 (OCH3), 45,0 (C16), 42,3 (C13), 40,9
(glicin CH>), 38,3 (C14), 37,3 (C15), 26,1 (C7), 22,9 (C10), 19,8 (C8), 14,5 (észter CH3)

N-acetilglicinnoroximorfon-etilészter (94) (etil-2-(2-((7aR)-4a,9-dihidroxi-7-oxo-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢e]-izokinolin-3-(2H)-il)-
acetamido)-acetat): Hozam: 95%, o.p.: 83°C, C2H26N207, Mt = 430,45, HR-MS [M+
H']: szamitott 431,1813, mért 431,1799

"H NMR (600 MHz, DMSO-dy) § 6,56 (d, J= 8,1 Hz, H-2), 6,53 (d, J= 8,1 Hz, H-
1), 4,77 (s, H-5), 4,09 (qd, /= 7,1, 1,2 Hz, észter CH»), 3,95 (d, J= 6,7 Hz, glicin CH>),
3,80 (d, J = 5,7 Hz, glicin CH»), 3,23 (d, /= 16,0 Hz, CH> hid), 3,02 — 2,89 (m, H-9, H-
10, H-15, CH> hid), 2,59 — 2,53 (m, H-16), 2,53 — 2,51 (m, H-10), 2,43 (td, /= 12,6, 5,0
Hz, H-15), 2,08 (dt, J = 14,3, 3,2 Hz, H-7), 1,99 (td, J = 12,0, 3,7 Hz, H-16), 1,73 (ddd,
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J=13,3, 5,2, 3,0 Hz, H-8), 1,29 (dt, J = 11,9, 2,7 Hz, H-15), 1,18 (t, J = 7,1 Hz, észter
CHa),

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 209,3 (C6), 170,5 (amid C=0), 170,4 (észter
C=0), 143,8 (C4), 139,8 (C3), 130,1 (C12), 123,9 (C11), 119,5 (C1), 117,6 (C2), 89,7
(C5), 70,7 (C14), 64,0 (C9), 60,9 (észter CH), 59,5 (CH> hid), 50,1 (C13), 44,2 (C16),
40,9 (glicin CHy), 36,2 (C7), 31,6 (C8), 29,8 (C15), 24,5 (C10), 14,5 (észter CH3)

N-acetilglicinnoroxikodon-etilészter (95) (etil-2-(2-((7aR)-4a-hidroxi-9-metoxi-7-
oxo0-4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[ 3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-
acetamido)-acetat): Hozam: 96% o0.p.: 81°C, C23H2sN207, Mt =444,48, HR-MS [M+H']:
szamitott 445,1969, mért 445,1964

'H NMR (600 MHz, DMSO-dy) § 6,75 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,67 (d, J= 8,2 Hz, H-
1), 4,85 (s, H-5), 4,09 (qd, /= 17,1, 1,4 Hz, észter CH»), 3,94 (d, J = 5,7 Hz, glicin CH>),
3,79 (d, J = 5,6 Hz, glicin CH>), 3,78 (s, OCH3), 3,24 (d, J = 16,0 Hz, CH: hid), 3,08 —
2,92 (m, CH; hid, H-7, H-10), 2,65 — 2,54 (m, H-10, H-16), 2,40 — 2,37 (m, H-15), 2,08
(dt, J= 14,1, 3,1 Hz, H-7), 1,97 (td, J= 12,0, 3,7 Hz, H-16), 1,75 (ddd, J= 13,3, 5,1, 2,9
Hz, H-8), 1,51 — 1,37 (m, H-8), 1,32 — 1,27 (m, H-15), 1,19 (t, /= 7,1 Hz, észter CH3)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 209,0 (C6), 170,4 (amid C=0), 170,3 (észter
C=0), 142,5 (C3), 144,8 (C4), 130,3 (C12), 126,1 (C11), 119,8 (C1), 115,3 (C2), 90,1
(C5), 70,6 (C14), 60,9 (észter CHz), 59,4 (CH2 hid), 56,8 (OCH3), 50,2 (C13), 44,1 (C16),
40,7 (glicin CH), 36,0 (C7), 31,8 (C8), 63,9 (C9), 29,4 (C15), 24,6 (C10), 14,5 (észter
CHs)

5.6.3.2. N-acetilglicin-haptén észterek hidrolizise

Az N-acetilglicin-haptén-etilésztert (0,5 mmol) alkohol (60 ul) és viz (2,5 ml)
elegyében oldjuk. Az elegyet natrium-hidroxid oldattal (1 M, 0,5 mmol) reagaltatjuk 1
orat 60 °C-on. A hidrolizist VRK-val kovetjiik, €s a kiindulasi anyag foltjanak eltiinését
kovetden a pH-t 3-4 koriilire allitjuk 10 %-os sdsav oldattal. Szarazra parolva a kivant

vegyiilet sdsavas sojat kapjuk.

N-acetilglicinnormorfin HCI (96) (2-(2-((7aR)-7,9-dihidroxi-4,4a,7,7a-tetrahidro-

1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-acetamido)-ecetsav
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hidroklorid): Hozam: 98%, o.p.: > 205°C bomlas, C20H22N20s, Mt = 386,40, HR-MS
[M+ H']: szamitott 387,1551, mért 387,1547

"H NMR (600 MHz, D;0) & 6,65 (d, J = 8,1 Hz, H-2), 6,57 (d, J = 8,2 Hz, H-1),
5,63 (dd, J=9.8, 2,8 Hz, H-7), 5,25 (d, J = 10,0 Hz, H-8), 4,96 (dd, J = 6,4, 1,2 Hz, H-
5), 4,33 - 4,00 (m, H-6, H-9), 3,94 (s, glicin CH»), 3,51 (d, J=7,1 Hz, CH; hid), 3,38 (m,
H-16), 3,15 (d, J=20,1 Hz, H-10), 3,02 (s, H-14), 2,88 (d, H-10), 2,42 — 2,23 (m, H-15),
2,05 (d, J= 14,4 Hz, H-15)

BCNMR (151 MHz, D;0) § 173,1 (karboxil C=0), 165,3 (amid C=0), 145,5 (C4),
138,0 (C3), 133,1 (C7), 129,2 (C12), 125,5 (C8), 123,0 (C11), 120,3 (C1), 117,7 (C2),
90,3 (C5), 65,2 (C6), 60,4 (C9), 57,6 (CH2 hid), 47,1 (C16),41,7 (C13), 41,2 (glicin CHy),
38,0 (C14), 32,2 (C15), 22,0 (C10)

N-acetilglicindihidronormorfin HCI (97) (2-(2-((7aR)-7,9-dihidroxi-4,4a,5,6,7,7a-
hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-il)-acetamido)-ecetsav
hidroklorid): Hozam: 94%, o.p.: > 225°C bomlés, C20H24N2Os, Mt = 388,41, HR-MS
[M+ H"]: szamitott 389,1707, mért 389,1765

'H NMR (600 MHz, D20) § 6,83 (d, J = 8,3 Hz, H-2), 6,65 (d, J = 8,3 Hz, H-1),
4,74 (d, J = 5,6 Hz, H-5), 4,41 — 4,17 (m, H-6, H-9), 4,16 — 4,00 (m, H-6, H-9), 3,96 (d,
J=13,6 Hz, glicin CH») 3,31 (d, J = 14,0 Hz, H-16), 3,11 (t, J = 19,5 Hz, H-10), 2,89 (d,
J=13,5 Hz, CH» hid), 2,53 (m, H-14), 2,11 (s, H-15), 1,81 (d, J = 13,0 Hz, H-15), 1,47
(m, H-8), 0,95 (m, H-8)

BCNMR (151 MHz, D,0) § 172,9 (karboxil C=0), 165,3 (amid C=0), 145,6 (C4),
138,5 (C3), 128,7 (C12), 123,2 (C11), 120,0 (C1), 117,1 (C2), 89,7 (C5), 66,1 (C6), 61,1
(C9), 57,0 (CH2 hid), 47,8 (C16), 41,4 (glicin CH>), 41,2 (C13), 38,2 (C14), 32,9 (C15),
25,7 (C7), 21,6 (C10), 17,9 (C8)

N-acetilglicinnorkodein HC1 (98) (2-(2-((7aR)-7-hidroxi-9-metoxi-4,4a,7,7a-
tetrahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-il)-acetamido)-ecetsav
hidroklorid): Hozam: 99%, o.p.: > 200°C bomlés, C21H24N2Os, Mt = 400,43, HR-MS
[M+ H']: szamitott 401,1707, mért 401,1704

'H NMR (600 MHz, D>0) § 6,80 (d, J = 8,3 Hz, H-2), 6,66 (d, J = 8,3 Hz, H-1),
5,62 (d, J=9,9 Hz, H-7), 5,25 (d, J = 10,0 Hz, H-8), 4,97 (d, J = 6,3 Hz, H-5), 4,29 —
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4,23 (m, H-6, H-9), 3,94 (m, CHa hid, glicin CH), 3,72 (s, OCH), 3,39 (m, H-16), 3,20
3,17 (m, H-10, H-16), 3,03 (m, H-14), 2,33 (t, J = 13,0 Hz, H-15), 2,04 (d, J= 14,5 Hz,
H-15)

13C NMR (151 MHz, D,0) § 173,2 (karboxil C=0), 165,4 (amid C=0), 146,3 (C4),
142,2 (C3), 133,0 (C7), 128,8 (C12), 125,2 (C8), 123,8 (C11), 120,2 (C1), 114,7 (C2),
90,7 (C5), 65,7 (C6), 60,4 (C9), 56,8 (OCH:), 54,5 (CH, hid), 47,1 (C16), 41,3 (glicin
CH,), 41,9 (C13), 37,9 (C14), 32,2 (C15), 22,1 (C10)

N-acetilglicindihidronorkodein  HCl1  (99)  (2-(2-((7aR)-7-hidroxi-9-metoxi-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢e]-izokinolin-3-(2H)-il)-
acetamido)-ecetsav hidroklorid): Hozam: 95%, o.p.: > 205°C bomlas, C21H26N20s, Mt =
402,44, HR-MS [M+ H']: szamitott 403,1864, mért 403,1852

'H NMR (600 MHz, D>0) § 6,87 (d, J = 8,3 Hz, H-2), 6,74 (d, J = 8,4 Hz, H-1),
4,70 (d, J = 5,4 Hz, H-5), 4,03 (d, J = 4,7 Hz, H-6), 3,94 (s, H-9, glicin CH>), 3,76 (s,
OCH»), 3,30 (d, /= 13,0 Hz, H-16), 3,12 (d, J= 19,4 Hz, H-10), 2,97 (d, /= 20,0 Hz, H-
10), 2,87 (d, J=12.9 Hz, H-16)2,80 — 2,74 (m, CH; hid), 2,49 (s, H-14), 2,11 (s, H-15),
1,79 (d, J= 14,0 Hz, H-15), 1,48 — 1,43 (m, H-7, H-8), 0,96 — 0,91 (m, H-8)

BC NMR (151 MHz, D,0) § 172,8 (karboxil C=0), 165,6 (amid C=0), 145,8 (C4),
141,7 (C3), 127,9 (C12), 123,3 (C11), 120,0 (C1), 115,1 (C2), 89,2 (C5), 66,0 (C6), 61,5
(C9), 57,0 (OCH3), 54,4 (CH2 hid), 47,9 (C16), 41,4 (glicin CH»), 40,6 (C13), 38,2 (C14),
33,9 (C15), 26,0 (C7), 21,4 (C10), 17,6 (C8)

N-acetilglicinnoroximorfon  HCl  (100)  (2-(2-((7aR)-4a,9-dihidroxi-7-0xo0-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-
acetamido)-ecetsav hidroklorid): Hozam: 98%, o.p.: > 190°C bomlas, C20H22N207, Mt =
402,40, HR-MS [M+ H']: szamitott 403,1500, mért 403,1495

'H NMR (600 MHz, D>0) § 6,73 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,70 (d, J = 8,3 Hz, H-1),
4,95 (s, H-5), 4,19 (d, J = 16,1 Hz, CH> hid), 3,99 — 3,88 (m, CH> hid, glicin CH>»), 3,83
(d, J=6,1 Hz, H-9), 3,33 (s, H-10), 3,20 (dd, /= 13,2, 4,9 Hz, H-16), 3,08 (dd, J = 20,1,
6,3 Hz, H-10), 2,90 (td, J = 14,8, 4,8 Hz, H-7), 2,68 (td, /= 13,5, 5,0 Hz, H-15), 2,22 (dt,
J=14.8, 3,2 Hz, H-7), 1,99 — 1,92 (m, H-8), 1,72 — 1,59 (m, H-8, H-15)
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BCNMR (151 MHz, D20) § 211,5 (C6), 172,4 (karboxil C=0), 165,2 (amid C=0),
143,2 (C4), 138,8 (C3), 127,1 (C12), 121,5 (C11), 121,1 (C1), 118,7 (C2), 89,3 (C5), 70,7
(C14), 65,0 (C9), 53,6 (CH: hid), 48,7 (C13), 47,0 (C16), 41,6 (glicin CH>), 34,5 (C7),
30,4 (C8), 27,4 (C15), 23,8 (C10)

N-acetilglicin-noroxikodon HCI (101) (2-(2-((7aR)-4a-hidroxi-9-metoxi-7-0xo0-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-
acetamido)-ecetsav hidroklorid): Hozam: 93%, o.p.: > 180°C bomlas, C21H24N207, Mt =
416,42, HR-MS [M+ H+]: szdmitott 417,1656, mért 417,1642

'"H NMR (600 MHz, D>0) § 6,89 (d, J = 8,3 Hz, H-2), 6,81 (d, J = 8,4 Hz, H-1),
4,98 (s, H-5), 4,18 (d, J= 16,1 Hz, CH> hid), 3,95 (d, J= 16,2 Hz, CH> hid), 3,86 (d, J =
6,2 Hz, H-9), 3,79 (d, J = 3,6 Hz, glicin CH»), 3,77 (s, OCHa), 3,35 (d, J = 20,1 Hz, H-
10), 3,22 (dd, J = 13,0, 4,8 Hz, H-16), 3,11 (dd, J = 20,1, 6,3 Hz, H-10), 2,97 — 2,83 (m,
H-7, H-16), 2,69 (td, J= 13,5, 5,0 Hz, H-15), 2,22 (dt, J = 14,9, 3,3 Hz, H-7), 1,98 (ddd,
J=14,5,5,3, 3,1 Hz, H-8), 1,73 — 1,66 (m, H-15), 1,63 (td, /= 14,6, 3,4 Hz, H-8)

BCNMR (151 MHz, D;0) § 211,3, 175,1 (karboxil C=0), 165,2 (amid C=0), (C6),
144,0 (C4),142,8 (C3), 127,1 (C12), 122,5(C11), 121,0 (C1), 115,6 (C2), 89,4 (C5), 70,8
(C14), 65,0 (C9), 56,5 (OCH3), 53,8 (CHz hid), 48,8 (C13), 47,0 (C16), 42,8 (glicin CH>),
34,4 (C7), 30,4 (C8), 27,3 (C15), 23,8 (C10)

5.6.4. N-cianoalkil-haptén prekurzorok szintézise
5.6.4.1. N-cianometil-haptén prekurzorok szintézise

A norvegyiileteket (2 mmol) dimetilformamidban (30 ml) oldjuk, és natrium-
hidrogénkarbonat jelenlétében (10 mmol) kldrecetsavnitrillel (2,2 mmol) reagaltatjuk 80
°C-on egy teljes napot. A reakciét VRK-val kovetjiik a kiindulasi folt eltlinéséig. A
szervetlen sokat sziirjiik, €s az oldatot szarazra paroljuk. Vizben (30 ml) felvessziik a
maradékot, és az oldat pH-jat 9-re allitjuk tomény ammoniaval. Kloroformmal
extrahaljuk (3x25 ml), és az egyesitett szerves fazisokat natrium-szulfaton szaritjuk.
Szlrjiikk, szdrazra paroljuk, és sziikség esetén oszlopkromatografiasan tisztitjuk

(kloroform : metanol 9:1).
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N-cianometil-normorfin (104) (2-((7S,7aR)-7,9-dihidroxi-4,4a,7,7a-tetrahidro-1H-
4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-acetonitril): Hozam: 86%,
CisHi1sN20s3, Mt = 310,35

"H NMR (600 MHz, CDCls-d1) & 6,66 (d, ] = 8,1 Hz, H-2), 6,52 (d, ] = 8,1 Hz, H-
1), 5,70 (ddt, J =9,9, 3,1, 1,5 Hz, H-7), 5,27 (dt, J = 10,0, 2,8 Hz, H-8), 4,91 (dd, J = 6,5,
1,3 Hz, H-5), 4,22 (dq, J = 5,0, 2,5 Hz, H-6), 3,61 (d, J = 16,7 Hz, CH: hid), 3,57 — 3,49
(m, H-9, CHzhid), 3,01 (d, J = 18,7 Hz, H-10), 2,76 — 2,70 (m, H-16), 2,68 (p, ] =2,9 Hz,
H-14), 2,63 (td, J = 12,0, 3,6 Hz, H-16), 2,43 (dd, J = 18,7, 6,2 Hz, H-10), 2,08 (td, J =
12,4, 5,2 Hz, H-15), 1,93 (ddd, J = 12,7, 3,7, 1,8 Hz, H-15)

BC NMR (151 MHz, CDCls-d1) § 145,3 (C4), 138,2 (C3), 133,3 (C7), 133,1 (C12),
130,4 (C11), 127,9 (C8), 120,3 (C1), 117,1 (C2), 116,9 (CN), 91,4 (C5), 66,6 (C6), 58,0
(C9), 44,8 (C16), 43,7 (CH2 hid), 43,2 (C13), 40,9 (C14), 35,4 (C15), 22,0 (C10)

N-cianometil-norkodein (105) (2-((7S,7aR)-7-hidroxi-9-metoxi-4,4a,7,7a-
tetrahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢]-izokinolin-3-(2H)-il)-acetonitril): Hozam:
91%, C19H20N203, Mt = 324,37

"H NMR (600 MHz, DMSO-d) § 6,63 (d, ] = 8,1 Hz, H-2), 6,47 (d, ] = 8,1 Hz, H-
1), 5,55 (d, J = 9,4 Hz, H-7), 5,25 (dt, J = 9,8, 2,8 Hz, H-8), 4,70 (d, J = 6,0 Hz, H-5),
4,13 (tq, J = 5,6, 2,6 Hz, H-6), 3,81 (d, J = 17,1 Hz, CH; hid), 3,73 (m, CH; hid, OCH3),
3,49 (dd, J=6,2, 3,2 Hz, H-9), 2,97 (d, ] = 18,7 Hz, H-10), 2,64 (dd, J = 12,0, 4,9 Hz, H-
16), 2,58 (q, J = 2,9 Hz, H-14), 2,42 (td, J = 12,3, 3,5 Hz, H-16), 2,37 (dd, ] = 18,8, 6,2
Hz, H-10), 2,02 (td, J = 12,6, 5,1 Hz, H-15), 1,71 — 1,65 (m, H-15)

BC NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 147,2 (C4), 141,2 (C3), 133,3 (C7), 130,5 (C12),
127,6 (C8), 126,7 (C11), 118,4 (C1), 118,1 (CN),113,3 (C2), 91,8 (C5), 66,3 (C6), 56,9
(C9), 55,8 (OCH3), 43,5 (C16), 42,8 (C13), 42,5 (CHz hid), 40,3 (C14), 34,9 (C15), 21,8
(C10)

N-cianometil-dihidronorkodein (106) (2-((7S,7aR)-7-hidroxi-9-metoxi-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-
acetonitril): Hozam: 89%, C19H22N203, Mt = 326,39

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 6,70 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,53 (d, J = 8,1 Hz, H-
1), 4,47 (d, J=5,0 Hz, H-5), 3,82 (ddt, J = 10,2, 8,2, 5,2 Hz, H-6), 3,79 — 3,73 (m, OCH3,
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CH, hid), 3,67 (d, J = 17,0 Hz, CH, hid), 3,17 (dd, J = 5,8, 2,8 Hz, H-9), 2,91 (d, J = 18,6
Hz, H-10), 2,54 (dd, J = 11,8, 4,8 Hz, H-16), 2,42 (dd, J = 18,6, 5,8 Hz, H-10), 2,26 (td,
J=12,1,3,7 Hz, H-16), 2,14 (ddd, T = 11,8, 6,4, 2.8 Hz, H-14), 1,82 (td, ] = 12,4, 5,1 Hz,
H-15), 1,50 (ddd, J = 12,5, 3,7, 1,7 Hz, H-15), 1,41 — 1,27 (m, H-7, H-8), 1,26 — 1,14 (m,
H-7), 0,91 (tt, ] = 11,8, 6,1 Hz, H-8)

13C NMR (151 MHz, DMSO-de) 5 146,9 (C4), 141,0 (C3), 129,8 (C12), 126,3
(C11), 118,1 (C1), 117,9 (CN), 114,1 (C2), 89,9 (C5), 65,6 (C6), 58,1 (C9), 56,2 (OCH3),
43,7 (C16), 42,5 (N-CHo), 41,6 (C13), 38,2 (C14), 36,4 (C15), 25,9 (C7), 21,4 (C10),
18,9 (C8),

N-cianometil-noroximorfon-etilén-ketal (107) (2-((7aR)-4a,9-dihidroxi-
1,2,4,4a,5,6-hexahidrospiro-[4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-7,2'-[1,3]-
dioxolan]-3-(7aH)-il)-acetonitril): Hozam: 92%, C20H22N2Os, Mt = 370,40

'H NMR (600 MHz, DMSO-d) § 6,54 (d, ] = 8,0 Hz, H-2), 6,44 (d, ] = 8,0 Hz, H-
1), 4,33 (s, H-5), 4,04 (td, J = 7,0, 4,6 Hz, ketal CH>), 3,90 (q, J = 6,8 Hz, ketal CH>),
3,83 (d, J = 17,2 Hz, CH; hid), 3,76 (dd, J = 14,0, 7,0 Hz, ketadl CH»), 3,73 — 3,66 (m,
ketal CHz, CH2 hid), 3,13 (d, J = 18,3 Hz, H-10), 2,94 (d, J = 5,0 Hz, H-9), 2,55 (dd, J =
18,4, 5,3 Hz, H-10), 2,31 — 2,16 (m, H-7, H-16), 2,04 (dt, J = 11,9, 6,9 Hz, H-8), 1,44 —
1,32 (m, H-8), 1,24 (d, J = 6,0 Hz, H-7)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 144,7 (C4), 138,9 (C3), 130,1 (C12), 122,2
(C11),117,9 (CN), 117,4 (C1), 116,6 (C2), 108,1 (C6), 92,1 (C5), 69,7 (C14), 65,7 (ketal
CH>), 63,9 (ketal CH>), 63,2 (C9), 46,8 (C13), 43,2 (C16), 42,4 (CH2 hid), 29,0 (C7), 28,3
(C8), 23,6 (C10)

N-cianometil-noroxikodon-etilén-ketal ~ (108)  (2-((7aR)-4a-hidroxi-9-metoxi-
1,2,4,4a,5,6-hexahidrospiro-[4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-7,2'-[ 1,3]-
dioxolan]-3-(7aH)-il)-acetonitril): Hozam: 91%, C21H24N2Os, Mt = 384,43

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 6,75 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,58 (d, J = 8,1 Hz, H-
1), 4,38 (s, H-5), 4,07 — 3,99 (m, ketal CH»), 3,86 — 3,67 (m, ketdl CH>, CH; hid), 3,77 (s,
OCHs), 3,18 (d, J= 18,3 Hz, H-10), 2,97 (d, /= 5,0 Hz, H-9), 2,58 (dd, J = 18,5, 5,2 Hz,
H-10), 2,50 (m, H-16), 2,27 — 2,18 (m, H-7, H-16), 2,09 — 2,00 (m, H-8), 1,44 — 1,33 (m,
H-8), 1,24 (d, J=9,3 Hz, H-7)
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3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 145,7 (C4), 141,7 (C3), 130,3 (C12), 124,5
(C11),117,9 (CN), 117,8 (C1), 113,9 (C2), 108,3 (C6), 92,5 (C5), 69,5 (C14), 65,6 (ketal
CH>), 64,0 (ketal CH>), 63,1 (C9), 56,3 (OCH3), 46,9 (C13), 42,9 (C16), 42,5 (CH2 hid),
29,5 (C7), 28,4 (C8), 23,6 (C10)
5.6.4.2. N-cianoetil-haptén prekurzorok szintézise

A norvegyiileteket (2 mmol) abszolut etanolban (30 ml) oldjuk, és trietil-amin
savmegkotd jelenlétében (10 mmol) akrilnitrillel (2,2 mmol) refluxaltatjuk 3 orat. A
reakciot VRK-val kovetjiik a kiindulési folt eltiinéséig. Sziikség esetén még egy részlet
akrilnitrilt adunk az oldathoz. Az oldatot szarazra paroljuk, és ha kell

oszlopkromatografidsan tisztitjuk (kloroform : metanol 9:1).

N-cianoetil-normorfin (109) (3-((7S,7aR)-7,9-dihidroxi-4,4a,7,7a-tetrahidro-1H-
4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-propannitril): Hozam: 88%,
C19H20N203, Mt = 324,37

"H NMR (600 MHz, DMSO-d) § 6,46 (d, ] = 8,1 Hz, H-2), 6,34 (d, ] = 8,0 Hz, H-
1), 5,54 (d, J = 9,8 Hz, H-7), 5,22 (dt, J = 9,8, 2,8 Hz, H-8), 4,68 (d, J = 6,0 Hz, H-5),
4,12 (m, H-6), 3,54 — 3,31 (m, H-9), 2,76 (m, H-10, N-CH>), 2,71 — 2,57 (m, H-16, N-
CH», CHy-CN), 2,55 — 2,52 (m, H-14), 2,34 — 2,27 (m, H-10, H-16), 1,97 (td, J = 12,6,
4,9 Hz, H-15), 1,63 (d, ] = 12,4 Hz, H-15)

BCNMR (151 MHz, DMSO-de) § 146,3 (C4), 138,5 (C3), 133,6 (C7), 130,9 (C12),
128,2 (C8), 125,2 (C11), 120,1 (CN), 118,5 (C1), 116,4 (C2), 91,5 (C5), 66,4 (C6), 56,6
(C9), 50,0 (N-CH2), 43,9 (C13), 43,3 (C16), 40,4 (C14), 35,4 (C15), 22,2 (C10), 16,5
(CH2-CN)

N-cianoetil-norkodein (110) (3-((7S,7aR)-7-hidroxi-9-metoxi-4,4a,7,7a-tetrahidro-
1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-¢e]-izokinolin-3-(2H)-il)-propannitril): Hozam: 94%,
C20H22N203, Mt = 338,40

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 6,61 (d, J= 8,1 Hz, H-2), 6,46 (d, J = 8,0 Hz, H-
1), 5,54 (dddd, J=9.8, 3,3, 2,1, 1,3 Hz, H-7), 5,23 (dt, /= 9,7, 2,8 Hz, H-8), 4,69 (dd, J
=6,0, 1,3 Hz, H-5), 4,13 (tq, J = 5,6, 2,6 Hz, H-6), 3,72 (s, OCHs), 3,47 — 3,40 (m, H-9),
2,83 — 2,72 (m, H-10, N-CH>»), 2,70 — 2,60 (m, H-16, N-CHz, CH»-CN), 2,55 (m, H-14),
2,38 — 2,25 (m, H-10, H-16), 1,98 (td, J = 12,6, 5,0 Hz, H-15), 1,67 — 1,60 (m, H-15)
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13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 147,2 (C4), 141,0 (C3), 133,3 (C7), 131,0 (C12),
127,7 (C8), 126,38 (C11), 120,1 (CN), 118,0 (C1), 112,8 (C2), 91,8 (C5), 66,1 (C6), 56,1
(C9), 55,7 (OCH3), 49,8 (N-CHa), 43,4 (C16), 41,7 (C13), 40,0 (C14), 35,1 (C15), 21,9
(C10), 16,3 (CH,-CN)

N-cianoetil-dihidronorkodein (111) (3-((7S,7aR)-7-hidroxi-9-metoxi-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidro-1H-4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-3-(2H)-il)-
propannitril): Hozam: 92%, C20H24N203, Mt = 340,42

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 6,69 (d, J = 8,1 Hz, H-2), 6,53 (d, J= 8,2 Hz, H-
1),4,46 (dd, J=17,2, 4,8 Hz, H-5), 3,86 — 3,79 (m, H-6), 3,76 (s, OCH3), 3,12 — 3,07 (m,
H-9), 2,78 — 2,70 (m, N-CH, H-10), 2,65 — 2,60 (m, CH2-CN), 2,59 — 2,52 (m, N-CH>,
H-10), 2,39 (dd, J = 18,5, 5,9 Hz, H-10), 2,16 — 2,07 (m, H-14, H-16), 1,79 (td, J = 12,5,
5,0 Hz, H-15), 1,49 — 1,28 (m, H-7, H-8- H-15), 1,16 (ddd, J = 16,0, 13,5, 6,9 Hz, H-7),
0,88 (ddd, /= 18,0, 13,0, 6,6 Hz, H-8)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 146,7 (C4), 140,7 (C3), 130,2 (C12), 127,0
(C11), 120,1 (CN), 117,8 (C1), 113,6 (C2), 90,0 (CS5), 65,4 (C6), 57,2 (C9), 49,7 (N-
CH»), 43,4 (C16), 42,2 (C13), 37,9 (C14), 36,7 (C15), 25,5 (C7), 21,3 (C10), 19,1 (C8),
16,2 (CH2-CN)

N-cianoetil-noroximorfon-etilén-ketal (112) (3-((7aR)-4a,9-dihidroxi-1,2,4,4a,5,6-
hexahidrospiro-[4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-izokinolin-7,2'-[1,3]-dioxolan]-3-(7aH)-
il)-propannitril): Hozam: 97%, C21H24N20s, Mt = 384,43

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 6,54 (d, J = 8,0 Hz, H-2), 6,45 (d, J= 8,1 Hz, H-
1), 4,35 (s, H-5), 4,05 (td, J = 6,9, 4,5 Hz, ketal CH>), 3,91 (q, J = 6,8 Hz, ketal CH>),
3,77 (q, J = 7,0 Hz, ketal CH»), 3,70 (td, J = 6,5, 4,6 Hz, ketal CH>), 2,92 (d, /= 18,3 Hz,
H-10), 2,87 (d, J = 5,4 Hz, H-9), 2,77 — 2,68 (m, N-CH», CH2-CN), 2,71 — 2,61 (m, N-
CH»), 2,58 — 2,51 (m, H-10, H-16), 2,14 (td, /= 12,4, 4,9 Hz, H-7), 2,09 — 1,99 (m, H-8,
H-16), 1,45 - 1,35 (m, H-8), 1,25 — 1,18 (m, H-7)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 144,5 (C4), 138,9 (C3), 130,3 (C12), 122,7
(C11),119,8 (CN), 117,4 (C1), 116,6 (C2), 108,2 (C6), 92,3 (C5), 69,2 (C14), 65,7 (ketal
CH>), 64,0 (ketal CH2) 62,7 (C9), 48,8 (N-CH»), 47,3 (C13), 42,2 (C16), 30,5 (C7), 28,7
(C8), 23,3 (C10), 16,0 (CH2-CN)
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N-cianoetil-noroxikodon-etilén-ketal (113) (3-((7aR)-4a-hidroxi-9-metoxi-
1,2,4,4a,5,6-hexahidrospiro-[4,12-metanobenzofuro-[3,2-e]-i1zokinolin-7,2'-[1,3]-
dioxolan]-3-(7aH)-il)-propannitril): Hozam: 97%, C22H26N20s, Mt = 398,18

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 6,74 (d, J = 8,2 Hz, H-2), 6,58 (d, J= 8,2 Hz, H-
1), 4,40 (s, H-5), 4,06 — 4,00 (m, ketal CH>), 3,85 — 3,76 (m, ketal CHz), 3,76 (s, OCHs),
3,70 (q, J = 5,8 Hz, ketal CH>), 2,96 (d, J = 18,4 Hz, H-10), 2,90 (d, J = 5,3 Hz, H-9),
2,78 — 2,52 (m, H-10, H-16, N-CH2, CH»-CN), 2,15 (td, J = 12,5, 5,0 Hz, H-7), 2,03 (tt,
J=12,1, 3,2 Hz, H-8), 1,46 — 1,33 (m, H-8), 1,22 (d, /= 18,4 Hz, H-7)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 145,6 (C4), 141,8 (C3), 130,3 (C12), 124,7
(C11),119,7 (CN), 117,6 (C1), 113,8 (C2), 108,2 (C6), 92,4 (C5), 69,3 (C14), 65,5 (ketal
CH>), 63,9 (ketal CH»), 62,5 (C9), 56,1 (OCHs), 48,7 (N-CH>), 47,1 (C13), 42,2 (C16),
30,4 (C7), 28,5 (C8), 23,2 (C10), 16,0 (CH2-CN)
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6. Kovetkeztetések

Figyelembe véve az elmult negyven év eredményeit a kabitdszerek elleni vakcinak
fejlesztésében, 1j, potencialis haptén tipusi molekulak szintézisét terveztiik meg. Ehhez
a morfin és tarsvegyiileteinek funkcionalizdsara volt sziikség, amit tobbféle modon
valésitottunk meg.

A C3-as helyzetben fenolos hidroxilcsoportot tartalmazo vegytileteket O-alkileztiik
brém-, illetve klorecetsav-etilészterrel, majd pedig hidrolizaltuk a molekulakat, hogy
kapcsolasra alkalmas karboxilcsoportot alakitsunk ki. Ezzel a szakirodalomban eddig
nem ismert 6 ) vegyliletet allitottunk eld.

A nitrogénen keresztliil funkcionalizalt vegyiiletek szintézis¢hez el6szor
sziikségiink volt a megfeleld nor-szarmazékokra. Ezt a klorszénsav-vinilészterrel végzett
N-demetilezés modositasan keresztiil értilk el, amihez klorszénsav-a-kloretilészter
reagenst hasznaltunk. Ezzel a mddszerrel, j6 hozammal és tisztasdggal jutottunk a kivant
kiindulasi molekulédkhoz.

Ezt kovetden bromecetsav-etilészterrel, illetve etil-akrilattal végzett N-alkilezési
reakcidkon keresztiil jutottunk a metilén-, illetve etilén-hidon keresztiil kapcsolt karboxil-
szarmazékok észtereihez. A 3-O-alkil-haptén észterekhez hasonldan hidrolizissel nyertiik
a szabad savakat. A 24 eldéallitott vegylilet koziil 20-at a kutatdcsoportunk publikalt
elészor.

A kabitoszervakcindk ¢és az immunanalitikai meghatarozasokhoz feltétleniil
sziikséges a funkcionalizalassal eldallitott haptének kapcsolasa hordozoémolekulakhoz,
jelen esetben fehérjékhez. Ezt modellezendd glicin-etilésztert valasztottunk, hogy a
fehérjekémidban  altalanosan  haszndlt  kapcsoloszerekkel — végzett reakciokat
tanulmanyozzuk. Sajnos a probareakciok nem hoztak sikert, igy alternativ megoldast
kellett talalni erre a problémara.

A metilén-hidas szdrmazékok esetében egy lépésben lehetett megvaldsitani a
funkcionalizalast és konjugaciot. Az igy nyert N-acetilglicin-haptén-etilészterek
hidrolizisével szintén szabad karboxilcsoportot tartalmazo, haptén-tipust vegyiiletekhez
jutottunk.

Noha a haptén és fehérje (aminosav) kdzotti konjugéaciot nem tudtuk megvaldsitani,
az Osszes eloallitott vegyiilet szerkezetfelderitését elvégeztiik, amivel értékes adatbazist

nyertiink a funkcionalizalt morfin-szarmazékok spektralis adataira vonatkozdan. Az
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acetilglicin-szdrmazékok esetében tovabbi lehetdségek kinadlkoznak hordozémolekulaval
vald  konjugéciéra, mivel alkalmas molekuldknak szamitanak szilardfazisa
fehérjekapcsolasi reakciokhoz.

Ugyan a dolgozat 6 téméja €s célkitlizése 0j tipust haptén molekuldk eléallitasa,
amiket immunizalasra lehet felhasznalni, nem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy a
vegyliletek tovabbra is a major analgetikumok csoportjaba tartoz6 morfinszarmazékok.
Ahogyan azt az irodalmi attekintésben a ciano-vegyiiletek esetében lathattuk, a nitrogén
metil szubsztituensének valtoztatdsaval lényegesen befolyasolhatjuk a vegyiiletek
hatasat. fgy az altalunk elSallitott molekulaknal is szamitani kell hatasbeli valtozasra, ami
miatt a legpotensebb szarmazékokat (normorfin, dihidronormorfin, noroximorfon,

noroxikodon) elkiildtiik in vitro és in vivo vizsgalatokra, amik jelenleg is zajlanak.
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7. Osszefoglalas

A legkiilonfélébb szerek haszndlata az emberiséggel egyidés. Az, hogy
tarsadalmilag mit tartunk még elfogadottnak, allanddan valtozott az évezredek soran, és
ez a folyamat még napjainkban is tart (pl. kannabisz legalizalasanak kérdése). Viszont a
legkomolyabb tarsadalmi, gazdasagi és egyéni problémat okoz6 ablizusszerek, €liikon a
morfinnal és heroinnal valoszintileg sose fognak a nyugati tipusu tarsadalmak elfogadott
rekreacids célu szerei kozé tartozni. Ennek ellenére a kabitoszerkereskedelem viragkorat
¢li, és a globalizalodd vilagunkban egyre konnyebben és gyorsabban lehet hozzajutni
ezekhez az illegélis szerekhez. A fliggdséggel kiiszkdddk szdmara igy még fontosabb
Ujabb alternativ terapiak kidolgozasa.

A 2000-es években Ujra a tudomanyos figyelem kozéppontjaba keriilt a mar négy
évtizede megfogalmazddott kabitoszer vakcinacid kérdése. Rdéadasul ezek az
immunolodgiailag aktiv vegyiiletek nem csak a védekezés terén mutatkoznak igéretesnek,
hanem a kabitoszerek biologiai kozegbdl vald kvantitativ meghatarozéasaban is.

Doktori munkdm soran 54 olyan vegyiiletet allitottunk eld, és azonositottuk a
szerkezetiiket, amik a morfin-haptén kutatdsokban potencialis jeloltek lehetnek késdbbi
vizsgalatok sordn (3-O-karboximetil-morfin, oximorfon, naloxon és naltrexon, illetve
ezek etilészterei; N-karboximetil-, valamint etil-normorfin, dihidronormorfin, norkodein,
dihidronorkodein, noroximorfon, noroxikodon és etilésztereik; tovabba N-acetilglicin-
normorfin, dihidronormorfin, norkodein, dihidronorkodein, noroximorfon, noroxikodon
¢s mindegyik etilésztere; végezetiil N-cianometil- ¢€s etil-normorfin, norkodein,
dihidronorkodein, noroximorfon-etilénketéal és noroxikodon-etilénketal). Ezek koziil 44-
et elsdként szintetizaltunk, mig az 1D és 2D NMR mérések alapjan tortént pontos
asszignaciokat par kivételtdl eltekintve magam végeztem.

A legnagyobb abuzus potenciallal rendelkez6 szdrmazékokat (normorfin,
dihidronormorfin, noroximorfon, noroxikodon) bioldgiai vizsgéalatokra is elkiildtiik, ezek
az in vitro €s in vivo vizsgalatok jelenleg is tartanak.

Fontosnak tartom megjegyezni, hogy noha nem a sajat doktori munkémat képezik,
viszont az intézetiinkben folyd egyéb kutatasok keretén beliil a ciano-vegyiiletek
kivételével az Osszes termék protonalddasi makro- és mikordlland6it meghataroztak.
Ezzel az altalunk eldallitott vegyiiletek szervezetbeni sorsardl és pH-fiiggd

részecskeeloszlasukrol kaphatunk fontos informaciot. [69, 70]
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8. Summary

Use of the most various substances is as old as mankind. The judgement of society
is continuously changing about what is illicit and nowdays the question of legalization is
more actual than ever (eg. cannabis). However legalizing morphine or heroin for
recreational use in Western cultures is very unlikely, as these subtances cause the most
harm in every aspect of life (social, economical, individual). Despite of these the golden
age of drug trafficking is already present because of our globalizing world. Buy and sell
is easier, faster and more secure than ever in history. Thus helping the drug addicts with
new possibility of therapies is a major task.

The four decades old concept of drug vaccination has gained scientific spotlight in
the 2000s again. The immunological active molecules have proved their ability to fight
against drug abuse and in addition they can be used for quantitatve determination of
illegal subtances in biological samples.

During my PhD work 54 moleculs were synthesized and characterized, which could
be proven as potential morphine hapten derivatives during in vitro and in vivo
experiments (3-O-carboxymethyl-morphine, oxymorphone, naloxone és naltrexone, and
their ethyl esters; N-carboxymethyl-, and ethyl-normorphine, dihydronormorphine,
norcodeine, dihydronorcodeine, noroxymorphone, noroxycodone and their ethyl ester
derivatives;  N-acetylglycine- normorphine, dihydronormorphine, norcodeine,
dihydronorcodeine, noroxymorphone, noroxycodone and their ethyl esters; N-
cyanomethyl- and ethyl- normorphine, norcodeine, dihydronorcodeine, noroxymorphone
ethylene ketal, noroxycodone ethylene ketal). 44 of these were synthesized and the exact
structures were determined for almost all of them for the first time using 1D and 2D NMR
measurements.

The in vitro and in vivo tests of the compounds with the highest abuse potential
(normorphine, dihydronormorphine, noroxymorphone, noroxycodone) are in progress.

I would like to mention that although determining the protonation macro- and
microconstants was not part of my PhD work, these physicochemical parameters were
measured by my colleagues. Thus gaining information about the fate in human body and

the pH dependent distribution of our sythesized compounds is also possible. [69, 70]
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11. Koészonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani témavezetomnek, Dr. Hosztafi Sandornak, hogy
végig segitette munkamat, kezdve a TDK-val, folytatva a szakdolgozat készitésével, most
pedig a doktori disszertacioval. A tAmogatasanak hala izelit6t kaphattam a morfin-kémia
végtelennek tlind vilagdba, aminek hihetetlen mennyiségli tudassal rendelkezd
szakembere.

Szeretném koszonetemet kifejezni a Gyogyszerészi Kémiai Intézet Osszes
munkatarsanak. Szivem szerint egyesével kiemelnék mindenkit, de fél6, hogy hosszabb
lenne, mint a doktori disszertaciom egésze. Igy mindenkinek sz6l, mikor hélat adok a
szakmai, szellemi, lelki és mindennapi tdmogatasért.

Koszonet illeti meg sziileimet, hogy nevelésiik, segitségiik €s tdamogatasuk révén
azzé valhattam, ¢és ott tarthatok az életben, aki és ahol vagyok. Egy egész élet is kevés
lenne ra, hogy mindezt meghalaljam, és viszonozzam nekik.

Koszonettel tartozom feleségemnek, hogy ahogyan az életiink minden teriiletén és
pillanatdban, ugy ezen a szakaszon is végig velem volt €s rendiiletleniil timogatott. A
végeredmény lehet, hogy az enyém, de a munka most is, mint mindig k6zos. Egy Gjabb
fejezet zarul le életiink regényében, és kivancsian varom a kovetkezot.

Végezetiil pedig szeretném nagymamam emlékének ajanlani a disszertaciomat.

K06sz6nok mindent, Babi mama!
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