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Bevezetés

A sejtek kulsé membranfelszinén talalhaté purinerg receptorokat attol
fuggben, hogy adenin-nukleozidra (adenozin) vagy nukleotidra (ATP) érzékenyek, a
P4, illetve a P, csoportba soroltak. Ismeretes, hogy a P1-tipusu adenozinreceptorok
kulonb6z6 szoveti sejtek membranjan expresszalddnak és a kozponti idegrendszer
és a periférias szovetek miikddésének szabalyozasaban egyarant kiemelkedd

fontossaguak.

Az adenozinnak meghataroz6 szerepe van a Kkoszoruserek Kkeringés
szabalyozasaban, valamint az endogén kardioprotekcioban. Ez magaban foglalja a
prekondicionald, anti-iszkémias, antiarritmias hatasokat, valamint az energiaellatast
és mikrovaszkularizaciot el6segité effektusokat is. Szamos megfigyelés tamasztja
ala, hogy a kronikus metilxantin (koffein) kezelés a centralis és periférialis
adenozinreceptorok tulszabalyozasahoz vezet (up regulation). Azt is kimutattak, hogy
bizonyos sejteken az adenozin analdégokkal torténd tartés expozicio az
adenozinreceptorok deszenzibilizacidjat eredményezi (down regulation). Statisztikai
adatok bizonyitjak, hogy a benzodiazepin készitmények tartdés szedése a fatalis
kimenetel(i myocardialis infarktusok kialakulasanak gyakorisagat 6tszérosére noveli.
Hosszu id6n at fenntartott magas koffein dozisok ugyancsak ndvelik az infarktusok
kockazatat. Mindezek a kisérleti tapasztalatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a
pszichotrop szerekkel, benzodiazepin, metilxantin készitményekkel végzett tartds
terapia alapvetéen modosithatja a purinerg receptormechanizmusokat. Felvetédik a
kérdés, hogy magyarazhatjak-e az el6z6ekben részletezett megfigyeléseket az
adenozinreceptor expresszidban bekdvetkezd valtozasok? Az ilyen hatasok
tanulmanyozasahoz kitiné segédletet biztosithat egy PET-izotoppal jelzett receptor

ligandum.

A Pi-tipusu adenozinreceptoroknak jelenleg 4 altipusa ismert. Valamennyi

adenozinreceptor effektor mechanizmusa G-fehériéken keresztll valdésul meg. Az



Aq-receptorok szamos hatast kozvetitenek, agonistakkal vald kolcsdnhatasuk,
telitésiik gatolja az adenilciklazt, valamint a cAMP termelést, fokozza a membran K*
konduktancidjat, a Ca®* felszabadulast. Az Azx és Agg receptorok egyik kozos
sajatossaga, hogy kolcsdnhatasuk, telitésik az adenilciklaz aktivitasat fokozza,
amely a cAMP termelés novekedéséhez vezet. Az As receptorhatas hasonld az
Ai-hez. A NECA ismert Ay, A2 és A; agonista, a CSC pedig specifikus Aza

antagonista.

A pozitronemisszidés tomografia (PET) a szdveti biokémia tanulmanyozasat
lehetévé tevd keépalkotd eljaras. A modszer alkalmazasa soran pozitronbomld
izotoppal megjeldlt, bioldgiailag aktiv vegyuletet (radiofarmakon) juttatnak a
vizsgalatban résztvevd személybe vagy mas €l rendszerbe. A PET-kameraval
meghatarozhaté a radiofarmakonok haromdimenziés eloszlasa, amely képszeri
formaban karakterizédlja az egyes szervek, szovetek kvantitativ biokémiai
paramétereit, példaul a glukéz anyagcsere, az aminosav transzport, a
fehérjeszintézis, a sejtosztddas, a szoveti oxigénfelhasznalas vagy a (neuro-, illetve

egyéb) receptorstatusz jellemzait.

A specifikus adenozinreceptor kotéhelyek feltérképezésében jelenleg a PET
az egyik legigéretesebb és vilagviszonylatban is a legkifinomultabb technika. A PET
rendkivlil nagy érzékenysége lehetévé teszi az egyes biologiai strukturak olyan
alacsony koncentraciéban (pmol) torténd vizsgalatat, amely mas képalkotd eljarasok

szamara a detektalasi kliszob alatt marad.



Célkitiizések

A kutatasi téma keretében pozitront emittalo izotdppal jelzett, nagy specifikus
aktivitasu adenozinreceptor ligandumok szerves preparativ és radiokémiai
szintézisének megvaldsitasa volt a feladatunk, biztositva azt, hogy a
radiofarmakonok el6allitAsa automatizalt technoldgiaval térténjen. A program

Osszetevoi:

1. P4 xantin tipust adenozinreceptor antagonistak eldallitasa és ''C-PET-

izotoppal torténd jeldlése;
2. aradiofarmakon el6allitas automatizalasa;

3. a szintetizalt jelzetlen és jelzett receptor ligandumok kémiai

minéségvizsgalata;

4. nagy specifikus aktivitast, ''C-jelzett kldrsztirilkoffein  ([''C]CSC)

el6allitasa, automatizalt szintézise és mindségellenérzése;
5. Aga-adenozinreceptor szelektivitas farmakologiai elemzése.
A kutatasi téma keretében tovabbi feladatunk volt a ['"C]CSC antagonista és

az adenozinreceptor kotédésének elbézetes vizsgalata kildonféle bioldgiai

rendszerekben. E kutatasi feladat keretein belll:

1. a receptor-ligandum kotédés specifikussaganak in vivo és in vitro

vizsgalata;

2. a receptor-ligandum kotédés szervezeten bellli eloszlasanak in vivo és ex

vivo tanulmanyozasa;

3. a ["CJCSC ligandum-receptor kotddéskinetika vizsgalata pozitron

emisszids tomografiaval nyulban;

4. a kotodési kinetikat leir6 paraméterek meghatarozasa.



Anyagok és médszerek
Inaktiv szintézis

Az inaktiv 7-metil-sztirilxantin-vegyuleteket, azaz a (E)-8-sztiril-1,3,7-
trimetilxantint (SC); (E)-8-(3-klérosztiril)-1,3,7-trimetilxantint (CSC); (E)-8-(3-joédsztiril)-
1,3,7-trimetilxantint (ISC); (E)-8-(3-nitrosztiril)-1,3,7-trimetilxantint (NSC); (E)-8-(3,4-
dimetoxisztiril)-1,3,7-trimetilxantint ~ (3,4-DMSC);  (E)-8-(3,5-dimetoxisztiril)-1,3,7-
trimetilxantint (3,5-DMSC); (E)-8-(3,4,5-trimetoxisztiril)-1,3,7-trimetilxantint (TMSC);
(E)-8-(3,4-dimetoxisztiril)-1,3-dipropil-7-metilxantint ~ (3,4-DMDPrSC);  (E)-8-(3,5-
dimetoxisztiril)-1,3-dipropil-7-metilxantint  (3,5-DMPrSC) valamint a megfeleld
prekurzor molekulakat: (E)-8-sztiril-1,3-dimetilxantint (SX); (E)-8-(3-klorsztiril)-1,3-
dimetilxantint (CSX); (E)-8-(3-jodsztiril)-1,3-dimetilxantint (ISX); (E)-8-(3-nitrosztiril)-
1,3-dimetilxantint (NSX); (E)-8-(3,4-dimetoxisztiril)-1,3-dimetilxantint (3,4-DMSX); (E)-
8-(3,5-dimetoxisztiril)-1,3-dimetilxantint (3,5-DMSX); (E)-8-(3,4,5-trimetoxisztiril)-1,3-
dimetilxantint (TMSX); (E)-8-(3,4-dimetoxisztiril)-1,3-dipropilxantint (3,4-DMDPrSX);
(E)-8-(3,5-dimetoxisztiril)-1,3-dipropilxantint (3,5-DMPrSX) az irodalombdl ismert
modszerekkel allitottuk el6 [Jacobson K. A., 1993]. Az U jodsztirilkoffein
eléallitasahoz alkalmazott 3-jédfahéjsavat az irodalomban ismert eljarassal, m-
nitrofahéjsavbdl allitottuk elé [Patterson T. S., 1896]. Az eldallitott vegyuletek
szerkezetét NMR- és MS-vizsgalatokkal igazoltuk és a tisztasagukat olvadaspont

mérésekkel, HPLC- és TLC-eljarasokkal ellendriztik.

Az (j I1SX és ISC "H-NMR adatai

Vegyilet 'H-NMR adatok

3,25 (s, 3 H, N3-CHa), 3,48 (s, 3 H, N4-CHs), 7,05 (d, 1 H, J=16 Hz),
ISX | 7,2 (t, 1 H, J=6 Hz), 7,55 (d, 1 H, J=16 Hz), 7,60-7,88 (m, 2 H), 8,00
(s, 1H) 13,64 (s, 1 H, N7-H).

3,22 (s, 3 H, N3-CHs), 3,48 (s, 3 H, Ny-CHas), 4,04 (s, 3 H, N;-CHs),
ISC | 7,14-7,32 (m, 1 H) 7,41 (d, 1 H, J=16 Hz), 7,56 (d, 1 H, J=16 Hz), 7,72
(t, 2 H, J=6 Hz), 8,26 (s, 1H) 13,64 (s, 1 H, Ns-H)




Radiokémiai szintézisek
[ C]Metiljodid

A [''C]CO,-dot a Debreceni Atommagkutatd Intézet MGC 20E ciklotronjaban,
a "“N(p,a)""C ("'C+0; - ""CO,) magreakciéval, 14,5 MeV energiaju protonnyalabbal
és 1,3x10° Pa nyomasu targetgazbol allitottuk elé (hozam 1,6-2,2 GBg/mA). A kapott
[''C]CO,-ot automatizalt panelen, LiAlHs-gyel, [''C]JCH3;OH-1a redukaljuk, amit Hi-dal
reagaltatva [''C]JCHsl képzédik. Az igy eldallitott [''C]metiliodidot metilezési

reakcidoban hasznaljuk tovabb.
["'C]Metilezés

Az E-Z izomerizacié elkerulésére a miveleteket fénymentes korlilimények
kozott végeztik el. A xantin-prekurzort DMF-ben (1 mg / 0,4-1 ml) oldottuk. Az
oldatot 10 mg kalium-karbonat jelenlétében, 10 percen at 70°C hémérsékleten
["'C]metileztik a fenti automatizalt radiokémiai panelban. A szintézis végén a
reakcioelegyet 25 ul, 4 mol/l-es soésavoldattal semlegesitettik, majd a terméket
analitikai HPLC-rendszerrel (LiChrosphere RP 18 (250-4) oszlop, vizes acetonitril
kilonbdz6 Osszetétell elegyeit hasznalva futtatészerként, 1 ml/min aramlasi
sebességgel) vizsgaltuk. Az inaktiv vegyuletek spektrumait 290 nm-re beallitott UV-
detektorral hataroztuk meg. A radioaktiv vegyulet Rt-értékét, az UV-detektorral sorba

kotott radioaktivitas detektoron, az el6z6ekben meghatarozott inaktiv anyagok Rt-

ertékeinek segitségével azonositottuk.
Farmakolégia jellemzés

A DE Gyogyszertani Intézettel kézbs egyluttmikddés keretében, Dr.
Szentmiklési Jozsef tanar Ur iranyitasaval farmakoldgiai vizsgalatokat végeztiink a
CSC-vel, 3,5-DMSC-vel, 3,4,5-TMSC-vel, valamint az uj ISC-vel. Referenciavegyulet-

ként a jelenleg leghatékonyabb Ajpa-receptor blokkold, ZM 241385 jelzési vegylletet



hasznaltuk, amely nem xantinszarmazék. A vizsgalatokat patkany pulmonalis artéria
(Aza-receptorokat hordozé szdvet), tengerimalac pulmonalis artéria (A- és Ags-
receptorokat hordozé szdvet), valamint tengerimalac pitvari myocardium (A tipusu
adenozinreceptorokat hordoz6 szdvet) preparatumokon végeztiuk el. A vegyuleteket

Schild-féle regresszios analizissel kapott pA2-értékekeivel jellemeztik.
A [''C]CSC biolégiai vizsgalata
[''CJCSC specifikus kétédése DDT1 MF2 sejtvonalon:

El6preparalt DDT1 MF2 simaizom transzformalt sejtvonalat (1 millié/l) 20
uCi/ml ["'C]JCSC jelenlétében 20 percig 37°C-on inkubaltuk. A kompetticios
vizsgalatokra a sejtvonalakat 10 percig el6inkubaltuk inaktiv CSC-vel vagy ZM
241385 (ismert antagonista). Ezt kdvetéen a sejteket sejtszeparalon (SKATRON Cell
Harvaster, 11019) elvalasztottuk, és a ["cijcsc akkumulacigjat hitelesitett
gammaszamlaloval mértuk (Canberra-Packard). A radioaktivitas-koncentraciét cps

(count/second) egységekben adtuk meg 1 millié sejtre vonatkoztatva.
Autoradiografias (ARG) vizsgalat

Az autoradiografias (ARG) vizsgalatokhoz az agy- és szivszeletek
radioaktivitas-eloszlasanak térképét Phosphorimager scannerrel (Molecular
Dynamics) értékeltik ki. Az  anatomiai lokalizaldsara a metszett szeletekrél

transzparencia scanner képeket (HP Scandet 4¢/T) is készitettink.
A jelzett ligandum szervezeten bellili megoszlasanak vizsgalata

A ["'C]CSC szervezeten beliili megoszlasat Swiss-egereken vizsgaltuk. Az
elaltatott allatokba 120-200 pCi/ 1,2-8 nmol (4,44-7,4 MBq) mennyiségil jelzett
[''C]CSC-radioligandumot injektaltunk intravénasan. Ezt kdvetéen az allatokat 10,

20, 40 és 60 perc inkubaciés id6 eltelte utan ledltik, és az egyes szervek



radioaktivitasat gammaszamlaléoval megmértik. A szervek nCi/g-ban kifejezett

ligand akkumulacié mértékét a beadott aktivitasra és az allat tomegére normaltuk.
Dinamikus PET-vizsgalat

A PET-vizsgalatokhoz az elaltatott nyulaknak 1-2 mCi/30-60 nmol [''C]CSC-
farmakont injektaltunk intravénasan. A dinamikus PET-felvételeket GE 4096 tipusu,
egésztest PET-kameraval készitettuk. Az allatot ugy helyezttk a PET kamera
latdmezejébe, hogy az allat testének tengelye parhuzamos volt a detektorgy(ri
sikjaval. igy 15 db szagittalis szeletet készitettiink, a kapott kép nagyjabsl magaban
foglalta a nyul egész testtomegét. Az egyes szervek pontosabb meghatarozasa

érdekében a nyulrdl ['®FJFDG PET-felvételt is készitettiink.

A dinamikus PET vizsgalatok soran a radiofarmakon beadasat kovetd
pillanattél monitoroztuk a receptor-ligandum szdveti felhalmozdédasat az egész
allatban. A szoveti eloszlas dinamikajat egy 40 perces idOskalan vizsgaltuk. Az
egymast kovetd expoziciokbdl meghataroztuk a ligandum akkumulacios kinetikajat a
kllonboz6 specifikus régiokban. A vizsgalat egész idétartama alatt meghatarozott
idOkozonként artérias vérmintakat vettink az allatokbdl és meghataroztuk a vérben

lévé ligandumkoncentracié idébeli valtozasat.
Négykompartmentes farmakokinetikai modell

A receptor-ligandumok szervezeten bellli egyensulyi megoszlasanak
tanulmanyozasara alkalmazott legaltalanosabb modell a négykompartmentes modell
[Landaw E: M, 1984]. A kompartment analizis soran nyulagyban, dinamikus PET
vizsgalattal meghatarozott id6fluggé véraktivitas gorbét, valamint az agy szoveti
gorbéjét hasznaltuk fel. A kinetikai és egyéb allandok numerikus értékének

szamitasa egy specialis iterotiv, nem-linearis regresszio-szamitas alapjan tortént.



Eredmények

Prekurzorok és inaktiv ligandumok

A kisérleteinkhez kivalasztott tiz, P1 tipusu, antagonista hatasu sztirilxantin-

szarmazékot az irodalomban ismert eljarasokkal allitottuk el6.

Az elballitott prekurzorok

o) | X
% |,
o N N
R3
Prekurzor | R,R3 X Prekurzor R1,R3 X
SC Me H 3,5-DMSX Me 3,5-(MeO),
CSX Me 3-Cl 3,4,5-TMSX Me 3,4,5-(MeO);
ISX Me 3-1 NDPrSX Pr 3-NO,
NSX Me 3-NO, 3,4-DMDPrSX Pr 3,4-(MeO),
3,4-DMSX | Me | 3,4-(MeQO), | 3,5-DMDPrSX Pr 3,5-(MeO);

A szintézis els6 lépésében a kiindulasi karbamidszarmazékot cianecetsavval
kondenzaltuk, a koztiterméket alkalikus kdzegben ciklizaltuk, NaNO, alkalmazasaval
nitrozaltuk, majd a nitrozocsoportot redukaltuk, igy eldallitottuk az 1,3-dialkil-5,6-

diamino-uracil vazat .

0
R1—NH R1 NO R1_ NH,
:{ HOOCCH,CN N | NH, N |
° - L A
07 N Nh, 2%0% o N" "NH,
R3

a) (CH,C0),0

R3—NH
b) NaNO, |
¢) CH,COOH R3
1,3-dialkil- 1,3-dialkil-5-nitrozo- 1,3-dialkil-5,6-
-karbamid -6-aminouracil diamino-uracil

Traube szintézis reakcidovazlata.



Ezutan a kapott uracilszarmazékot kulonb6z6 transz-fahéjsavakkal acileztuk,
majd a kapott amidouracilt bazikus korulmények kozott ciklizaltuk, igy elballitottuk a

megfelel prekurzormolekulakat.

(0]
R"COOH “R" NaOH Rl Y H
;\ )\ T
07N N
R3
acilamino-uracil dialkil-arilxantin

A prekurzor szintézis reakciovazlata

Az Aaltalunk szintetizalt uj ISX elballitasahoz alkalmazott 3-jodfahéjsavat az
irodalomban ismert eljarassal, m-nitrofahéjsav redukalasaval, majd a kapott
aminofahéjsav diazotalasaval és jodozasaval allitottuk elé. A kapott jodfahéjsavat a

fenti modszer szerint 5,6-diamino-uracillal reagaltattuk.

Ezutan a kapott prekurzormolekulak metilezésével el6allitottuk a megfeleld,

inaktiv 7-metil-sztirilxantin-szarmazékokat.

(0] (|:H3
R1
7 . N N>_/_@R
)\ A My
savmegkoto o N N
I
R3

DMF

1,3-dialkil-8-sztirilxantin 1,3-dialkil-8-sztirilkoffein
Reakcidvazlat a metilezéshez

Az el6allitott vegyuletek szerkezetét olvadaspontmérésekkel, NMR- és MS-
vizsgalatokkal igazoltuk. Ezutan meghataroztuk a vegyuletek DMSO-oldhatésagat,

amely adatok a bioldgiai vizsgalatokhoz szikségesek.



TLC-vizsgalatok alapjan kidolgoztuk a vegyuletek azonositasara alkalmas,
analitikai HPLC, valamint az elvalasztasukat lehetévé tevé megfelelé preparativ
HPLC-eljarasokat. A csucsokat 290 nm hullamhosszra beallitott UV-detektorral
azonositottuk. Futtatoszerként kulonb6zé Osszetételli, viz-acetonitrii elegyet

hasznaltunk, melynek aramlasi sebessége 1 ml/min volt.

Az elGallitott vegyuletek HPLC-retencids ideje

Vegyiilet Mng\l:HQO Rt. Vegyilet MeCLﬂ:HZO Rt.
[%] [perc] [%] [perc]

SX 6:4 3,71 SC 6:4 5,55

CSX 7:3 3,45 CSC 7:3 5,43

ISX 7:3 4,77 ISC 7:3 7.6

NSX 7:3 5,12 NSC 7:3 8,84
3,4-DMSX 6:4 3,03 3,4-DMSC 6:4 4,45
3,5-DMSX 1:1 5,48 3,5-DMSC 1:1 10,17
TMSX 1:1 3,98 TMSC 1:1 6,35
NSPrX 1:1 5,83 NSPrC 1:1 9,98
3,4-DMDPrSX 6:4 6,77 | 3,4-DMDPrSC 6:4 13,28
3,5-DMDPrSX 1:1 5,65 | 3,5-DMDPrSC 1:1 10,20

A kapott adatok alapjan dolgoztuk ki a radioaktiv termék elvalasztasara

alkalmazott preparativ HPLC-mddszert.
Radiokémia szintézis
['C]CSC eléllitasa

A 8-(3-klorsztiril)-1,3,7-[7-"'Cltrimetilkoffein ([''C]JCSC) radiokémiai szintézise
a CSX ["'Cmetiljodiddal valé metilezésével torténik. A pontos reakcidkdriilményeket,

reakcidohozamokat a tablazatban mutatjuk be.
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(0] (o] 11(;|.|3
H | Cl
HC N I HC,, N
)\ | )—\ s, )\ | )—
(o] 'il N fo) lil N
CH, CH,

(E)-1,3-dimetil-8-(3'-klorsztiril)xantin (E)-8-(3'-klorsztiril)-1,3,7-[7-1"C]trimetilxantin
["C]CSC

Reakciovazlat a [''C]CSC radiokémiai szintéziséhez

[''C]CSC radiokémiai szintézisének optimalizalasa (savmegkots kivalasztasa)

mg prekurzor Katalizétor Rk. H6m Rk. id6 Hozam*

/ ml DMF (°C) (perc) (%)
1/0,4 5 mg K,COs3 60 10 19.9
1/0,4 8 mg K,COs3 60 10 33,6-40,2
1/0,4 10 mg K2COs3 60 10 39,9-47,3
1/0,4 10 mg K2COs3 60 12 32,9
1/0,4 14 mg K2COs3 60 10 21,6
1/0,4 10 mg Cs,CO3 60 10 20,3-24,3
1/0,4 10 ml NaOH (5M) 60 10 8

* radiokémiai szintézis végére korrigalva, a kiindulasi [11C]COZ-re szamolva

A reakcid kalium- vagy cézium-karbonat jelenlétében j6 hozammal megy
végbe. A legjobb hozam 0,4 ml DMF-ben, 10 mg kalium-karbonat jelenlétében, 60°C-
on és 10 perc alatt érhetd el. Az anyagot preparativ. HPLC-rendszerben
elvalasztottuk a szennyezésektél, majd el6készitettik a [''C]JCSC-t tartalmazé
frakciét a farmakologiai vizsgalatokra. A késztermékbdl mintat vettink az analitikai

HPLC-vizsgalatra.

A kiindulasi [''C]COz-ra vonatkoztatva az atlagos, bomlas-korrigalt hozam
30% volt, igy a szintézis végén atlagosan 904 MBq (24,5 mCi) [''C]CSC-t termeltiink.
A legjobb fajlagos aktivitas 9,1 TBg/umol (246 mCi/pmol) volt.

-11 -



7-[" C]metil-sztirilxantin-szarmazékok eléallitasa

Az altalunk kifejlesztett rendszerben kisérleteket végeztink tovabbi 1,3-dialkil-

sztirilxantin-szarmazékok [''Clmetiljodiddal valé metilezésével.

R1

11CH3
|_|11 c—I OYN N/
| )\
ye =,
DMF, 70°c 10 min R3 g 8

Reakciovazlat 7-[''C]metil-sztirilxantin-szarmazékok eldallitasahoz

A ["'C]metilezés kalium-karbonat jelenlétében, 70°C hdémérsékleten és 10
perc alatt nagyon jo radiokémiai hozammal ment végbe. llyen korulmények kozott a
xantinszarmazék kivant 7-N-metilezése a meghatarozo. A [”C]metilezés termékeit a

fentiekben bemutatott Rt-értékek segitségével azonositottuk.

['C]Metilezési reakciok jellemzdi

Prekurzor Termeék mg prekurzor | Radiokémiai | E-Z izomerizacio**
/ ml DMF hozam* (%) (%)
SX SC 1/0,6 62+3 nem észlelt
CSX CSC 1/0,4 67+4 nem észlelt
ISX ISC 1/0,6 90+4 4,4+0,5
NSX NSC 1/0,6 51+£5 1,1£0,5
3,4-DMSX 3,4-DMSC 1/1,0 93+4 35,2+3
3,5-DMSX 3,5-DMSC 1/0,5 89+5 nem észlelt
TMSX TMSC 1/0,8 68+5 50,6+3
NSPrX NSPrC 1/0,5 354 nem észlelt
3,4-DMDPrSX | 3,4-DMDPrSC 1/0,7 72+5 nem észlelt
3,5-DMDPrSX | 3,5-DMDPrSC 1/1,0 89+5 nem észlelt

*a szintézis végén, a kiindulasi [''C]metiliodidra szamolva; ** egyensuilyi érték a mérés idépontjaban
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A fenti tablazatban a 7-[''C]metil-sztirilxantin-szarmazékok el&allitasanak
reakciohozamait mutatjuk be. A kapott eredmények 3-5, egymastol fuggetlen
szintézis atlagértékei. Az atlagos bomlas-korrigalt hozamot a kiindulasi
['C]metiljodidra  szamoltuk. A [''C]metiljodid aktivitisat az automatikus
szintézisrendszerben 1évd, kalibralt detektor altal mutatott beltésszambdl hataroztuk
meg. A specifikus aktivitas 1,85 és 5,55 MBqg/pmol (50-150 mCi/umol) kozoétt volt.
Ugyancsak az alabbi tablazatban mutatjuk be a reakcidéelegyben a fény hatasara

végbemend 7-["'C]metil-sztirilxantin-szarmazékok E-Z izomerizacidjat.
Aza-adenozinreceptor szelektivitas farmakolégiai elemzése

A kontraktilitasi vizsgalatok alapjan kapott pA;-értékek alapjan megallapitottuk,
hogy a koffein nem szelektiv (azonos pA2-értékek, egységnyi Aza/Azs €s AoalAq
arany). A CSC esetében az Aja-szelektivitas (pA,=6,49), féleg az Aga/As
szelektivitas (56) szempontjabol mar jelentésnek mondhaté. A 3,5-DMSC (pA2=6,58)
és a 3,4,5-TMSC (pA2=6,59) szintén szelektivek, de szelektivitasuk nem éri el a CSC
hatasat. Igen figyelemreméltd azonban a jodsztirilkoffein mintegy 500x-0s Aza/A1
szelektivitdsa (468), ami kiemelkeddé a vizsgalt purinerg-antagonistak kozaott,
ugyanakkor az A,a affinitdsa (pA,=7,67), csaknem akkora, mint a jelenlegi

legerésebb Aza-blokkold ZM-vegylleté (pA2=7,91).
Biolégiai vizsgalatok

Az autoradiografias moddszerrel elvégzett in vitro kompeticidos vizsgalatok
szerint az agyszeleteken mért [''C]CSC aktivitds mértéke mintegy 70-80%-al
csokkent, ha a mintat 10umol/l inaktiv CSC jelenlétében inkubaltuk. A DDT1 MF2
sejtvonalon végzett kompeticiés vizsgalataink bizonyitottak, hogy a [''C]CSC
kotédése leszorithatd inaktiv CSC adenozinreceptor ligandummal. A ZM241385 Aga

antagonista jelenlétében még fokozottabb volt a kompetici6 mértéke. Hasonlé
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kompeticiot mutattunk ki a CSC és a CGS21680 kdzott. A CGS egy nagy affinitasu

(Kd értéke 10nM) nagy szelektivitasu Axa agonista.

A [''C]CSC specifikus kotédését in vivo PET vizsgalattal is bizonyitottuk,
nyulagyban. Az allatokba intravénasan 1,5 mCi jelzett CSC-t és ezzel parhuzamosan
kilénb6zé koncentracidban inaktiv CSC-t injektaltunk. Az agyban mért radioaktivitas

mértéke az inaktiv CSC koncentracié novekedésével fokozatosan csokkent.

Az egér agyszeletekrdl és szivszeletekrél készitett autoradiografias képek
alatamasztjak az Aja-adenozinreceptorok feltételezett specifikus térbeli eloszlasat.
Az egér szervmegoszlas vizsgalatok azt mutattak, hogy az intravénas injekciét
kovetéen 10 perccel az akkumulacio a tidében a legmagasabb, majd ezt kdveti a

maj, vese, sziv és az agy.

Dinamikus PET-vizsgalattal kdvettik nyomon a [''C]CSC-ligandum-receptor
kotdédésének kinetikajat. A PET-felvételeknek megfeleléen, a farmakon injektalast
kovet6 els6 15 masodperc alatt a radioaktivitas el6szor a tudében jelenik meg, 1-2
perccel kés6bb a ligandum a vesékben, majd a majban halmozaodik fel, és végul a
hélyagban dusul fel. A dinamikus PET-vizsgalatok soran monitoroztuk a
radiofarmakon szoveti felhalmozodasat az egész allatban, tovabba artérias vérmintak
segitségévvel meghataroztuk a vérben 1évé ligandumkoncentracié idébeli valtozasat.
A kapott eredményekkel meghataroztuk az egyes szervek és a vér [''C]CSC-

akkumulacio kinetikajat (aktivitas-koncentracio idébeli valtozasa).

A ["'C]CSC kotédését reprezentald, PET mérésbdl szarmazo széveti gorbét
€s a vérvételi mérésekbdl szarmazd véraktivitas gorbét felhasznalva, a 4
kompartmentes analizis alkalmazasaval a vizsgalati id6 flggvényében
meghataroztuk az illesztett szoveti gorbét. A kinetikai szamitasok eredményeként

megkaptuk a modellt leird kinetikai allandék numerikus értékeit.
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Osszefoglalé

Tiz, "C-jelzett Asa-antagonista tipusti adenozinreceptor specificitassal
rendelkezd 7-metilsztirilxantinszarmazekot allitottunk el6. A 7-dezmetil-aminbazisok
"C-izotéppal torténé N-metilezése automatizalt panelen tortént. A jeldl6 izotopot
hordoz6 metilcsoport beépitésének modszerét a CSC molekulara dolgoztuk ki, amely
irodalmi adatok alapjan a legigéretesebbnek receptorligandumnak tint. A
reakciohozamot a megfelel6 savmegko6td kivalasztasaval, valamint a hémérséklet és
a reakcioidé beallitasaval optimalizaltuk. A szintézis rendszert teszteltik, a
hibaforrasokat kiszlrtik. A termék azonositasara és elvalasztasara analitikai és
preparativ HPLC-mddszereket dolgoztunk ki. A prekurzorok, valamint az inaktiv teszt

vegyuletek kozott két uj vegylletet is elballitottunk.

Farmakoldgiai vizsgalataink alapjan ugy tlinik, hogy az uj ISC kiemelked6
Axa/A¢ szelektivitassal rendelkezé purinerg-antagonista. Megallapithatjuk tovabba,
hogy a "'C-jelzett xantin-szarmazékok csoportja jol hasznalhaté radiofarmakon az &1
szOvetek és szervek P1-tipusu adenozinreceptor-kotéhelyeinek feltérképezésére. A
PET-mddszerrel, jelzett receptorligandumok segitségével in vivo tanulmanyozhatok,
tobbek kozott, a receptor-expresszid mértékének valtozasa, illetve a receptor—

ligandum kotédeés kinetikaja is.

A Ph.D. programban elért eredmények is hozzajarultak ahhoz, hogy a DEOEC
PET Centrum Radiobiolégiai munkacsoportjaban az in vivo receptorkutatas alapjait
megteremthettik. Az alkalmazott automatizalt metilez6 technika, valamint a jelolt
ligandumok vizsgalatara alkalmas biolégiai modellek kialakitasa és validalasa alapjat

képezik a PET-el végzett in vivo receptorkutatas hazai alkalmazasanak.
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