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Keksint& koskee uusia kannabinolijohdannaisia, joita voi-
daan kdyttd4i parannetuissa immuunimdirityksissid kanna-
binolimetaboliittien toteamiseksi veri- tai virtsandyt-

teistd. Uusien kannabinolijohdannaisten kaava on
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jossa R on liitosketju, joka valitaan ryhmdstsd, joka
koostuu p-aminobentsyyliryhmdsti, tai 1-7 hiiliatomia
kdsittdvdstid haarautuneen ketjun omaavasta tai suoraket-
juisesta aminoalkyyliryhmisti, t&min orgaanisen hapon
tai mineraalihapon kanssa muodostamasta suolasta, p-
aminobentsyyli- tai aminoalkyyliryhm&n isosyanaatti-

tai isotiosyanaattijohdannaisesta, 1-7 hiiliatomi k&-
sittdvan aminoalkyyliryhmin karboksyylipidtteisestsd joh-
dannaisesta tai tdmin suolasta ja karboksyylipddtteisen
johdannaisen aktivoidusta johdannaisesta.
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Uppfinningen avser nya kannabinolderivat, vilka kan anvidndas i
férbdttrade immunobestimningar f&r detektering av kannabinol-
metaboliter i blod- och urinprov. De nya kannabinolderivaten

N
N\

har formeln:

ey
NZEYAY
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N NN\ NN
vari R dr en vidhdngande kedja, vilken valts bland en p-amino-
bensylgrupp eller en fdrgrenad eller linedr aminoalkylgrupp med
1-7 kolatomer eller ett additionssalt med en organisk eller
oorganisk syra,ett isocyanat eller isotiocyanatderivat av
p-aminobensyl- eller aminoalkylgruppen, ett karboxyldndat
derivat av aminoalkylgruppen med 1-7 kolatomer eller ett salt
ddrav, och ett aktiverat derivat av det karboxylindade deriva-
tet.
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Uusia kannabinolijohdannaisia ja niiden kdyttd kannabinoli-
metaboliittien immuunim&&rityksessa
-

T&ma keksintd koskee uusia tetrahydrokannabinolijoh-
dannaisia ja ndiden johdannaisten kdyttd&8 reagensseina pa-
rannetuissa immuunimé@drityksissé kannabinolimetaboliittien
mddritté&miseksi biologisista nestendytteisti.

Marihuanan kdyttn lisd&ntyminen on johtanut mddri-
tyksien kehittédmiseen kasvin pddasiallisen vaikuttavan ai-
neosan, A° -tetrahydrokannabinolin (THC:n), ja erityisesti
THC-metaboliittien toteamiseksi virtsa- ja verindytteista.
Ndissd m8&rityksissd kdytetddn leimattuja kannabinolijoh-
dannaisia sekd huumemetaboliittien vasta-aineita.

Kdytdnndssd veri- tai virtsandyte, jonka epdill&an
sisdltédvén kannabinolimetaboliitteja (mukaanlukien gluku-
ronidit ja muut konjugaatiotuotteet), saatetaan kosketuk-
siin vasta-aineiden kanssa leimatun johdannaisen l&sn&ol-
lessa. Siind m&&rin kuin ndyte sis&ltd4 kannabinolimetabo-
liitteja, ilmenee kilpailua vasta-aineiden sitoutumiskes-
kuksista, ja sitoutuneen leimatun johdannaisen m&&ra véhe-
nee suhteessa kyseisen kilpailun voimakkuuteen.

Kuvauksia erdistd tyypillisistd immunimd&&rityksista
16ytyy léhteistd O'Connor et. al. J. Anal. Toxicol. 5:168
(1981), Law et. al. J. Anal. Toxicol. 8:14 (1984) ja Childs
et. al. J. Anal. Toxicol. 8:220 (1984). Kussakin viitteessi
kuvattu madritys perustuu siihen, ettid osa leimatusta kan-
nabinolijohdannaisesta syrjaytetdsn ja korvataan mé&&ritys-
ngytteen sisdlté8milléd metaboliiteilla. Hyvid madritystulok-
sia saadaan vasta-aineiden tunnistaessa spesifisesti leima-
tun johdannaisen mutta erilaisten kannabinolimetaboliittien
silti helposti syrjayttdessd kyseisen johdannaisen.

Kyseinen keksintd koskee uusia kannabinolijohdannai-

sia, joiden kaava on
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jossa R on liitosketju, joka on p-aminobentsyyliryhmi tai
1 - 7 hiiliatomia sis#dltdv4 haarautunut tai suoraketjuinen
aminoalkyyliryhm8 tai t&m&n happoadditiosuola orgaanisen
hapon tai mineraalihapon kanssa, ja joka yhdiste on mahdol-
lisesti kovalenttisesti sidottu leimamolekyyliin havaitse-
misen helpottamiseksi.

Tama keksintt koskee edelleen edella mainittujen
yhdisteiden leimattujen johdannaisten kdyttda yhdessid kan-
nabinolimetaboliittien tai niiden johdannaisten vasta-ai-
neiden kanssa kannabinolimetaboliittien toteamiseksi veri-
tai virtsandytteistd. Leimattujen johdannaisyhdisteiden,
jotka kéasittdvat Kkeksinnédn mukaisen yhdisteen sidottuna
kovalenttisestisopivaanleimamolekyyliin,kévttbrmﬂpottaa
metaboliittien toteamista.

Kyseinen keksint®$ avautunee helpommin oheisten kaa-
vioiden valitykselld, joista

kaaviossa 1 esitet&dsn (trans-rac)-1-(3-aminopropok-
si)-6a,7,10,10a-tetrahydro~6,6-dimetyyli—3—pentyyli—6H—di—
bentso(b, d) pyraani-9-karboksyylihappomonohydrokloridin
synteesiin liittyvien l&htbaineiden ja v&dlituotteiden kaa-
vat, ja

kaaviossa 2 esitetd4n (trans-rac)-6a, 7,10, 10a-tetra-
hydro-l(4-aminobentsyyli)-6,6-dimetyy1i—3—pentyyli-6H-di—
bentso(b,d)pyraani—9-karboksyylihapon synteesin vdlituot-
teiden ja lopputuotteen kaavat.
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Kaavio 2

XIII

Kuviossa esitetd8n graafisesti THC:n immuunim#&ri-
tykselle standardikdyrs, jossa absorbanssin muutos 492 nm:n
aallonpituudessa<m1esitetty9—karboksi-11-nor—Ag—tetrahyd—
rokannabinolipitoisuuden funktiona.

Kyseisen keksinndn mukaiset immuunim&dritykset on
tarkoitettukannabinolimetaboliittienmdsdritykseenbioloai-
sista nesteistd, kuten ihmisen veri- tai virtsandytteista.
T&ssd kdytettyns termilld kannabinolimetaboliitti tarkoite-
taan A® - tai A’ -tetrahydrokannabinolia tai naiden yhdis-
teiden kataboliatuotteita, mukaanlukien konjugaatiotuot-

teet kuten glukuronidit. Termill& kannabinolijohdannainen
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tarkoitetaan kemiallisesti syntetisoitua A® - tai A® -tetra-
hydrokannabinolin johdannaista.

Keksinnbssékéytettyjavasta—aineitavoidaanyalmis—
taa kdyttden mit8 tahansa laajasta valikoimasta mahdollisia
immunogeenejéd. N&ma immunogeenit kisittavdt kannabinolime-
taboliitin tai sen johdannaisen konjugoituna sopivaan im-
munogeeniseen kantajamolekyyliin. Konjugointi kantajaan on
vdlttémdtdn, koska itse kannabinolimetaboliitit tai niiden
johdannaiset ovat hapteeneja (molekyyleji, jotka kykenevit
sitoutumaan spesifisesti vasta-aineeseen mutta eivdt kykene
aikaansaamaan vasta-ainetuotantoa, eli eiv&t ole immunogee-
nisia).

Tassd kdytettynd termilld immunogeeninen kantajamo-
lekyyli tarkoitetaan makromolekyylej&, jotka kykenevat it-
sendisesti tuottamaan immuunivasteen is#&nt#el&dimessid ja
jotka voidaan 1liitt&da kovalenttisesti kannabinolimetabo-
liittiin tai sen johdannaiseen. Sopivia kantajamolekyylej&
ovat esim. proteiinit; luontaisesti esiintyvidt tai synteet-
tiset polymeeriyhdisteet kuten polypeptidit; polysakkaridit
jne. Erityisen edullisia ovat proteiinikantajamolekyylit.
Kantajamolekyyliin sidottuna kannabinolimetaboliitista tai
sen johdannaisesta tulee immunogeeninen yleisesti tunnetun
kantajaefekti-ilmién johdosta.

Tassa keksinndssé kdytettdviksi soveltuvia proteii-
nikantajia mainittuihin rajoittumatta ovat nisikdsseerumi-
proteiinit kuten takertuva avainmenreikihemosyaniinihumaa-
ni- tai nautagammaglobuliini, humaani-, nautatai kaniinin-
seerumialbumiini ja n&iden proteiinien metyylijohdannaiset
tai muut johdannaiset. Alan ammattilaisille muutkin sovel-
tuvat proteiinikantajat ovat ilmeisi&. Edullisesti mutta ei
vélttamadttd, proteiinikantajana kdytetdsn proteiinia, joka
el ole perdisin isédntdeldimestd, jossa kannabinolimetabo-
liitin tai sen johdannaisen vasta-aineita halutaan tuottaa.

Kovalenttinen sitoutuminen kantajamolekyyliin voi-

daan suorittaa alan ammattilaisten hyvin tuntemilla mene-
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telmilld, jolloin kdytetyn menetelmin nimenomaisen valinnan
madrdd kannabinolimetaboliitissa tai sen johdannaisessa ja
kantajamolekyylissd sitoutumiseen k&ytettidvissa olevien
funktionaalisten ryhmien luonne. -

Kun immunogeeni on valmistettu, sitd voidaan kdytt&a
indusoimaan kannabinolimetaboliiteille spesifisten vasta-
aineiden muodostumista is#ntdeldimissid ruiskuttamalla im-
munogeenid Kyseiseen is&ntdeldimeen, kdyttden edullisesti
apuainetta kuten Freundin t&dydellisti tai epédtdydellista
tehostetta tai muuta vastaavaa. Sopivia is#ntdel&dimii ovat
kaniinit, hevoset, vuohet, marsut, rotat, lehm&t, lampaat
jne. Saatavan vastaseerumin tulee olla sellaista, ettd sen
sisdltémdt vasta-aineet, joita kutsutaan anti-THC-vasta-ai-
neiksi, kykenevidt sitoutumaan spesifisesti mddritettdviin
kannabinolimetaboliitteihin sek& keksinndn mukaisiin leima-
ryhmid sis8ltéviin leimattuihin yhdisteisiin, kuten alla
tarkemmin kuvataan. Vastaseerumituotteen soveltuvuudesta
voidaan varmistua nopeasti tavanomaisilla kokeilla.

Havainnollistavassa toteutusmuodossa kolmen eri kon-
jugaation, jotka oli rakennettu asemasta 9 sidotuista kol-
mesta THC-johdannaisesta, vastaiset anti-THC-vasta-aineet
yhdistettiin keksinn®ssi kéytettavaksi (esimerkki 14). Ko-
rostettakoon kuitenkin toistamiseen, ettei wvasta-aineiden
tuotannossa kdytettyjen konjugaattien nimenomainen luonne
ole kriittinen keksinnén kannalta, kunhan muodostuneet vas-
ta-aineet omaavat vaadittavan laajan spesifisyyden THC-me-
taboliittien suhteen.

Vaikka tdydellist& vastaseerumia voidaan kayttai,
IgG-fraktio eristetd&sn edullisesti suolafraktioinnilla, ku-
tenammoniumsulfaattisaostuksella,DEAE-kromtografiallatai
muulla alalla tunnetulla tavalla.

Osa kyseisen keksinnén mukaisista uusista kannabino-
liyhdisteistd on THC:n valtametaboliitin,
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11-nor-A°(tai A®)-THC-9-karboksyylihapon, johdannai-
sia, joissa fenolihydroksyyliryhma on modifioitu korvaamal-
la fenolihydroksyylivety p-aminobentsyyliryhm&ll&d tai ami-
nopddtteiselld alkyyliryhm&alls, joka voi sis&lt&d 1-7 hii-
liatomia. Kaytettdessd aminoalkyyliryhm&d alkyylin ketju
voi olla suora tai haarautunut, jolloin soveltuvia ryhmia
ovat aminopropyyli-, aminoisopropyyli-, aminobutyyli-, ami-
noisobutyyliryhmd8 ja muut vastaavat ryhmét.

Keksinndn mukaisia aminoyhdisteitd ja -vdlituotteita
voidaan kayttda vapaina emdksind tai niiden orgaanisten
happojen tai mineraalihappojen kanssa muodostamien happo-
additiosuolojen muodossa. Kaytettdviksi soveltuvia tyypil-
lisid additiosuoloja ovat hydrokloridit, hydrobromidit,
sulfonaatit, metaanisulfonaatit, nitraatit, fosfaatit, tri-
fluoriasetaatit, oksalaatit, maleaatit, sukkinaatit, ase-
taatit ja muut vastaavat suolat.

Korostettakoon, ettd nimenomaan liitosketjun saata-
villaolo THC:n fenolihydroksyyliryhmdssd tuottaa t&mén kek-
sinnén mukaisten yhdisteiden erinomaiset diagnostiset omi-
naisuudet. Alan ammattilainen havaitsee vdlittomasti, etta
kayttdmédlla hyvdksi keksinnén mukaisia vdlituotteita avau-
tuu monia muita teitd samanlaisten liitosketjujen, jotka
kdsittdvat samanlaisia leimaryhmiin sitoutumiseen soveltu-
via funktionaalisia ryhmi&, valmistamiseksi.

Keksinndn mukaisissa yhdisteissd l1&snd olevat funk-

tionaaliset ryhm&t muodostavat sopivan kohdan leimaukseen
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tarkoituksenmukaisen leimaavan ryhmén kovalenttisella sito-
misella, jolloin havaitsemista helpotetaan immuunim#&dri-
tyksissa.

Sopivia leimaryhmia leimattuja yhdisteité*varten
ovat esim. biotiini (k&ytett#vdksi yhdessi sopivasti lei-
matun avidiinin kanssa); fluoresoivat, kemiluminoivat tai
bioluminoivat ryhmédt, tai radioisotoopit, kuten H, Mc, s
ja I, joiden tuottaminen molekyyliin useissa alalla hyvin
tunnetuissa muodoissa on helppoa vyhdisteissad saatavilla
olevien amino- ja karboksyyliryhmien ansiosta. Nami ryhmdt
voidaan todeta ja kvantitoida tarkoituksenmukaisuusnak&koh-
dat huomioiden nestetuikespektrometrialla, fluoresenssis-
pektroskopialla, fluoresenssipolarisaatiolla jne.

Vaihtoehtoisestivoidaanvalmistaakonjugaattiyhdis—
teitd, joissa keksinnén mukainen yhdiste on kovalenttisesti
sidottu entsyymiin vapaan funktionaalisen ryhmdn va&lityk-
selld, jolloin sopivia entsyymeja ovat mainittuihin rajoit-
tumatta erilaiset peroksidaasit, glukoosioksidaasi, B-~ga-
laktosidaasi ja emdksinen fosfataasi. Erityisen edullinen
on piparjuuriperoksidaasi, joka voidaan todeta analysoimal-
la spektrofotometrisesti sen vaikutus substraattiin kuten
pyrogalloliin tai o-fenyleenidiamiiniin. Kun kdytetdén ent-
syymejad, konjugaattiyhdisteiden kanssa voidaan kayttas ta-
vanomaisia lis#daineita, puskureita, laimentimia ja entsyy-
mistabilisaattoreita.

Tamdn keksinnén mukaiset kannabinolijohdannaiset
ovat immuunim&8rityksiin erinomaisesti soveltuvia reagens-
seja osittain siksi, ettd ne k#sittivit leimattaviksi so-
veltuvia funktionaalisia ryhmii. Oleellisempaa on, ettd
fenolihappisivuketjujenlésnéolonansiostanmodostuuyhdis—
teitd, jotka edelleen kykenevit sitoutumaan anti-THC-vas-
ta-aineisiin mutta jotka tekevadt t&midn alentuneella affini-
teetilla. T&mén seurauksena madritysndytteen sisdltamiat
kannabinolimetaboliititsyrjéyttévétrmahelpomminvasta—ai—

neen sitoutumiskeskuksista. N&itis leimattuja yhdisteita
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kayttdvdt immuunimddritykset ovat tdten darimmdisen herk-
kia.

Keksinndn mukaisia anti-THC-vasta-aineita ja leimat-
tuja yhdisteitéd voidaan kdyttdd monenlaisissa immuuﬁzmééri—
tyksiss8 kannabinolimetaboliittien toteamiseksi. Kyseinen
immuunimédritys voi olla radioimmuunimé&&ritys joko vapaasta
liuoksesta tai kiintedsséd tilassa. Vaihtoehtoisesti voidaan
suorittaa entsymaattisia immuunimédrityksid, samoin joko
vapaasta liuoksesta tai kiintedssd tilassa. Kiintedtilaméi-
ritykset voidaan suorittaa kdyttdm&dlla kiinteita partikke-
leja, joihin vasta-aineet on immobilisoitu. Vasta-aineilla
pddllystettdviksi soveltuvia partikkeleja ovat esim. latek-
sihelmet, liposomit, erytrosyytit, polyakryyliamidihelmet,
polystyreenihelmet tai mistd tahansa lukuisista muista so-
veltuvista polymeereistsd valmistetut helmet. Immuunim&&ri-
tykset voivat olla joko suoria tai epdsuoria, jolloin jal-
kimmdisessd tapauksessa k8ytetdin toista, anti-THC-vasta-
aineiden vastaista vasta-ainetta.

Keksinndn edullisen muodon mukaan sekoitetaan nédyte,
jonka epdill&sdn sis&dltdvan kannabinolimetaboliitteja, tun-
nettuun md&rdd&n keksinntén mukaista leimattua yhdistettd
sekd tunnettuun m&&r&&n polystyreenihelmiin adsorboituja
anti-THC-vasta-aineita. Inkuboinnin j&lkeen erotetaan si-
toutunut leimattu yhdiste vapaasta leimatusta yhdisteestd,
mddritetdadn joko vapaan tai sitoutuneen yhdisteen mdird ja
verrataan sitd arvoihin, jotka on saatu suorittamalla samat
analyysivaiheet tunnetun m#ir&n kannabinolimetaboliittia
sisdltdvid ndytteitd kayttiden.

Seuraavaksi annetaan esimerkkej&, joissa havainnol-
listetaan joidenkin keksinn®én mukaisten uusien kannabinoli-
johdannaisten synteesi sekd yhden ndistd yhdisteista kaytto
entsymaattisessa immuunimd&ritysjdrjestelméssad. (trans-
rac)-1-(3~-aminopropoksi)-6a, 7,10, 10a-tetrahydro-6, 6-dime-
tyyli-3-pentyyli-6H-dibentso(b,d)pyraani-9-karboksyylihap-
pomonohydrokloridin synteesin vadlituotteiden ja lopputuot-
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10

teen kemialliset rakenteet on esitetty kaaviossa 1 edellai.
(trans-rac)—6a,7,10,10a-tetrahydro-1—(4-aminobentsyyli)—
6,6—dimetyyli—3—pentyyli-6H-dibentso(b,d)pyraani—g—karbok—
syylihapon synteesin vdlituotteiden ja lopputuotte;h ke~
mialliset rakenteet on esitetty kaaviossa 2. Roomalaiset
numerot esimerkkien 1 - 13 otsikoissa viittaavat kaavioissa
1 ja 2 esitettyihin rakennekaavoihin.

Esimerkki 1

Etyyli-4-metyyli-5-hydroksi-7-pentyylikumariini-3-

propionaatin (I) valmistus

Mekaanisella sekoittajalla, lampomittarilla ja ty-
penkuplitusputkella varustettuun 5litran kolviin mitattiin
210,1 g (1,17 mol) olivetolia (5-pentyyli-resorsiini, Al-
drich), 300,0 g (1,30 mol) dietyyli-2-asetoglutaraattia
(Aldrich) ja 180,0 g (1,117 mol) fosforioksikloridia. Seos-
ta sekoitettiin huoneen l&mp&tilassa ja se alkoi hitaasti
paksuta. Kolmen vuorokauden kuluttua seos oli kiinteytynyt
ja sité seisotettiin edelleen 7 vuorokautta sekoittamatta.

Kiinted seos (varilt&in vaalean vihred) liuotettiin
2,0 litraan metyleenikloridia seka siirrettin 6 litran ero-
tussuppiloon. Orgaanista kerrosta pestiin 10 litralla de-
ionisoitua vett&d jaettuna viiteen samansuuruiseen annok-
seen, minkd jdlkeen se kuivattiin kidevedett®malli Na,SO,: -
118 ja haihdutettiin sitten liuotin pois pyodr8haihduttimes-
sa (40 °C, 50 mmHg), mik& tuotti saantona 672,7 g (166 %)
vaalean punaista kiinte#i ainetta. Tdmi kiinted aine liuo-
tettiin edelleen 1,0 litraan etyyliasetaattia kdyttéden hoy-
ryhaudetta, minkd j&lkeen lis&ttiin heksaania jatkaen sa-
malla l&mmittdmistd. Liuoksen annettiin jé&8htya huoneen
lémpdtilaan ja sijoitettiin se sitten pakastimeen (-10 °C)
yOksi. Saadut kiteet suodatettiin kdyttden bilichner-suppi-
loa, pestiin noin 1 litralla kylm&aa heksaanietyyliasetaat-
tiseosta (2:1) sekd kuivattiin vakuumiuunissa (100 °C/10
mmHg) 20 tunnin ajan, mik& tuotti saantona 243,5 g (60 %)
vaaleita vaalean punaisia kiteitad, sp. 118 - 120 °C.
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Esimerkki 2

7,10-dihydro-1-hydroksi-3-pentyyli-6H-dibentso-
(b,d)pyraani-6,9-(8H)-dionin (II) valmistus

Mekaanisellasekoittajalla,lémpbmittarilla,iiséys—

suppilolla ja typenkuplitusputkella varustettuun 5 litran
kolviin mitattiin 80,0 g (2,0 mol 60-%:ista NaH:n disper-
siota mineraalitljysséd (Aldrich). Mineraalidljy poistettiin
pesem&lla dispersiota 1500 ml:1la heksaania (Fisher) jaet-
tuna kolmeen samansuuruiseen erdin. Kolviin lis&ttiin 160
g (0,462 mol) yhdistettd I ja Kyseiset kaksi kiinte#s ai-
netta sekoitettiin toisiinsa mekaanisesti. Kolvin alle ase-
tettiin 20 °C:een vakioldmp&tilavesihaude ja lis&ttiin va-
rovasti tipoittain 1,4 litraa tislattua dimetyylisulfoksi-
dia (DMSO) siten, ettei seoksen lampdtila missddn vaiheessa
ylittényt 20 °C:tta.

Kuuden tunnin kuluttua lis&ys oli suoritettu ja hau-
de poistettiin. Seosta sekoitettiin viel& tunnin ajan ja se
sijoitettiin sitten ydksi pakastimeen (-10 °C). Seuraavana
pdivénd seos lammitettiin huoneen lamp&tilaan ja kaadettiin
12 litralla j&advettd ja 250 ml:1lla konsentroitua HCl:&4
taytettyyn uuttolaitteeseen seka sekoitettiin kiivaasti 2
tunnin ajan. Seosta sekoitettaessa alkoi saostua kiinteit#
aineita. N&mi kiintedt aineet otettiin talteen suodattamal-
la biichner-suppilolla sek4 pestiin ne 200 ml:1lla kyllastet-
tyna NaHCO;-liuosta ja sitten 250 ml:1lla deionisoitua vet-
ta. Kiinteitd aineita kuivattiin ilmalla ja sitten vakuumi-
uunissa (100 °C/1 mmHg) 16 tunnin ajan, mik& tuotti saanto-
na 124,8 g (90 %) lihes valkoista kiinte&a ainetta,
sp. 181 - 184 °cC.

Esimerkki 3

7.8,9,10-tetrahydro-1-hydroksi-3-pentyylispiro-6H-
dibentso(b,d)pyraani-9,2-(1'-3')-dioksolan-6-onin (III)

valmistus

Lampdmittarilla, mekaanisella sekoittajalla, Dean-

Stark-kerddjalla, palautusjashdyttajalla ja typenkuplitus-
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putkella varustettuun 3 litran kolviin mitattiin 20,0 g
(0,32 mol) etyleeniglykolia, 18,4 g (0,062 mol) yhdistetta
II, 1,0 g p-tolueenisulfonihappomonohydraattia ja 1,0 lit-
raa tolueenia. Liuosta palautusjddhdytettiin y6n~§li ja
kerddj8én kerd&ntyi 16,3 ml atseotrooppista vettd. Reak-
tioseos ja&hdytettiin huoneen l&mpdtilaan ja siirrettin 2
litran erotussuppiloon, jossa sité pestiin ensin 300 ml:1lla
kylldstetty NaHCO;-liuosta ja sitten 300 ml:1la deionisoi-
tua vetta.

Tolueenikerros kuivattiin Na,S0,:114 ja haihdutettiin
sitten pydrdhaihduttimessa (60 °C/50 mmHg) ruskeaksi 81jyk-
si, joka uudelleenliuotettiin noin 100 ml:aan metyleeniklo-
ridia. Liuokseen lisdttiin 20 ml heksaania ja seos sijoi-
tettiin y8ksi pakastimeen (-10 °C). Muodostui kiteitd, jot-
ka otettiin talteen suodattamalla biichnersuppilolla, pes-
tiin 30 ml:1la heksaania ja kuivattiin yén yli vakuumiuu-
nissa (25 °C/1 mmHg), mik& tuotti 14,7 g (69 %) lihes val-
koista kiinte&& ainetta, sp. 110 - 113 °C.

Esimerkki 4

dl-1-hydroksi-3-pentyyli-6,6-dimetyyli-6a,7-dihyd-
ro-6H-dibentso(d,b)pyran-9(8H)-onin (IV) valmistus

Mekaanisella sekoittajalla, l&mptmittarilla, l&mmi-
tysvaipalla, lisdyssuppilolla, palautusjd&dhdyttdjdlls ja
typenkuplitusputkella varustettuun 3 litran kolviin mitat-
tiin 12,5 g (0,515 mol) Mg-lastuja (Fisher) ja 500 ml vede-
tonta eetterid. Sitten suspensioon lis&ttiin tipoittain
73,1 g (0,515 mol) jodimetaania (Aldrich) sellaisella no-
peudella, ettd kiehuminen pysyi Kkevyend. Kun lisdys oli
suoritettu (noin 30 minuutin kuluttua), palautusjd&hdytet-
tiin harmaanmustaa liuosta vield tunnin ajan, mink3 j&lkeen
liuokseen lis&dttiin tipoittain 20 minuutin aikana liuos
16,9 g (0,040 mol) yhdistettd III 300 ml:ssa vedetdntd tet-
rahydrofuraania palautusjddhdytyksen jatkuessa. Seos muut-
tui nopeasti keltaiseksi ja kiinteitd aineita kerdantyi

kolvin seindmiin.
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Saatua heterogeenistd seosta palautusjédhdytettiin
yo6n yli ja sitten se jddhdytettiin huoneen l&mpdtilaan.
Reaktio pysdytettiin lisddmdlla varovasti 56 ml 1 N HCl:&4&
noin 20 minuutin aikana ja saatiin kevyesti kiehuvé‘liuos.
Lis&dttiin edelleen 210 ml 6 N HC1l:88 20 minuutin aikana ja
sekoitettiin saatua tumman vihredd seosta tunnin ajan sekéa
siirrettiin se sitten 2 litran erotussuppiloon, josta vesi-
kerros erotettiin pois.

Eetterikerros uutettiin perdkkain 200 ml:11a deioni-
soitua vettd, 200 ml:1la kylladstettyd NaHCO,;-liuosta ja 200
ml:lla deionisoitua vett&d, minkd& j&lkeen liuos kuivattiin
Na,S0,:118 ja haihdutettiin pyodrdhaihduttimessa (40 °C/50
mmHg) tumman vihredksi 6ljyksi. Lis&ttiin 50 ml eetterii ja
seoksen annettiin seistd y6n yli huoneen lampdtilassa. Muo-
dostui kiteitd, jotka otettiin talteen biichner-suppilon
avulla, pestiin kahdesti 25 - 50 ml:lla kylmdd (-10 °C)
eetteri:heksaania (1 :1 ) ja kuivattiin y®n yli vakuumissa
(25 °C/1 mmHg), sekd saatiin 9,7 g (63 %) vaalean keltaista
ainetta, sp. 198 - 200 °cC.

Konsentroimalla emdliuos pytrohaihduttimessa (40 °C/
50 mmHg) ja lis&d&m&lld 10 ml eetterid saatiin lis&& kiin-
teitd aineita, jotka kuivattiin vakuumissa (25 °C/1 mmHg),
ja saatiin 1,3 g vaalean vihre#da kiinte&di ainetta,
sp. 193 - 198 °C. Kokonaissaanto oli 71 %.

Esimerkki 5

dl-6aB,7,10,10a-tetrahydro-1-hydroksi-6, 6-dimetyy-
1li-3-pentyyli-6H-dibentso(b,d)pyran-9(8H)-onin (V) valmis-

tus

Mekaanisella sekoittajalla, kuivaj&ddlauhduttimella,
lisdyssuppilolla ja kaasuimuventtiililld wvarustettuun 2
litran vaipalliseen hartsikolviin mitattiin 1 ,5 1litraa
nestemdistd NH,;:a ja lisdttiin 0,15 g Li-lankaa (Alfa),
mikd muutti liuoksen siniseksi. 3 minuutin kuluttua lis&t-
tiin tipoittain liuosta, jossa oli 32,0 g (0,102 mol) yh-
distettd IV 500 ml:ssa kuivaa THF:44, kunnes sininen v&ri
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vaaleni. T&td menettely toistettiin, kunnes oli lisdtty
kaikkiaan 2,7 g (0,39 gramma-atomia) Li-lankaa ja yhdiste
IV oli kokonaisuudessaan lis&tty (noin 2 tuntia). Sinista
liuosta sekoitettiin 15 minuutin ajan -33 °C:ssatnminké
jalkeen reaktio pysdytettiin 150 ml:1lla kylldstettyd NH,Cl-
liuosta, joka lis&ttiin varovasti 10 minuutin aikana.

NH;:n annettiin haihtua nopeasti (noin 2,5 tunnin
aikana), minkd j&lkeen lis#ttiin 500 ml deionisoitua vetti.
Liuoksen pH s&#dettiin 12:sta yhteen lisi&milli varovasti
(noin 2 tunnin aikana) 800 ml konsentroitua HCl:&&. Liuos
uutettiin 1,5 litralla metyleenikloridia jaettuna kolmeen
samansuuruiseen erddn, minkd jdlkeen orgaaninen faasi kui-
vattiin Na,S0,:114& ja haihdutettiin pySrshaihduttimessa (40-
°C/50 mmHg) keltaiseksi, 6ljymdiseksi kiintedksi aineeksi.

Kiinted aine liuotettiin takaisin noin 100 ml:aan
kloroformia k&dyttden hdyryhaudetta, ja lis&ttiin 500 ml
heksaania. Liuosta konsentroitiin pydrohaihduttimessa (35 -
°C/50 mmHg), kunnes tislett&d oli ker&tty noin 200 ml. Alkoi
muodostua kiteitd ja seoksen annettiin seista y6n yli huo-
neen l&mpdtilassa, minkd j&lkeen kiintedt aineet otettiin
talteen bilichner-suppilolla suodattamalla seki pestiin ne
1,5 litralla l&mmintd (50 °C) heksaania jaettuna kolmeen
samansuuruiseen eriin.

Pestyja kiinteitd aineita kuivattiin yén yli vakuu-
miuunissa (25 °C/1 mmHg), mitd tuotti 27 g (84 %) l&hes
valkoista kiinte#d ainetta, sp. 161 - 164 °C. Ohutkerros-
kromatografia-ajossa heksaani:EtOAc:114 (3:1) vertaaminen
autenttisiin standardindytteisiin osoitti kiinte#n aineen
koostuvan p&ddasiallisesti yhdisteestid V pienen mairi cis-
isomeerid ollessa lisnid epipuhtautena. Aine puhdistettiin
jommalla kummalla kahdesta menetelmisti.

Ensimmdisess& puhdistusmenetelmissa kdytettiin fkor-
keapainenestekromatografia- (HPLC-) Magnum 70 -Kkolonnia,
joka oli pakattu Partisil 40 -piidioksidilla, ja liikkuvana
faasina heksaani:EtOAc:t4 (4:1). Kolonniin ruiskutettiin 15
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- 20 g:n ndyte ja kerattiin 500 ml:n suuruisia fraktioita,
jolloin kéytetty liikkuvan faasin kokonaism&&ri oli 8,5
litraa. T&lla menettelylld 72,1 g cis/trans-seosta<grotet—
tiin puhtaiksi aineosikseen, jolloin trans—yhdisteen. \Y%
saanto oli 55,1 g (76 %), sp. 163 - 165 °C, ja vastaavan
cisyhdisteen 10,3 g (14 %), sp. 145 - 148 °C.
Vaihtoehtoisessa menettelyssid suoritettiin isome-
rointi koko seoksen isomeroimiseksi trans-yhdisteeksi V.
Mekaanisella sekoittajalla, lampdmittarilla ja typenkupli-
tusputkella varustettuun 500 ml:n kolviin mitattiin 11,9 g
(0,037 mol) em. kiinte&dsa ainetta liuotettuna 250 ml:aan
metyleenikloridia ja jasdhdytettynd -10 °C:seen (jada-suola-
haude). Liuokseen lis#ttiin 17,3 g (0,129 mol) AlCl;:a,
mikd nosti reaktioseoksen lampdtilan -5 °C:seen. Suspen-
siota sekoitettiin -5 °C: * 5 °C:ssa viiden tunnin ajan ja
se kaadettiin sitten noin 500 ml:aan jddvettsa sekd siirret-
tiin erotussuppiloon, jossa faasien annettiin erottua.
Metyleenikloridikerros kuivattiin kidevedetttmillsy
Na;S0,:118 ja konsentroitiin py&réhaihduttimessa (40 °C/50
mmHg) l&hes valkoiseksi kiintedksi aineeksi, joka suspen-
doitiin 500 ml:aan heksaania, minkd j&lkeen suspensiota
Kkuumennettiin palautusj&dsdhdyttden hdyryhauteessa 15 minuu-
tin ajan. L&mmin suspensio suodatettiin blichner-suppilolla,
pestiin noin 100 ml:lla kiehuvaa heksaania ja kuivattiin
vakuumiuunissa (25 °C/10 mmHg) yon yli, mik& tuotti saanto-
na 9,5 g (80 %) valkeaa, kiinteai yhdistetta v, sp. 161 -
166,5 °C.
Esimerkki 6
Lzrans—rac)—Ga,7,8,9,10,10a-heksahydro-1,9—dihyd-
roksi-6,6-dimetyvli-3—pentyvli-GH—dibentso(b,d)pyraani-g-

karbonitriilin (VI) valmistus.

Lisdttiin liuos, jossa oli 5§ g (0,0158 mol) yhdis-
tettd V 175 ml:ssa metanolia, suspensioon, jossa oli 5 g
(0,102 mol) natriumsyanidia 20 ml:ssa metanolia, ja sekoi-

tettiin saatua seosta huoneen lamp&tilassa typpi-ilmakeh&s-
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sd 2 tunnin ajan. Seokseen lis&ttiin liuos, jossa oli 5,75
ml jd&etikkaa 50 ml:ssa metanolia, ja jatkettiin sekoitusta
30 minuutin ajan. Seoksen pH s&&dettiin noin 2:een vedetto-
mdlld HCl:118 ja seosta sekoitettiin y6n yli typpi;;imake—
hassa.

Liuotin tislattiin pois yhdessd tunnissa kdyttden
40 °C:eista vesihaudetta ja imua, minkd jalkeen jdannés
ositettiin 75 ml:aan vettd ja 100 ml:aan metyleenikloridia.
Vesikerros uutettiin vield 100 ml:1lla metyleenikloridia,
mink3d jdlkeen yhdistetyt orgaaniset kerrokset kuivattiin
kidevedetttm&lld Na,SO,:118 ja haihdutettiin pydrShaihdut-
timessa (40 °C/20 mmHg) kuiviin. Kuivausta jatkettiin 0,5
tunnin ajan 0,5 mmHg:n paineessa ja saatiin 5,5 g (100 %)
vhdistettd VI vaalean keltaisena vaahtona. T&t&d materiaalia
kdytettiin ilman jatkopuhdistusta yhdisteen VII valmistami-
seksi, vaikkakin analyvsindyte uudelleenkiteytettiin mety-
leenikloridi/ petrolieetteristd (1:10), jolloin saatiin va-
rittoémid neulasia, sp. 131 - 133 °C.

Esimerkki 7

(trans-rac)-6a,7,8,9,10, 10a-heksahydro-1, 9-dihydrok-
si-6,6-dimetyyli-3-pentyyli-6H-dibentso(b,d)-pyraani-9-

karboksyvlihapon metyyliesterin (VII) valmistus

Kédsiteltiin sekoitettua liuosta, jossa oli 5,5 g
(0,0160 mol) yhdistettsd VI 150 ml:ssa metanolia, Kkuplitta-
malla siihen vedet6nt& HCl:848 3 °C:ssa jddhauteessa 1,25
tunnin ajan kylléstymispisteeseen asti. Kolvi peitettiin
vdliseindlld ja sitd pidettiin -20 °C:ssa 48 tunnin ajan,
mink& j&lkeen lis&ttiin 75 ml 6 N HCl:n vesiliuosta. Seos
haihdutettiin pydrhaihduttimessa (35 °C/20 mmHg) ja sitten
0,5 mmHg:n paineessa, jolloin saatiin 61jya&.

Saatu 6ljy suspendoitiin 150 ml:aan 50-3%:ista me-
tanolin vesiliuosta ja seoksen annettiin seistd yon yli
25 °C:ssa. Muodostui runsas valkea sakka, joka otettiin
talteen suodattamalla ja liuotettiin sitten 250 ml: aan

etyyliasetaattia. Seoksesta erotettiin l&snd ollut pieni



10

15

20

25

30

96685

17

maard vettd, kuivattiin orgaaninen kerros kidevedett®dmalls
Na,80,:118 ja haihdutettiin se sitten kuiviin vakuumissa
(30 °C/20 mmHg). -

Jaanndstéd hierottiin 50 ml:1la petrolieetteria (kp.
30 - 60 °C). Kiinte& aines otettiin suodattamalla talteen,
pestiin 50 ml:1lla petrolieetterid jaettuna kahteen saman-
Suuruiseen annokseen ja kuivattiin vakuumissa (40 °c, 0,5
mmHg) 2 tunnin ajan, jolloin saatiin 3,1 g (53 %) varitonta
kiintedd ainetta, sp. 178 - 180 °C. Em#liuokset haihdutet-
tiin ja saatiin 1,3 g (22,5 %) keltaisena 61ljynd, joka NMR-
analyysissa osoittautui yhdisteen VII epimeeriseksi hydrok-
siesteriksi. Kokonaissaanto oli taten 75 %.

Esimerkki 8

(trans-rac)-6a,7,10,10a-tetrahydro-1-hydroksi-6, 6-
dimetyyli—3-pentyyli—SH—dibentso(b,d)pyraani—g-karboksyy—

lihapon metyyliesterin (VIII) valmistus

Typen kuplitusputkella ja magneettisekoittajalla
varustettuun 50 ml:n reaktiopulloon mitattiin 1,4 g (0,0037
mol) yhdistettd VII, 10 ml pyridiinia ja 2,0 ml tionyyli-
kloridia ja sekoitettiin sitten saatua seosta huoneen l&8m-
potilassa typpi-ilmakehidssi tunnin ajan. Reaktio pysdytet-
tiin kaatamalla seos 30 ml:aan jaivetts ja sitten uutettiin
90 ml:1lla etyyliasetaattia jaettuna kolmeen samansuuruiseen
annokseen.

Orgaaninen kerros kuivattiin kidevedettomills
Na,S0,:118 ja haihdutettiin kuiviin vakuumissa (25 °Cc, 1
mmHg), mikd tuotti saantona 1,2 g kiintedd vaahtoa. T&ta
vaahtoa hierottiin 30 ml:1la petrolieetteris (30 - 60 °C),
mika tuotti 975 mg (73 %) vaalean keltaista kiinted4 ainet-
ta, sp. 107 - 110 °C. Analyysin&yte uudelleenkiteytettiin
eetteri-heksaanista (1:6), jolloin, saatiin varittomis ki-
teitd, sp. 139 - 141 °C.
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Esimerkki 9

(trans-rac)-1-(3-aminopropoksi)-6a,7,10,10a-tet-

rahydro-6,6-dimetyyli-3-pentyyli-6H-dibentso(b,d)pyraa-

ni-9-karboksyvlihappo monohydrokloridin (IX) valmistus
358 mg (0,001 mol) yhdistettd VIII lisdttiin suspen-
sioon, jossa oli 60 mg (0,0015 mol) natriumhydridid (Al-

drich, 60-%:inen mineraali®tljyss&d, esipesty heksaanilla)
3,0 ml:ssa N,N-dimetyyliformamidia (DMF), ja seosta sekoi-
tettiin huoneenlé@mpdtilassa typpi-ilmakehsdssd 30 minuutin
ajan. Sitten lisattiin 560 mg (0,00021 mol) N-3-bromipro-
pyyliftaali-imidi& ja saatiin ruskea liuos, jota sekoitet-
tiin typpi-ilmakeh&dssd 3 tunnin ajan.

Seos kaadettiin 20 ml:aan j&avettd ja sitd uutettiin
40 ml:1la etyyliasetaattia jaettuna kahteen samansuuruiseen
annokseen. Orgaaniset kerrokset kuivattiin kidevedettdm&lla
Na,S0,:114 ja haihdutettiin vakuumissa (25 °C, 1 mmHg), mik3
tuotti saantona 740 mg keltaista 6ljy&d. Oljy liuotettiin 10
ml:aan heksaani:etyyliasetaattia (7:3) ja puhdistettiin
kolonnikromatografialla kdyttden 28 g:11a silikageelia tdy-
tettyd kolonnia, joka o0li esipakattu heksaani:etyyliase-
taattiin (7:3). Kerdttiin 200 ml:n fraktioita, joista TLC:n
silikageeliss& perusteella haluttua tuotetta sisdltavat
haihdutettiin vakuumissa (25 °C, 1 mmHg) 332 mg:ksi (57,9
%) variténta vaahtoa.

Vaahto liuotettiin kokonaisuudessaan 10 ml:aan me-
tyyliamiinin 15-%:ista liuosta metanolissa, saatua liuosta
sekoitettiin typpi-ilmakehdssd huoneen lampdtilassa tunnin
ajan ja haihdutettiin sitten kuiviin vakuumissa (25 °C, 1
mmHg ). Ja&nnds liuotettiin seokseen, jossa o0li 10 ml 2 N
NaOH-liuosta ja 10 ml metanolia, ja saatua seosta sekoitet-
tiin typpi-ilmakehdssd yo6n yli. Seos haihdutettiin sitten
ldhes kuiviin vakuumissa (25 °C, 50 mmHg), se tehtiin hap-
pamaksi 6 N HC1l:11& pH 2:een ja uutettiin 20 ml:1lla etyy-
liasetaattia jaettuna kahteen samansuuruiseen annokseen.
Orgaaniset Kerrokset kuivattiin kidevedettoém&lld Na,S0O,:11&
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ja haihdutettiin kuiviin vakuumissa (25 °C, 1 mmHg) sekéa

hierottiin jadnndstd eetterilld, mika tuotti saantona 90 mg

(35 %) vdritontd kiintedd ainetta, sp. 255 - 257 °C.
Esimerkki 10 -
(trans-rac)-9-hydroksi-6a,7,8,9,10,10a-heksa-hydro-

1-(4-nitrobentsyyli)-6,6-dimetyyli-3-pentyyli-6H-dibentso-

(b,d)pyraani-9-karboksyylihapon metyyliesterin (X) valmis-

tus

Liuosta, jossa oli 3,80 g (0,01 mol) yhdistettd VII
(katso esimerkki 8) 150 ml:ssa asetonia, sekoitettiin ar-
gonilmakehdssd 500 ml:n kolmikaulakolvissa, samalla kun
lis&ttiin 2,25 g (0,01 mol) p-nitrobentsyylibromidia. Li-
sattiin 7 g (0,05 mol) hienojakoiseksi jauhettua kidevede-
toéntd K,CO;:a ja saatua suspensiota sekoitettiin kiivaasti
argonilmakehdssd 18 tunnin ajan 25 °C:ssa. Ohutkerroskroma-
tografia- (TLC-) analvysi silikageelilevyilld 10 %
CeSO,/H,S0, sis&dlt&vdlld heksaani-etyyliasetaatilla (7:3)
eluoiden ja tehden yhdisteet ndkyviksi sumuttamalla 10 $
fosfomolybdiinihappo/etanolilla ja kuumentamalla osoitti
reaktion menneen loppuun.

Seos suodatettiin ja jdd&nnds haihdutettiin vakuumis-
sa keltaiseksi 6l1jyksi. Téamd 61ljy liuotettiin 5 ml:aan eet-
terid ja liuos kaadettiin 30 g:n kerrokselle silikageelid
(70 - 230 mesh, E. Merck) lasisintterisuppilossa. Kerros
eluoitiin sitten 400 ml:1la eetterid, otettiin liuotin tal-
teen ja haihdutettiin kuiviin py®drohaihduttimessa 30 °C:-
ssa.

Jaanndksen kiteytys eetteri-heksaanista (1:5) tuotti
4,7 g kuohkeaa valkeaa kiinte#4 ainetta, sp. 120 - 123 °C.

Esimerkki 11

(trans-rac)-6a,7,10,10a~-tetrahydro-1-(4-nitrobutyy-

1li-6,6-dimetyyli-3-pentyyli-6H-dibentso(b,d)pyraani-9-kar-

boksyylihapon metyyliesterin (XI) valmistus

Seosta, joka sisdlsi 2,5 g (0,00488 mol) yhdistetta
X, 15 ml pyridiini& ja 7,75 g (0,05075 mol) POCl,:a, sekoi-
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tettiin huoneen ldmpdtilassa argonilmakehdssd 2 tunnin
ajan. Seos kaadettiin sitten 100 ml:aan murskattua jaata ja
uutettiin kahdella 100 ml:n tilavuudella CH,Cl,:ta. Orgaa-
ninen kerros kuivattiin Na,S0,:11&, suodatettiin ja‘;éihdu—
tettiin kuiviin. J&&nnds liuotettiin 30 ml:aan CH,Cl,:ta ja
suodatettiin 20 g:n kerroksella silikageelid (70 - 230
mesh). Kerros eluoitiin 100 ml:1la 1:1 heksaani-eetterii ja
eluaatti haihdutettiin kuiviin py6rdhaihduttimessa 30 -
°C:ssa.

Hierottuna 50 ml:1la petrolieetterisd j&&nnds tuotti
kahtena saantona 1,65 g (68 %) varittdmis prismakiteits,
sp. 165 - 167 °C.

Esimerkki 12

(trans-rac)-6a,7,10,10a-tetrahydro-1-(4-aminobent-

syyli)-6,6-dimetyyli-3-pentyyli-6H-dibentso(b,d)-pyraani-

9-karboksyylihapon metyyliesterin (XII) valmistus

Seosta, joka sis&dlsi 1,65 g (0,003 mol) yhdistetts
XI, 50 ml CH,Cl,:ta, 100 ml etanolia ja 3,4 g 85-%:ista hyd-
ratsiinihydraattia (Aldrich), sekoitettiin kiivaasti liet-

teend. Lis&ttiin yhten& annoksena 500 mg teknisen puhtaus-
asteen Raney-nikkelid (esihuuhdottu kolmella 5 ml:n tila-
vuudella etanolia) etanolissa. Seosta sekoitettiin kiivaas-
ti huoneen l&mpétilassa tunnin ajan, minké& j&lkeen kata-
lyytti poistettiin suodattamalla Celite-kerroksen lapi.
Kerros huuhdottiin kolmella 25 ml:n tilavuudella seki
CH,Cl,:ta ettd etanolia ja yhdistetyt suodokset haihdutet-
tiin pydrbhaihduttimessa (40 °C, 5 mmHg ) .

Jaannds liuotettiin 25 ml:aan CH,Cl,:ta, kaadettiin
25 g:n Kkerrokselle silikageelid (70 - 230 mesh, E. Merck)
ja eluoitiin 300 ml:1lla heksaani-etyyliasetaattia (1:1).
Yhdistetty eluaatti haihdutettiin pyorshaihduttimessa (40
°C, S5 mmHg) 1,5 g:ksi keltaista puolikiintedsd ainetta. Tata
raakatuotetta edelleenpuhdistettiin kuten edells kuvattu ja
uudelleenkiteytettiin sitten heksaani-eetteristd. Saatiin
956 mg:n (62 %) saanto vaalean keltaista kiinteasi ainetta,
sp. 112 - 114 °cC.
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Esimerkki 13
(trans-rac)-6a,7,10,10a-tetrahydro-1-(4-aminobent-

syyli)-6,6-dimetyyli-3-pentyyli-6H-dibentso(b,d)-pyraani-

9-karboksyylihapon (XIIT) valmistus

Seosta, joka sisédlsi 110 mg (0,22 mol) yhdistettad
XII, 10 ml 2 N NaOH-liuosta ja 25 ml etanolia, kuumennet-
tiin palautusjddhdyttden argonilmakehdssd tunnin ajan.
Seosta haihdutettiin pyt6rdéhaihduttimessa (30 °C, 0,5 mmHg)

suurimman osan etanolista poistamiseksi, jolloin tilavuu-
deksi tuli noin 15 ml. pH s&&dettiin 2:een 6 N HCl:11& ja
Seos uutettiin kahdella 30 ml:n tilavuudella CH,Cl,:ta. Or-
gaaninen kerros kuivattiin Na,S0,:114 ja haihdutettiin sit-
ten (30 °C, 10 mmHg), mik#& tuotti saannoksi 105 mg ruskeaa
vaahtoa. Amorfista aminohappoa ei onnistuttu kiteyttamiin,
mutta 400 MHz:n NMR-, IR- ja massaspektrometrianalyyseissé&
saatiin oletetun rakenteen mukaisia tuloksia ja tuote os-
oittautui niissd oleellisesti homogeeniseksi.
Esimerkki 14

Anti-THC-vastaseerumin valmistus

100 mg kannabinolijohdannaista, jonka kaava on

HZCOZH

SN,

|

VA VAN

NG
N N\ N\

liuotettiin 20 ml:aan 30-%:ista metanolia, pH 4,5. T&h&n
liuokseen lis&ttiin 84 mg 1-(3-dimetyyliaminopropyyli)-3-
etyylikarbodi-imidihydrokloridia ja pH sd&dettiin 4,5:een.
30 minuutin sekoituksen huoneen l&mpttilassa jdlkeen lisat-
tiin 100 mg metyloitua nautaseerumialbumiinia 20 ml:ssa
vettd samalla sekoittaen ja pH sdddettiin j&dlleen 4,5:een.

Liuosta sekoitettiin tunnin ajan huoneen l&mp&tilassa ja
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sitten y6n yli 4 °C:ssa, minka jdlkeen mahdollinen konju-
goitumaton kannabinolijohdannainen poistettiin dialysoi-
malla 1000 ml:n tilavuuseris vastaan natriumfosfaattipusku—
ria 4 °C:sséd jolloin saatiin HC:n ja metyloidun alﬁzmiinin
konjugaatti.

Yhdistettiin 100 mg lipopolysakkaridia (LPS, mik-
robiaalinen l&hde) 5 ml:ssa vetta jalml1l,0M NaIO,:48 ja
annettiin j&lkimm&isen vaikuttaa edelliseen 2 tunnin ajan
huoneen l&8mpdtilassa pimedssd. Lisdttiin 1 ml etyleenigly-
kolia ja seosta sekoitettiin edelleen 30 minuutin ajan huo-

neen l&mpodtilassa. Aktivoitu lipopolysakkaridi kaadettiin

vedelld tasapainotettuun Sephadex®

G-25 -kolonniin, ja
otettiin talteen samea effluenttifraktio.

Aktivoituun LPS-effluenttiin lisdttiin 5 ml tetra-
hydrofuraania, joka sisidlsi 38, 75 mg kannabinolijohdannais-

ta, jonka kaava on

VA VAN AN
./ \.

2
H

&/K/\.
N
NG NN\,

ja seosta inkuboitiin 18 tunnin ajan 22 °C:ssa pimedssi.
Lis&ttiin 2 ml liuosta, jossa oli 4,5 mg NaBH,/1 ml vetta,
ja inkuboiiin seosta 30 minuuttia huoneen lampdtilassa.
Konjugoimatta jd&nyt THC-johdannainen poistettiin dialysoi-
malla pdivdn ajan tihedsti vaihdettuja vesitilavuuksia vas-
taan ja 2 p&ivdn ajan 0,1 M etikkahappoa vastaan, pH 3,5,
ja saatiin THC-LPS-konjugaatti.

Liuotettiin 100 mg humaani-IgG:t& 7 ml:aan 0,2 M
NaHCO;-1liuosta, pH 9,6, ja lis&dttiin 2 ml:ssa dioksaania
108 mg kannabinolijohdannaista, jonka kaava on
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Lisdttiin vield 9 ml dioksaania ja sekoitettiin seosta 4
°C:ssa ajoittain 4 tunnin aikana, mink& jdlkeen lis&tiin
180 ml kylmd& asetonia. Seosta sentrifugoitiin 10 minuutin
ajan 2000 g:ssa ja saatu pelletti pestiin kerran 20 ml:1lla
kylm&a asetonia. 10 minuutin sentrifugoinnin 2000 g:ssa
jalkeen pelletti uudelleensuspendoitiin 10 ml:aan fosfaa-
tilla puskuroitua keittosuolaliuosta (PBS). Dialysoitiin 3
pdivdn ajan 4 °C:ssa kahdesti p&divdssd vaihdettuja 1000
ml:n PBS-tilavuuksia vastaan ja saatiin THC-humaani-IgG-
konjugaatti.

Ruiskutettiin Uuden Seelannin valkoisiin kaniineihin
lihaksensisdisesti nelj&n kainalokuopan alueelle 200 pg
THC:t8 jompana kumpana edelld esitetyist& konjugaateista 1
ml:ssa Freundin tdydellistd tehostetta. Tehosteruiskeet,
jotka sisdlsivédt 100 pg samoja konjugaatteja, annettiin 2
viikon kuluttua 1 ml:ssa Freundin tdydellistd tehostetta ja
kerdttiin vastaseerumi talteen korvalaskimoista 4 viikon
kulutta.

Kdytetyistd kolmesta kaniinista saadut hyvdksyttévat
anti-THC-vastaseerumierdt yhdistettiin kdytettadvaksi kuten
alla on kuvattu.

Esimerkki 15

Anti-THC-IgG:n puhdistus

Lisd@ttiin hitaasti tipoittain 10 ml kyllastetty&d am-

moniumsulfaattiliuosta 20 ml:aan anti-THC-vastaseerumia se-

koittaen samalla keskeytyksettd 23 °C:ssa. Aluksi muodostui
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valkea sakka, jonka annettiin liueta uudelleen ennen am-
moniumsulfaatin lisd&misen jatkamista. Kun ammoniumsul faat-
tiliuoksesta oli lis&tty noin 6 ml, sakka j&ai pysyviksi,
minkd jdlkeen hidasta tipoittaista lisssmists jatﬁéttiin
keskeytyksettd. Kun loputkin ammoniumsulfaattiliuoksesta
oli lis&tty, suspension sekoitusta jatkettiin 2 tuntia huo-
neen ldmpdtilassa, minkd j&lkeen seosta sentrifugoitiin
1500 g:ssa 30 minuutin ajan huoneen ldmpdtilassa. T&114
menettelylld suurin osa IgG:std saadaan pellettiin.

Sentrifugoinnin j&lkeen dekantoitiin supernatantti
ja uudelleenliuotettiin pelletti lis&&msalls TRIS/keitto-
suolaliuosta (koostumus) lopputilavuuteen 20 ml. IgG saos-
tettiin liuoksesta toistamalla edelld kuvatut ammoniumsul -
faattilisays- ja sentrifugointivaiheet, joiden suorituksen
jdlkeen supernatantti dekantoitiin jédlleen. Pelletti liuo-
tettiin 10 ml:aan 0,02 M Tris/keittosuolaliuosta, pH 7,5,
joka sis&lsi 0,01 % timerosaalia (natriumetyylielohopea(2)-
tiosalisylaattia) .

Ammoniumsulfaatin poistamiseksi IgG:n sis#ltdvists
liuoksesta dialysoitiin yén yli 4 °C:ssa kdyttden kolme 2
litran tilavuutta 0,02 M Tris/keittosuolaliuosta. Dialyysi-
pussin sisdlt&m&n materiaalin tilavuus nostettiin 20 ml:n
lopputilavuuteen lisd&m&lls O ,02 M Tris/keittosuolaliuos-
ta. T&atd liuosta sentrifugoitiin 2000 g:ssa 30 minuutin
ajan 4 °C:ssa ja heitettiin saatu pieni pelletti pois.
Ianusiséltévénloppuliuoksenproteiinipitoisuusn@aritet-
tiin sitten spektrofotometrisesti 280 nm:n aallonpituudella
noin 5,3 mg:ksi/ml.

Esimerkki 16

Anti-THC-helmien valmistus

4 litran vakuumikolvi tdytettiin 2500 ml:n merkki-
viivaan asti 0,63 cm:n 1/4 tuuman himmeills polystyreeni-
helmills (Clifton Plastics, Inc., Clifton Heights, PA) ja
lis&dttiin samalla sekoittaen 2500 ml 95-%:ista etanolia.

Kolvi sijoitettiin vakuumiin (1 mmHg ) 30 minuutiksi huoneen
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lémpdtilassa ja etanoli dekantoitiin. Etanolilisdys-, va-
kuumikdsittely ja dekantointivaiheet toistettiin vield kah-
desti, mink&d jalkeen helmet suspendoitiin 3 litraan deioni-
soitua vettd. Vesi dekantoitiin ja helmet pestii;‘vielé
kahdesti samalla tavalla 3 litran erilld deionisoitua vet-
td. Helmille, joista neste 0li dekantoitu pois, kaadettiin
sitten 2 litraa deionisoitua vettd ja seoksen annettiin
seistd huoneen lampdtilassa y&n yli. Pesumenettelyn eri
vaiheita suoritettaessa on tdrke&sd, ettei helmi8 p&&stetd
miss&8&n vaiheessa kuivamaan.

Pestyjen helmien pddllysté@miseksi THC:n vastaisilla
vasta-aineilla edelld kuvattua anti-THC-IgG-liuosta laimen-
nettiin 50 mM:n natriumboraattipuskurilla, pH 8,0, (p&8llys-
tettdva liuos) siten, ettd lopulliseksi proteiinipitoisuu-
deksi tuli 25 pg/ml. Helmet pad&llystettiin lisd&malla 143
ml (tarpeeksi peittd@m&8n helmet) pd&dllystdvaa liuosta mi-
tattuun 250 ml:n tilavuuteen laskeutuneita helmi&d (noin
1000 kpl), joista vesi oli dekantoitu pois, ja antamalla
seoksen seistd 18 - 24 tuntia 18 - 26 °C:ssa.

Pddllysté&mismenettelyn jdlkeen pddllystadva liuos de-
kantoitiin ja heitettiin pois ja helmet pestiin kolmeen
kertaan 4 °C:ssa 500 ml:n tilavuuksilla pesupuskuria, joka
sisdlsi 0,01 M natriumfosfaattia 0,15 M keittosuolaliuok-
sessa ja lisdksi 0,01 % timerosaalia, pH 7,2. Kullakin ker-
ralla helmet suspendoitiin perusteellisesti pesuliuokseen
sekoittamalla, ja liuos dekantoitiin, kun helmet olivat
laskeutuneet. Koko menettelyn ajan kiinnitettiin huomiota
siihen, ettei helmid paddstetty kuivamaan.

Seuraavaksi helmid ké&siteltiin kylléadstymdttbmien
keskuksien salpaamiseksi k&yttden jompaa kumpaa kahdesta
menettelystd. Seuraavia menettelyitd suoritettaessa helmia
kdsiteltiin vain muovisilla tai lasisilla tyovalineills.

250 ml:n laskeutunutta tilavuutta (noin 1000 helmed)
edelld saatuja pestyjd THC:n vasta-aineella padllystettyja
helmid ké&siteltiin dekantoinnin j&lkeen noin 143 ml:1lla
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(tarpeeksi peitt&m#in helmet) 45 °C:eista salpauspuskuria,
joka sisdlsi 100 mM:isessa natriumfosfaatissa 1,0 $ nauta-
seerumialbumiinia (BSA) sekd 0,05 % timerosaalia, pH 6,8,
18 - 24 tunnin ajan. Salpauspuskurikésittelyn jalkeZh hel-
met pestiin kolmasti 500 ml:n erilli tuoretta 4 °C:eista
salpauspuskuria. Kullakin kerralla helmet suspendoitiin
puskuriin sekoittamalla ja niiden annettiin sitten laskeu-
tua, minkd jdlkeen puskuri dekantoitiin pois. S&ailytysti
silm8ll&pitden lis&ttiin riittivid masrs salpauspuskuria
helmien peittémiseksi ja s&ilytettiin helmet 4 °C:ssa kayt-
to6n asti.

Edelld kuvatut menettelyt voidaan luonnollisesti
suorittaa kadytt8en suurempia mddriid, kunhan helmii ja
liuoksia k&dytet#dsdn samoissa suhteissa.

Esimerkki 17

THC-johdannainen-peroksidaasikonjugaattien valmistus

Aktivoitiin 10 mg piparjuuriperoksidaasia [Boehrin-
ger, Mannheim tai Seravac (Pel Freeze)] konjugointia sil-
mélldpitden liuottamalla kyseinen maira 3 ml:aan deionisoi-
tua vettd ja sekoittamalla tunnin ajan pimedssd huoneen
l&mpdtilassa. Edells mainittuun liuokseen lisdttiin 0,5 ml
0,1bdnatriummetaperjodaattia(natriumperjodaatti)hitaasti
20 minuutin aikana samalla sekoittaen pime&ssd tilassa huo-
neen lampdtilassa. Natriumperjodaattiliuos valmistettiin
tuoreena juuri ennen kdytt®$d ja aktivointireaktio pysdytet-
tiin lis&8m&114 0,5 ml 0,5 M etyleeniglykolia, joka oli
jaddhdytetty 4 - 8 °C:eiseksi .

Seos siirrettiin v#dlittomésti dialyysiletkuun
(Spectrapor, molekyylipainovdli 12000 - 14000) ja sita dia-
lysoitiin y®n yli 4 °C:ssa kolmasti vaihdettua 1 litran
0,01 M natriumasetaattipuskuritilavuutta, pH 5,5, vastaan.
Dialyysin p&d&atyttyd pussin sisiltamd materiaali (tilavuus
4,0 ml) sijoitettiin 10 ml:n Wheaton-meripihkaampulliin.

Konjugaatioreaktion suorittamiseksi lis&ttiin ti-
poittain ja samalla sekoittaen 4 ml etanolin ja 0,4 M nat-
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riumasetaattipuskurin, pH 5,5, 1l:l-seosta, joka sisdlsi
noin 0,56 mg (trans-rac)-1-(3-aminopropoksi)-6a,7,10,10a-
tetrahydro-ﬁ,6—dimetyy1i—3—pentyyli—6H-dibentso(b,dlpyraa—
ni-9-karboksyylihappomonohydrokloridia (yhdiste IX,‘katso
kuvio 1 ja esimerkki 9, supra), aktivoituun peroksidaasili-
uokseen ja annettiin seoksen reagoida 2 tunnin ajan huoneen
lampbtilassa pimedssa.

Muodostuneiden Schiffin emdksien stabiloimiseksi pe-
roksidaasikonjugaatioliuokseen lisdttiin 1 ml 0,1 M nat-
riumsyaaniboorihydridi& ja seosta sekoitettiin 2 tuntia
huoneen l&mpétilassa pimedssa.

Stabiloitu konjugaatioreaktioseos jaettiin sitten
neljdan samansuuruiseen osaan ja kaadettiin erd@t neljéén
Pharmacia PD-10 -kolonniin, jotka o0li edelté&pdin tasapaino-
tettu puskurilla, joka sisdlsi 0,2 M natriumfosfaattia, pH
6,8 (kromatografiapuskuri). Lisdtyt erdt ajettiin kolonni-
kerroksien yldosaan ja p&dlle lisattiin 4 ml kromatografia-
puskuria.

Kustakin kolonnista ker&ttiin tilavuudeltaan noin
12,4 ml:n suuruiset kolonnieluaatit. Spektrofotometrinen
analyysi 403 nm:n aallonpituudella osoitti konjugoituneen
peroksidaasin saannoksi noin 66 %, kun oletettiin ekstink-
tiokertoimen arvoksi 2, 3.

5 ml:n erdt konjugaattieluaattiliuoksia laimennet-
tiin 0,2 M natriumfosfaattipuskurilla, pH 6,8, (laimennettu
THC-peroksidaasikonjugaattireagenssi) kaytettdvdksi kuten
alla kuvattu.

Esimerkki 18

Entysymaattisen THC-immuunimé&rityksen mddrityspro-
tokolla

Valmistettiin sarja 11 x 75 mm:n polystyreenikoeput-

kia ndiden sis&dltdessd kahdenkertaisina mddrityksinad 50
pl:n tilavuudet analysoitavia virtsandytteitd, normaali-
kontrollivirtsandytteitd tai THC-standardin sis&ltéavia

virtsandytteitd. Standardi- ja normaalikontrollindytteet
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otettiin normaalivirtsandytteists, jotka sis#dlsivit 0,50,
100, 200 tai 500 ng/ml lisdttyd 9-karboksi-11l-nor-A°-tetra-
hydrokannabinolia (100 ug/ml absoluuttisessa etanolissa,
Research Triangle Institute, Research Triangle Par;; NC).
Kuhunkin putkeen lis&ttiin 250 pl laimennettua THC-peroksi-
daasikonjugaattireagenssia ja ravisteltiin putkia. Sitten
kuhunkin putkeen lis&ttiin yksi anti-THC-helmi, sekoitet-
tiin putkien sis&lt® ja inkuboitiin niiti i 30 minuutin
ajan huoneen l&mpotilassa.

Inkuboinnin p&&tytty4 helmet pestiin kolmasti 1isadi-
mdlld 3 ml:n erdt deionisoitua vettd, ravistamalla ja sit-
ten imem&1ll4 vesi pois. Kuhunkin pestyyn helmeen lis&ttiin
250 pl kromogeenista reagenssia, joka sis&dlsi 7,2 mg/ml
o-fenyleenidiamiinidihydrokloridia ja 6 mM H,O0,:ta 0,1 M
kaliumsitraattipuskurissa, PH 5,25, sekd s#dilytysaineena

0,1 ml/litra Kathon CG® -liuosta (Rohm Haasin isotiatso-

liiniliuos), ja putkia inkuboitiin 10 minuutin ajan huoneen
lémpdtilassa pimedssia. Reaktiot pysdytettiin sitten lis&&-
m&lld 1 ml 1 N rikkihappoa kuhunkin putkeen ja mitattiin
ndyteliuoksien absorbanssi 492 nm:n aallonpituudella.

Kuviossa 1 on esitetty kiytetyille standardeille
absorbanssi 492 nm:n aallonpituudella 9-karboksi-11-nor-A°-
tetrahydrokannabinolipitoisuuden funktiona.

Esimerkki 19

Kliininen n3yteanalyysi

Keksinndn mukaisen THC-entsyymi-immuunimddrityksen
herkkyyden ja tarkkuuden m&&rittdmiseksi analysoitiin 60
kliinisen virtsanaytteen sarja kdyttéden kyseistd mdsdritysta
(EIA) sekd Rochen THC-radioimmuunim&&éritys- (RIA-) jdrjes-
telm&d, joiden m&&rityksien tulokset on esitetty taulukossa
1.
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TAULUKKO 1
EIA- ja RIA-THC-analyysien vertailu

-,

THC (ng/ml) mid&ri- THC (ng/ml m&&ri-

10

15

20

25

tettyna: tettynd:
Nédyte- Nivte-
nro EIA RIAP nro E1n RIAY
1 300 >200 31 >500 >200
2 >500 >200 32 >500 >200
3 >500 >200 33 >500 >200
4 217 >200 34 300 >200
5 3,5 0,0 35 >500 >200
6 >500 >200 36 >500 >200
7 >500 >200 37 7,0 0,0
8 >500 >200 38 >500 >200
9 >500 >200 39 190 200
10 120 125 40 250 >200
11 5,0 0,0 41 10,0 0,0
12 94 141 42 467 >200
13 189 >200 43 194 106
14 47 50 44 465 >200
15 500 >200 4s 16,5 0,0
16 154 >200 46 >500 >200
17 217 190 47 >500 >200
18 110 86 48 >500 >200
19 180 >200 49 338 176
20 500 >200 50 >500 >200
21 >500 >200 51 500 >200
22 90 157 52 16,5 0,0
23 427 >200 53 17,0 0,0
24 13 0,0 54 >500 >200
25 >500 >200 55 193 195
26 >500 >200 56 467 198
27 >500 >200 57 340 158
28 466 >200 58 >500 >200
29 335 >200 59 >500 >200
0,0 60 13,5 0,0

30 8,0

*EIA on keksinndén mukainen THC-entsyymi-immuunimddritys.

*RIA on Roche Diagnostic Systemsin kaupallisesti saatavana
oleva THC-radioimmuunimdsritysjérjestelméd mainitun valmis-
tajan ollessa Hoffmann-La Roche Inc., Nutley, New Jersey,
yhtidn yksi osasto.

Taulukossa 1 positiivisen testin kynnysarvoksi ole-
tettiin 50 ng/ml 9-karboksi-1l-nor-A°-tetrahydrokannabino-
lia EIA-m&&drityksissd ja 100 ng/ml RIA-masdrityksissd. Kayt-

téden t&td positiivisen tuloksen Kriteerid vain ndytteen



P,

10

96685

30

18 kohdalla ilmeni ristiriita kyseiselld kahdella analyysi-
menetelmdlld saatujen tulosten v&lilla. TEma ndyte oli
EIA:n mukaan positiivinen mutta RIA:n mukaan negat11v1nen
Ndyte 18 md&ritettiin uudelleen kummallakin menetelmalléi ja
todettiin uusitussa kokeessa positiiviseksi sekd RIA:n ettd
EIA:n mukaan.

THC-entsyymi-immuunim&irityksen spesifisyyden lisi-
varmennukseksi lis&ttiin joukko, ei kannabinoideille sukua
olevia l&8keaineita yhdistettyihin normaaleihin ihmisen
virtsandytteisiin pitoisuutena 10 000 ng/ml ja analysoitiin
ndytteet kyseistsd menetelmss kdyttden. Mikd8n ndists yhdis-
teistd, jotka on lueteltu taulukossa 2, ei ollut masrityk-
sessd positiivinen.
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TAULUKKO 2
Poikkireaktiivisuuden suhteen testatut ld&keaineet

asetaminofeeni
asetyylisalisyylihappo
aminopyriini
amitriptyliini

amobarbitaali

amfetamiini
ampisilliini
apomorfiini
askorbiinihappo
atropiini

bentsokaiini

-
guajakoliglyseroclieetteri

hydroklooritiatsidi
hydrokodonibitartraatti
hydromorfonihydrokloridi

p-hydroksifenobarbitaali-
monohydraatti

imipramiini
lidokaiini
melaniini
meperidiini
metadoni

d-metamfetamiinihydrokloridi

bentsoyyliekgoniini (kokaiini-

metaboliitti)
butabarbitaali

kafeiini
kalsiumhypokloriitti
klooridiatsepoksidi
kloorifeniramiini
klorokiini
klooripromatsiini
kokaiinihydrokloridi
kodeiini
syklopentobarbitaali
dekstrometorfaani
dekstropopoksifeeni-HC1
diallyylibarbituurihappo
diatsepami
dihydrokodeiinibitartraatti
5,6-dihydroksi-indoli
difenyylihydantoiini
ekgoniinihydrokloridi
epinefriini
erytromysiini

estrioli
gentisiinihappo
glutetimidi

metakvaloni
metypryloni

morfiini

naprokseeni
niasiiniamidi
noretindroni
oksatsepami
oksikodonihydrokloridi
penisilliini G
pentobarbitaali
fenyklidiini
fenobarbitaali
fenotiatsiini
fenyylibutatsoni
fenyylipropanoliamiini
prokaiinihydrokloridi
prometatsiini
propoksifeeni
kiniinihydrokloridi
natriumsekobarbitaali
tetrasykliini
tetrahydrotsoliini
trifluoperatsiini

somepirakki
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Patenttivaatimukset

1. Kannabinolijohdannainen, jolla on kaava

->

u |

NGV

NN o
NG N NN

jossa R on liitosketju, joka on p-aminobentsyyliryhmd tai
1 -7 hiiliatomia sis&ltdva haarautunut tai suoraketjuinen
aminoalkyyliryhmd tai t&min happoadditiosuola orgaanisen
hapon tai mineraalihapon kanssa, ja joka yhdiste on mahdol-
lisesti kovalenttisesti sidottu leimamolekyyliin havaitse-
misen helpottamiseksi.

2.(trans—rac)-l—(3—amin0pr0poksi)—6a,7,lO,lOa—tet—
rahydro—6,6—dimetyyli—3—pentyyli—6H-dibentso(b,d)pyraani—9—
karboksyylihappo tai sen happoadditiosuola orgaanisen hapon
tai mineraalihapon kanssa, joka yhdiste on mahdollisesti
kovalenttisesti sidottu leimamolekyyliin havaitsemisen hel-
pottamiseksi.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukaisen yhdisteen, joka on
kovalenttisestisidottuleimamolekyyliin,kéyttékannabino—
limetaboliittien immuunimd&rityksessai.

4. Patenttivaatimuksen 2 mukaisen vhdisteen, joka on
kovalenttisestisidottuleimamolekyyliin,kéyttékannabino-
limetaboliittien immuunim8&drityksessi.

5. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen yhdiste,
Jjoka on kovalenttisesti sidottu leimamolekyyliin, joka on
entsyymi.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen yhdiste, jossa
entsyymi on peroksidaasi.



5

10

15

20

25

30

35

3 966( ¥

7. Menetelms kannabinolimetaboliittien immuunim8&ri-
tyksen suorittamiseksi, tunnettu siitd, ettd

(a) sekoitetaan niyte, jonka epdillddn sisdltavin
kannabinolimetaboliitteja,tunnetunn@érénkanssale;mattua
yhdistettd, joka k&sittd8 yhdisteen, jolla on kaava
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jossa R on lijitosketju, joka on p-aminobentsyyliryhm& tai
1 - 7 hiiliatomia sisdltdvd haarautunut tai suoraketjuinen
aminoalkyyliryhm& tai t&m&n happoadditiosuola orgaanisen
hapon tai mineraalihapon kanssa, ja joka yhdiste on kova-
lenttisesti sidottu leimamolekyyliin, sek&d kannabinolime-
taboliittien vasta-aineita, jotka kykenevédt myds selektii-
visesti sitomaan leimatun yhdisteen;

(b) erotetaan sidottu leimattu yhdiste vapaasta lei-
matusta yhdisteesta;

(c) mitataan joko vapaan tai sidotun leimatun yhdis-
teen madrd ja

(d) verrataan leimatun yhdisteen mitattua m&&r&aa
arvoihin, jotka on saatu ndytteist&, jotka sisdltd@vdt tun-
nettuja md&ri& kannabinolimetaboliittia.

8. Menetelmd kannabinolimetaboliittien immuunim&&ari-
tyksen suorittamiseksi, tunnet tu siitd, etta

(a) sekoitetaan ndyte, jonka ep&ill&dn sis&lt&vin
kannabinolimetaboliitteja, tunnetun md&rén kanssa leimattua
vhdistetta, joka kdsittdid (trans-rac)-1-(3-aminopropoksi)-
6a,7,10,10a-tetrahydro-6, 6-dimetyyli-3-pentyyli-6H-dibent-
so(b,d)pyraani-9-karboksyylihapon tai sen happoadditiosuo-

lan orgaanisen hapon tai mineraalihapon kanssa, sek& kanna-
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binolimetaboliittien vasta-aineita, jotka kykenevdt mySs
selektiivisesti sitomaan leimatun yhdisteen;
(b) erotetaan sidottu leimattu yhdiste vapaasta lei-
e 3

matusta yhdisteesti;

(c) mitataan joko vapaan tai sidotun leimatun yhdis-
teen mddrs ja

(d) verrataan leimatun yhdisteen mitattua masrss
arvoihin, jotka on saatu niytteists, jotka sis&altavat tun-
nettuja mddri& kannabinolimetaboliittia.

9. Patenttivaatimuksen 7 tai 8 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd vasta-aineet immobilisoidaan
kiinte&8n kantajaan.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelms,
tunnettu siitad, etta leimamolekyyli on entsyymi.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmd,

tunnettu siits, etti entsyymi on peroksidaasi.
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Patentkrav

1. Kannabinolderivat med formeln
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vari R &r en férbindningskedja, som &r en p-aminobensyl-
grupp eller en férgrenad eller rakkedjad aminoalkylgrupp
med 1 - 7 kolatomer eller ett syraadditionssalt d&rav med
en organisk syra eller mineralsyra, och vilken f6rening
eventuellt &r kovalent kopplad till en m&rkt molekyl f&r
att underldtta detektering.

2. (trans-rac)—l—(3—aminopropoxi)-6a,7,10,10a-tet—
rahydro—6,6-dimetyl-3—pentyl—6H—dibenso(b,d)pyran-9—karbo—
Xylsyra eller ett syraadditionssalt ddrav med en organisk
syra eller mineralsyra, vilken forening 4r eventuellt kova-
ent kopplad till en miarkt molekyl for att underlitta detek-
tering.

3. Anvandning av en férening enligt patentkrav 1,
vilken &r kovalent kopplad till en mirkt molekyl, i immun-
bestdmningar av kannabinolmetaboliter.

4. Anvéndning av en férening enligt patentkrav 2,
vilken &r kovalent kopplad till en markt molekyl i immun-
besté&mningar av kannabinolmetaboliter.

5. Fdrening enligt patentkrav 1 eller 2, vilken &r
kovalent kopplad till en markt molekyl, som &r ett enzym.

6. Férening enligt patentkrav 5, i vilken enzymt &r
ett peroxidas.

7. Forfarande for immunbestédmning av kannabinolme-
taboliter, kd4nneteckn a t darav, att man
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(a) blandar ett prov vilket missténks innehdlla kan-
nabinolmetaboliter, med en kdnd méngd av en mdrkt f6rening,

vilken omfattar en fdrening med formeln

g
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vari R &r en férbindningskedja som &r en p-aminobensylgrupp
eller en forgrenad eller rakkedjad aminoalkylgrupp med 1 -
7 kolatomer eller ett syraadditionssalt darav med en orga-
nisk syra eller mineralsyra, och vilken férening eventuellt
ar kovalent kopplad till en markt molekyl, samt antikroppar
mot kannabinolmetaboliter, vilka antikroppar dessutom &r
kapabla att selektivt binda nadmnda mdrkta f&rening;

(b) separerar den bundna markta féreningen frén den
fria markta foreningen;

(c) mater midngden av antingen den fria eller den
bundna fo6reningen och

(d) jamfér den uppmidtta mangden av den mdrkta fore-
ningen med virden som erhdllits frdn prov, vilka innehdller
kdnda mé@ngder kannabinolmetabolit.

8. Forfarande for immunbestdmning av kannabinolme-
taboliter, k d4nnetecknat darav, att man

(a) blandar ett prov vilket misst&nks innehdlla kan-
nabinolmetaboliter, med en k&nd mdéngd av en mérkt fdrening,
vilken omfattar (trans-rac)-1-(3-aminopropoxi)-6a,7,10,10a-
tetrahydro-6,6—dimetyl-3—pentyl—6H—dibenso-(b,d)pyran-9-
karboxylsyra eller ett syraadditionssalt dédrav med en or-
ganisk syra eller mineralsyra, och antikroppar mot kanna-
binolmetaboliter, vilka antikroppar dessutom &r kapabla att

selektivt binda ndmnda madrkta f&rening;
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(b) separerar den bundna mirkta féreningen fran den
fria mdrkta fodreningen;

(c) mater mangden av antingen den fria el{gr den
bundna féreningen och B

(d) jamfsr den uppmitta mdngden av den mirkta fére-
ningen med virden som erhdllits fran prov, vilka innehdller
kd&nda méngder kannabinolmetabolit.

9. Férfarande enligt patentkrav 7 eller 8, k&d&n -
netecknat dirav, att antikropparna immobiliseras
i en fast birare.

10. Fo6rfarande enligt patentkrav 9, kd&@nne -
tecknat didrav, att den mirkta molekylen ir ett en-
zym.

11. Férfarande enligt patentkrav 9, k&d&nne -
tecknat dirav, att enzymt dr ett peroxidas.
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