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BEVEZETES

Az adenozinnak sokfajta fiziologiai folyamatban megfigyelt hatdsainak legnagyobb
része sejtfelszini receptorokkal vald kolcsonhatasnak tulajdonithatd. Az Un. adenozin-
receptorok a szervezet szamos szovetében talalhatoak, és sokfajta komplex szabalyozasi
rendszerben, gyulladdsos és immunolégiai folyamatokban, sziv- ¢és érrendszeri
torténésekben, valmint a fajdalom érzet kialakulasaban van szerepiik. Az adenozin
kiilonboz6  fiziologiai  folyamatokban jatszott kiilonleges szerepének mélyebb

megismerésében az adenozin-receptor ligandoknak fontos szerepiik lehet.

A pozitronemisszids tomografia az alapvetd bioldgiai- és fiziologiai folyamatok nem-
invaziv vizsgalatanak fontos modszerévé valt. Segitségével azok a biologiai struktirak is

tanulmanyozhatok, amelyek piko- vagy femtomolaris koncentraciotartomanyban 1éteznek.

Az adenozin-receptorok PET-technikaval torténé feltérképezéséhez olyan szelektiv
ligandokra van sziikség, amelyeket pozitronemittalod izotoppal jeldltiink, és kelléen nagy
fajlagos aktivitassal rendelkeznek. A rendelkezésre 4llo, specifikus és nagy fajlagos
aktivitasu radioligandok szama azonban kevés, amely korlatozza az adenozin-receptorok
PET vizsgalatanak lehet6ségeit. Ezen tilmenden, jelnleg minden, PET izotdppal jeldlt

adenozin-receptor ligand az antagonistak csoportjaba tartozik.

Mindezek alapjan célul tiiztiik ki, hogy pozitronemittald izotdppal jeldlt adenozin

agonistakat allitunk eld.

A leggyakrabban hasznalt négy PET izotop, a szén-11, a nitrogén-13, az oxigén-15 és
a fluor-18 koziil ez utobbit valasztottuk; a fluor-18 viszonylag hossza felezési ideje (110
perc) lehetdvé teszi a hosszabb kisérleti protokollok elvégzését, szemben harom rovid
felezési idejii (2-20 min) radionukliddal. Fluor-18 izotopot alkalmazva lehetdségiink van
tobblépéses radiokémiai szintézisek megvalodsitasara, valamint kozepesen lassu biologiai

folyamatok tanulmanyozasara.

A munkam soran tanulmanyoztam a fluor-18 izotdopnak az adenozin tipusu molekulak
elére megvalasztott helyére torténd beépitését. Kiilonbozo stratégidkat dolgoztam ki olyan
prekurzorok eldallitdsara, amelyek kiindulasi vegyiiletek lehetnek ezekben a jeldlési
reakciokban. Az egyik, j6 hozammal eldallitott radioligand elsddleges biologiai

értékeléseként elvégzett biodisztribucios vizsgalatok eredményeit szintén bemutatom.



ATTEKINTES ES ELOZMENYEK

Pozitronemisszios Tomografia

A pozitronemisszios tomografia (PET) egy nem-invaziv orvosbiologiai képalkotd
eljaras, amelynek segitségével az ¢€l6 szervezetbe juttatott, pozitronemittaldé izotdppal
megjeldlt, biologiai jelzomolekuldk eloszlasat kvantitativ modon lehet tanulmanyozni. A
klinikai gyakorlatban a modszer igen hatasosnak bizonyult a neuroldgia, a pszichiatria, a

kardiologia és az onkologia szamos teriiletén.

Magyarorszag ¢és egyben a kozép-eurdpai régid elsé PET centrumat 1994-ben

alapitottak a Debreceni Orvostudomanyi Egyetemen.
PET izotépok

A PET-technikaban felhasznalhat6 izotopoknak az alabbi feltételeket kell

teljesiteniiik:
. rovid felezési id6
. tiszta B"-bomlés (o.- vagy p-bomlas nem megengedett)

. mas bomlasi modbol szarmazo, 511 keV-tdl eltérd energiaju y—fotonok

mennyisége nem haladhatja meg a 0,1 %-ot

Az orvosi gyakorlatban hasznalt négy, leggyakoribb PET izotop a szén-11, a nitrogén-13, az
oxigén-15 és a fluor-18. Koziilik a fluor-18 radionuklidot alkalmazzak a legszélesebb

korben. A radiokémiai jeldlést vizsgalataink soran is ezzel az izotdppal végeztiik.
Receptorok vizsgalata PET-technikdval

A receptorok feltérképezéséhez nagy affinitasti szelektiv ligandokra van sziikség,
hogy megkiilonbdztethessiik a receptorhoz vald specifikus kotodést a hattér strukturakhoz
torténd, nem-specifikus kotédéstdl. A PET-technikaban a kiilonb6zd receptor-rendszerek
vizsgalatdhoz a ligandot meg kell jeldlniink B -emittalo izotoppal. Az ilyen radioligandokkal
a biologiai strukturdk olyan alacsony koncentracio-tartomanyban vizsgéalhatéak (pM, fM)
laboratoriumi allatokban in vivo korilmények kozott, amely mas képalkotd eljarasok
detektalasi kiiszobe alatt van. Mivel a gyakorlatban hasznalt valamennyi PET-izotépot
ciklotronban allitjak el6, és mindegyikiik felezési ideje rovid, a radiokémiai szintézis
(amelynek soran a radionuklidot a célmolekuldba beépitjiik) végén tobb nagysagrenddel
nagyobb specifikus aktivitasu jelzett vegyiiletet kapunk, mint a hagyomanyos '*C vagy *H

jelolés esetén.



Adenozin-receptorok

Az adenozin-receptorok a purinerg (P) receptorok csaladjahoz tartoznak, amelynek
endogén ligandjai az adenozin, az AMP, az ADP és az ATP. A purinerg receptorokat attol
fiiggden, hogy adenin-nukleozidra (adenozin) vagy nukleotidra (ATP) érzékenyek, a P, és
P, csoportba soroltik. igy a P, receptorok azonosak az adenozin-receptorokkal. Tipus
szerint ezek a receptorok tovabbi négy alcsoportba (A, Asa, A és Aj;) sorolhatdak.
Valamennyi adenozin-receptor effektor mechanizmusa G-fehérje kolcsonhatasokra épiil.
Mindegyik receptor altipust klonoztak kiilonbozd (koztik human) fajokbol, igy azok

mesterségesen létrehozott modelleken behatéan tnulmanyozhatdak.

Az A, A;an és az Aj; tipusu receptorokhoz eldallitott ligandok vagy szelektiv
agonistak, vagy szelektiv antagonistak, de az A,p receptorokhoz, a szerz6é tudomasa szerint,

eddig még nem szintetizaltak szelektiv hatasu ligandokat.
Agonistik

Az adenozin-receptorok eddig azonositott endogén ligandja maga az adenozin. Az
adenozin szerkezetének az N° a 2- és az 5’-pozicidban torténé modositdsa olyan
mesterséges ligandokat eredményezett, amelyek segitségével az adenozin-receptorokat
meghatarozott alosztalyokba sorolhattuk. Az N°-szubsztitualt adenozinok rendszerint A -
szelektivek (pl. N®-ciklopentil adenozin, CPA). A 2°-OH vagy a 3’-OH csoport eltavolitasa
ellenben kis affinitas, parcialis agonistakat eredményezett. Az 5’ szubsztitualt analdgok, pl.
a NECA nem-szelektiv adenozin-receptor agonistak, kotddésiik azonos kotési allandoval
jellemezhetd minden receptor altipus esetén. A 2-modositott (pl. alkoxi-) adenozinok
szelektiv A, agonistak. A; szelektiv agonistdkat kaphatunk, ha kombinaljuk az N°, a 2- és az
5’-moédositast.

Antagonisdk

Az adenozin-receptor antagonistak prototipusai a xantinok, pl. a teofilin és a koffein.

Napjainkban mar szamos xantin-szarmazékot szintetizaltak, ¢és jellemezték azoknak

adenozin antagonista hatasat. Koziilikk a 8-sztiril-koffeinek nagy affinitasu, szelektiv Aja

antagonistanak bizonyultak.

Fluor és izotopjai
A fluor a legnagyobb elektronegativitasu elem, és a periodusos rendszer VIIA
(halogének) csoportjanak elsd tagja, elektron-konfiguracioja 1s°2s’2p’, igy szigortian

egyvegyértékil.



A fluor mononuklidos elem, csak egyetlen stabil izotopja van, a 19-es tomegszamu.

Ezen kiviil még hat mesterséges izotopjat allitottak el6, amelyek mindegyike radioaktiv.

A radioaktiv fluor izotopok koziil a fluor-18 a PET-technika legfontosabb izotopja; a
viszonylag hosszu felezési ideje (109,7 perc) tobblépéses jelolési reakciokat tesz lehetdvé,
¢és segitségével lassan lejatszodd biokémiai folyamatokat is tanulmanyozhatunk. Az izotdp

alacsony B’-energiaja a képalkotis szempontjabol elényds.

Fluor-18 izotdp csak gyorsitokban, féleg ciklotronban allithato eld. A lehetséges
magreakciok koziil az alabbi két folyamatnak van a legnagyobb gyakorlati jelentdsége,

mivel azok kozepes nyalabenergiat és -aramot igényelnek:

(1) HozzAadott hordozot tartalmazo (carrier added, c.a.), kis specifikus aktivitast '*F-fluor
gazt kapunk a *’Ne(d,a)F magreakcidban, célanyagként Ne/F, (v/v 99,9/0,1)

gazkeveréket hasznalva.

(2) Hozzaadott hordozot nem tartalmazd (non carrier added, n.c.a.), nagy specifikus
aktivitasu "*F-fluorid-iont nyeriink a '*O(p,n)'*F folyamatban. A targetanyag a '*O-

izotopra dusitott viz.

Radiofluorozas

Mivel a biologiai rendszerekben nincsenek fluort tartalmazé biomolekulak, igy a
fluor-18 izotdp beépitése sokszor megvaltozott tulajdonsagi jelolt molekulat eredményez.
fgy a jelolés stratégiaja az, hogy az izotopot olyan pozicioba épitsiik be a molekulaba, hogy

a lehetd legkisebb legyen a valtozas a kiinduldsi molekula tulajdonsagaiban.

A "®F-jelzésnél hasznalt, két legfontosabb cserereakcid az F-H és az F-OH csere. A
jelolenddé molekula eredeti elektronstiriségét figyelembe véve a F-OH, mig a fluor méretét

tekintve a F-H csere a jobb megkdzelités.
Nukleofil radiofluorozds

A fluor szerves molekuldkba vald beépitése nukleofil szubsztiticioés reakcidoban
jelenleg is a legnehezebb szerves kémiai feladatok kozé tartozik. A fluorid-ion kis mérete és
kis polarizalhatosaga miatt kdzepesen erds bazisként, és gyenge nukleofilként viselkedik. Ez
az oka, hogy a nukleofil szubsztitiicios reakcidk szokasos koriilményei kozott inkabb
eliminacio jatszodik le.

A fluorid-ion vizes- és protikus oldészerekben erdsen szolvatalt, mert ezekkel az
olddszerekkel hidrogénhid-kotést képes kialakitani. Ezért a nukleofil radiofluorozasi
reakciokat dipolaris aprotikus oldoszerekben végzik, mint a CH;CN, a DMF vagy a DMSO.

Mivel a ["*F]fluorid-ion oldhatosdga ezekben az olddszerekben nagyon kicsi, megfeleld



fazistranszfer katalizatorra van sziikség. A nukleofil radiofluorozasi reakciokban, széles

korben hasznalt fazistranszfer katalizator a kriptand-tipust Kryptofix 2.2.2.

CELKITUZES

A pozitront emittalé adenozin-receptor ligandok szama jelenleg korlatozott, raadasul
mindegyikiik antagonista. Intézetiinkben is csak néhany [''C]-jelélt koffein szarmazék, mint
PET-izotoppal jelzett antagonista allt csupan rendelkezésiinkre. Az adenozin-receptor
rendszerhez kapcsolddd biokémiai folyamatok mélyebb megértéséhez mindenképpen

sziikséges jelzett agonistak eldallitasa is.

Fluor-18 izotopot valasztottuk jelold izotopnak, mivel viszonylag hossz felezési
idével rendelkezik. A fluor-18 izotép intézetiinkben ['*F]fluorid-ion kémiai forméban
hozzaférhets, amely igy lesziikitette a lehetdségiinket; olyan NH,
reakcidutakat kellett tervezniink, amelyekben a fluor-18 izotopot NZ N
nukleofil radiofluorozési reakcioban vihettiilk be a molekuldk megfeleld k\ | \>
helyére. A nukleofil agens maga a ['*F]fluorid-ion, a Kryptofix"™2.2.2 N
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Végiil két molekula szintézisét tliztik ki célul, amelynek mind-
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egyike modell-vegyliletnek tekinthetd. Szintézisiik kidolgozasa tovabbi
fluor-18 jelzett specifikus adenozin-receptor ligand eldallitasahoz szolgalhat kiindulasi

pontként.

Célunk volt az 5'-dezoxi-5"-["*F]fluoroadenozin és az 5’-N-(2-["*F]fluoroetil)-
karboxamidoadenozin eldallitasa és ez utobbi vegyiilet biologiai viselkedésének elsddleges

értékelése.

5’-dezoxi-5"-[18F|fluoroadenozin varhatdéan megfeleldé modell-vegyiilet lehet az
adenozin-receptor rendszer PET-vizsgalatdhoz; az adenin rész modositasa kiilonbozd
receptor altipusokra szelektiv ligandokat eredményezhet, mint példaul a legszelektivebb A,

receptor agonistak kozé tartozo N°-alkil- és cikloalkil-szarmazékok.

5°-N-(2-[18F]fluoroetil)-karboxamidoadenozin (['*FJFNECA), mint a NECA fluor-

18 jelzett analdogja, varhatéan PET izotop jelzett agonista lesz, valamennyi A,g receptor
specifitassal. Tovabb4, ha a szintézisutat gy modositjuk, hogy

2 a C2 vagy N°® pozicioban szubsztitualt adenozin-szarmazékbol
N® | N\> indulunk ki, akkor A,, illetve A; szelektivitasu jelzett ligandot
kaphatunk. A NECA-nak hasonl6 az affinitasa az A;, A, 4 €s

(0} A; receptorok mindegyikéhez, és nM-os nagysagrendl
disszociacios allandoval jellemezhetd, ezért a ['*FJFNECA

ch: EOH jelzett liganddal mindharom tipus in vivo vizsgalhat6. Az egyes



altipusok kiilon is tanulmanyozhatoak, ha a tobbi altipusu kotéhelyeket nagy szelektivitasu

antagonistakkal telitjiik.

KISERLETI RESZ

Ciklotron és céltargy

Tanulmanyaink soran a fluor-18 izotopot az MTA Atommagkutatd Intézetének
MGC-20-E izokron ciklotronjaban allitottuk elé. A ciklotron és a nyalabtovabbito rendszer a
D. Efremov Elektrofizikai Késziilékgyart6 Tudomanyos Intézetben (NIEFA, Szentpétervar)

készilt.

Automata radiofluorozo rendszer

Minden radiofluorozasi reakcidt egy szamitogép vezérelt, automata szintézis-panelen

végeztiik, amely az alabbi f6 részekbdl allt:
(1) Besugarzott vizet szallit6 rendszer
(2) Toncserélé modul, amely a ['*F]fluoridot elvalasztotta a '*O-dusitott viztsl
(3) Homérovel és radioaktivitas-detektorral ellatott reakcidedény

(4) Vezérelt adagolo-€s transzport rendszer

Analitikai médszerek

A vizsgalataink soran hasznalt analitikai modszerek féleg spektroszkopias és
kromatografias modszerek voltak. A fluor-18 rovid felezési idejét figyelembe véve praktikus
¢és gyors analitikai médszerekre volt sziikségiink. A fluor-18 hordozd-mentes (carrier-free)
formaban van, koriilbeliil 10°-10"" M koncentracié-tartomanyban. Ez azt jelenti, hogy
vegylileteit csak a gamma sugarzasa, vagyis radioaktivitdsa alapjan tudjuk detektalni. A
radioaktiv anyagok HPLC-s és TLC analizis¢hez, valamint azok monitorozasara az anyag
transzportalaskor és a desztillalas sordn ennek megfeleléen gamma-detektalast

alkalmaztunk.

Kémia
A "F radionuklid eldallitaisahoz a '"O(p,n)'*F magreakciét vélasztottuk, 14,5 MeV

energiajii proton-nyalabbal. Az izotopot ['*F]fluorid-ion forméaban nyertiik kozvetleniil a

céltargybol.



Oldoészereket és vegyszereket a Merckt6l (Darmstadt, Németorszag), a Sigma-
Aldrich-t6] (Gillingham, Anglia) és a Reanaltél (Magyarorszag) szereztik be. A target
anyagként hasznalt, ['*O] izotopra dusitott vizet a CAMPRO Scientific-t6] (Hollandia)
vésaroltuk. Minden adenozin-szarmazékot a Debreceni PET Centrumban allitottuk el6,

adenozinbdl kiindulva.

Biologia
Az allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum

Allatkiméleti Tudomanyetikai Bizottsag altal engedélyezett protokoll szerint végeztiik.

Autoradiogrdfias (ARG) vizsgdlat: Az in vitro ARG vizsgalatokhoz egéragy- ¢és
szivmetszeteket hasznaltunk, amelyeket V-3000-R/A  Vibrotome tipusu rezgdkéses
mikrotommal metszettiink (Energy Beam Sciences Inc.), és felhasznalasig —20 C°-on
taroltunk. A specifikus kotédést kompeticios  kisérletekben — bizonyitottuk. A
kontrolljeloléseknél az agy- és szivmetszeteket fizioldgids oldatban (pH=7,2) inkubaltuk 20
uCi/ml ["*FJENECA jelenlétében, 100 nM ligandkoncentracié mellett. A parhuzamosan
végzett leszoritasos kisérletekben az inkubald oldat 20 uCi ['"*F]JFNECA radioligandon kiviil
még 100 uM jeldletlen FNECA-t is tartalmazott. Az inkubalasi id6 mindkét esetben 20 perc
volt. Ezt kdvetden a mintakat haromszor mostuk hideg fiziologids oldattal. A metszeteket a
Phosphor Imager (Molecular Dynamics) lemezeire helyeztiik, és a '°F aktivitas-koncentracid

eloszlasat 2 6ras inkubalas utan értékeltiik az ARG kiolvasé berendezés segitségével.

PET vizsgalat: A kisérletekbe bevont nyulak atlagsulya 2,1+0,2 kg volt. Az allatokat uretan
(0,5 g/kg) és alfa-kloraloz (50 mg/kg) i.p. injektalasaval altattuk el, majd kipreparaltuk az
egyik femoralis artériat és femoralis vénat. A PET vizsgalatokhoz 0,5-1 mCi/30-60nmol
['""FIFNECA radiofarmakont injektaltunk intravénasan 2 ml fiziologias oldatban. A
dinamikus PET-fevételeket GE 4096 Plus tipusu egésztest PET-kameraval végeztiikk. Az
allatot gy helyeztiik a PET-kamera latomezejébe, hogy az allat testének tengelye
parhuzamos volt a detektorgytirii sikjaval. Az igy készitett 15 darab saggitalis metszet
kozelitdleg magéaban foglalta az allat egész testét. A PET vizsgalattal parhuzamosan
mintegy 20 artérids vérmintat gyijtottiink heparinozott fecskendokkel. A levett vérmintakat
eppendorf centrifugaban 2000 g mellett centrifugaltuk 3 percig, majd kalibralt gamma-
szamlaldval (Canberra-Packard) meghataroztuk a radioaktivitas-koncentracidt a plazmaban,
illetve az iiledékben (sejtes kozeg). A szoveti elnyelddés miatti korrekciohoz *Ge kiilsé
sugarforrassal készitettiink transzmisszios felvételt. A kivalasztott szervek akkumulacios
kinetikajanak meghatarozasahoz az idében egymast kovetd PET-képek azonos modon

kijeldlt térfogataiban 6sszegeztiik a ["*FJFNECA mennyiségét jelzd radioaktivitast.



EREDMENYEK ES MEGBESZELES

5’-dezoxi-5’-flouroadenozin
Az inaktiv 5 ’-dezoxi-5 -fluoroadenozint (8), a referencia anyagot egy soklépéses

reakcioban allitottuk eld, ahogyan azt az 1. Reakcidvazlaton lathatjuk.
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1. Reakciévazlat Az inaktiv 5 -dezeoxi-5 -fluoroadenozin (és N°-benzoil-5-dezoxi-5 -

Sfluoro- 2°,3 -izopropilidénadenozin) szintézise

A szintézis kiinduldé anyaga a megfelelden védett 2 ribdz-szarmazék, amelynek
szokasos modon elvégzett mezilezésével kaptuk a kristdlyos 3a vegyiiletet. 3a-t ezutan
kalium-fluoriddal reagaltattuk metanolos koézegben 160°C-on 24 oraig, és a 4 fluoro-
ribozidot kaptuk, amely analitikailag tiszta olaj. Alternativaként a 4 vegyiiletet a 3d
trezilaton keresztiil is eldallitottuk. A 4 savas hidrolizise utan kaptuk az 5 fluor-vegyiiletet
vildgos, konnyii olaj formajaban, és szerkezetét 'H-NMR spektroszkopiaval bizonyitottuk.



Végiil az 5 vegyiiletet ecetsavanhidriddel acetileztiik piridines kozegben, és a kristalyos 6
vegyiiletet kaptuk. A 6 triacetat nagyon fontos termék: kiinduld vegyiilete a nukleozid
kondenzaciés reakcionak, amely a 8 5’-dezoxi-5’-fluoroadenozin eldallitdsa soran az
adenozin-struktarat kialakitd, legfontosabb 1épés. Bar ez a kondenzacids reakcié az
irodalombdl jol ismert, mégis modositanunk kellett a szokasos TMSTf-mddszert, hogy a
kivant 7 diacetil-adenozin szdrmazékot legalabb kdzepes hozammal kinyerjiik. A modositas
lényege az volt, hogy a reakcidban véddcsoportot nem tartalmazo, szililezett adenint
hasznaltunk. Végiil a 7 vegyiiletet dezacetileztiik a Zemplén-reakcioban, és 8 célvegyiiletet
kaptuk. A 8 higroszkopos fehér kristalyos anyag, amelynek szerkezetét 'H-NMR-
spektroszkopiaval bizonyitottuk.

Az 5’dezoxi-5-["*F]fluoroadenozint (8%), a '"*F-jelzett adenozin analdgot nukleofil
szubsztitiicios reakciokban allitottuk elé két kiilonbozo tipusti prekurzorbol kiindulva; a
nukleofil agens mindkét esetben maga a ['*F]fluorid-ion volt, fazistranszfer katalizatorként
Kryptofix™2.2.2-t hasznaltunk.

Szintezis 5°-dezoxi-5’-haloadenozinokbol kiindulva

A 8* eldallitasanak egy egyszeri €s igéretes modja a nukleofil szubsztiticios reakcio
5’-halogénezett adenozinokbol. Az alifas szubsztiticios reakciokban tavozd csoportként
kiilénosen a bromot és a jodot hasznaljak széleskorien. Az 5’-vegyiiletcsalad alapos
jellemzése céljabol, az 5’-klorid és az 5’-fluorid (homogén izotop csere) viselkedését is

vizsgaltuk a radiofluorozasi reakcidban.

Megallapitottuk, hogy az 5’-dezoxi-5’-haloadenozinok atalakithatok 5’-dezoxi-5’-
['*F]fluoroadenozinna a radiofluorozasi reakcioban, ha ['*F]KF/Kryptofix2.2.2-t hasznalunk
nukleofil agensként 120 °C-on dimetilformamidban (DMF). A radiofluorozas reakcidideje
30 perc volt. Ilyen koriilmények kozott csak a vart halogéncsere reakcio jatszodott le. A

radiofluorozasi reakcié komponenseit az Ri-értékiik alapjan azonositottuk.

Az alébbi tiblazat mutatja az 5’-dezoxi-5’-['*F]fluoroadenozin hozamét a szintézis

végén. Minden egyes adatpont harom parhuzamos mérés atlaga.

Prekurzor Prekurzor mmol/ml DMF Prekurzor Hozam
mg %
FAdo 0,13/2 35 0
ClAdo 0,13/2 38 0,25
BrAdo 0,13/2 44 0,49
IAdo 0,13/2 50 1,07
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A homogén fluor izotdpcsere reakcioban a ['*F]JKF/Kryptofix2.2.2 kiindulasi anyag
csucsan kiviil (R 0,00) semmilyen egyéb radioaktiv cstcsot nem detektaltunk. A tobbi
esetben fluor-18 beépiilést detektaltunk, amely egy allando R értéknél megjelend masik
radioaktiv csucs mutatott. A prekurzorok reaktivitdsa a I>Br>Cl sorrendben csokkent,
azonban a halogén-fluor-18 csere a varakozasnal joval kisebb mértékii volt minden esetben.
Ezt az eredmény az amino-csoport protonja szolvatacios hatdsanak tulajdonithatjuk, amely

szamottevGen csokkenti a meztelen '*F-anion nukleofilitasat.
Szintézis N°-benzoil 2°,3-izopropilidéneadenozin-5’-szulfondtokbol kiindulva

Az elsé kisérletink hozama az 5’-dezoxi-5'-['*F]fluoroadenozinnak 5'-
haloadenozinokbol valé eléallitasara igen alacsony volt, ezért célmolekulankat egy masik
moédon kivantuk eléallitani, amely a megfeleléen védett 15a-d 5'-szulfonat szarmazékokbol
indult ki. Ezek a vegyiiletek, azaz az N°-benzoil 2°,3’-izopropilidénadenozin-5’-szulfonatok,
metan-(mezilat), p-toluol-(tozilat), p-nitro-benzol-(nozilat)- és 2,2,2-trifluoroetan-szulfonat
(trezilit) megfelelé prekurzornak tiinnek, hogy a meztelen ['*F]fluorid-ionnal val6
reakcidjukban a megfeleld 17° 5'-["*F]fluor-vegyiilet keletkezzen (2. Reakciévézlat). E

vegyiilet hidrolizise szolgaltatja a 8" 5'-dezoxi-5"-["*F]fluoroadenozint, a célvegyiiletiinket.

0 i 0
N? | N\> N? | N\> N N\>
I\\ I\\ O=HC
i N N SN
R—$—0 o ['8F]KF/Kfx222 B 0 + HC o
Il DMF, 120°C, 30 min
(0
R=a: CH;- 6 (0] 6 {0) 6 (0]
b: CH,-Ph- >< >< ><
e:Noyph-  H,C CHy H,C CH, H,C  CH,
d: CF,-CH,- 15 a-d 7% 18

2. Reakciévazlat A ["*F]KF/Kryptofix2.2.2 reakcidja az N®-benzoil 2°,3’-

izopropilidénadenozin-5’-szulfonatokkal

Az izopropilidén csoport szabadon hagyja az 5’-OH csoportot, ahova ezutan a
szulfonil egység bevihetd. Az adenin rész N° amino-csoportjanak acilezése pedig

drasztikusan lecsokkenti az N° nitrogén nukleofilitasat.
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A szulfonil-csoport reakcioképességének alapvetd hatasa van a reakcid kimenetelére:
minél reaktivabb a szulfonil csoport, annal gyorsabb a szubsztitucid és az esetleges
mellékreakcidk  (pl. elimindcié) visszaszorulnak. Ezért megprobaltuk az 5°-
trifluorometanszulfonatot (triflat) szintetizalni, az egyik legreaktivabb szulfonatot, azonban
a reakcidelegybdl minden kisérletiinkben a 18 ciklikus terméket nyertiik. Ez a megfigyelés
arra utalt, hogy az N’ még mindig er6s nukleofil ahhoz, hogy az N°,5’-ciklonukleozid
kialakulhasson. fgy eldallitottuk a 15a-d szulfonatokat, amelyek koziil a mezilat (15a) és a
tozilat (15b) bizonyult kellden stabilnak ahhoz, hogy hosszabb ideig -eltarthassuk
kozonséges koriilmények kozott. Analizaltuk a négy szulfonat viselkedését a radiofluorozasi

reakcioban.

A radiofluorozasi reakcidt a szokasos koriilmények kozott végeztik. A kdzos
radioaktiv terméket ugy azonositottuk, hogy az Rq-értékét 6sszehasonlitottuk az autentikus
inaktiv standard Reértékével TLC-n. A TLC analizis azt mutatta, hogy mindegyik
reakcidban ugyanaz a kozos radioaktiv termék keletkezett, valamint azt is, hogy egy k6zos

inaktiv termék is keletkezik a reakcidokban, amely azonos a 18 ciklonukleoziddal.

Az alabbi tiblazat mutatja az 5’-dezoxi-5’-['*F]fluoroadenozin kitermelését a négy

prekurzorbol kiindulva. Minden egyes adatpont harom parhuzamos mérés atlaga.

Prekurzor Prekurzor Prekurzor Hozam
mmol/2ml DMF o
mg %
Mezilat 9,2 45,0 1,17
Tozilat 9,2 52,1 1,46
Nozilat 9,2 56,2 0,99
Trezilat 9,2 51,3 0,40

Az eredmények tehat azt mutatjak, hogy a radiofluorozas csak nagyon kis mértékben
ment végbe; a fluor-18 beépiilés meglehetésen kicsi volt, és a reakcid foterméke a 18

ciklizalt vegyiilet.
FNECA

Az inaktiv 5’-N-(2-fluoroetil)-karboxamidoadenozin (25), a referencia anyag
szintézisének elsd 1épése a 22 sav és a 2-fluoroetilamin sdsavas soja kozotti reakciod
piridines kozegben. A keletkezd 24 hidrolizise eredményezte a 25 FNECA-t (3.

Reakciovazlat), amelynek szerkezetét 'H-NMR-spektruma alapjan azonositottuk.
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3. Reakciovazlat A nem radioaktiv FNECA szintézise

Az 5-N-(2-[18F]fluoroetil)-karboxamidoadenozint (["*F]JFNECA), ezt az igéretes,
"8F_jelzett adenozin agonistat két kiilonbozd szintézisuton allitottuk eld. A ['*F]fluorid-
ionnal torténd jelolést egyrészt a radioaktiv ion és egy megfeleld aktivaldo csoportot
tartalmazo prekurzor kozotti kozvetlen reakcidjaként végeztiik el, masrészt a ['*F]fluorid-
iont el6szor egy kis méretii molekulaba épitettiik, amely ezutan kovalens kotést alakitott ki a

prekurzor molekulaval. Ezt a két szintézisutat a 4. Reakciovazlaton mutatjuk be.

I
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L o
[*FIKF/Kfx2,2,2 4 [N NH, NH

2
27* HE
x I X
H,C CH, ON
8 I 18 [o)
23 F o Faor
NHz s = S
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l H,C~ CH,
N
o I o 24*
\/\NH2+ HO \ J
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4. Reakciévazlat Az 5°-N-(2-[18F]fluoroetil)-karboxamidoadenozin eléallitasa két

kiilonboz6 szintézisuton.
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Szintézis aziridin tipusu prekurzorbdol kiindulva

Az els megkozelitésben 23 vegyiilet aziridin egysége reagal a ['*F]fluorid-ionnal, és
a gyiiri felnyilasa utdn a kivant 24" vegyiilet keletkezik, amely tartalmazza a 2-
['*F]fluoroetilamin csoportot. Ez a reakcid azonban csak kis hozammal ment végbe: a 24

jelzett vegyiilet hozama 1+1 %-nak bizonyult a ["*F]fluorid aktivitasaban kifejezve.
Szintézis 2-["*F|fluoroetilaminon keresztiil

Masodik kisérletiinkben eldszor eldallitottuk a 28" 2-['*F]fluoroetilamint az
irodalomban leirt modszerrel 27411 % hozammal (['*F]fluorid aktivitasra szamolva), és
atdesztillaltuk egy masik reakcidedénybe, amely a 22 prekurzort tartalmazta. A 22 képes a
2-["*F]fluoroetilamint amid kotésen keresztiil kotni DICI, egy karbodiimid tipusu kapcsold
agens jelenlétében. Ennek a kapcsolasi reakcionak a hozamat 94+13 %-nak mértiik az

atdesztillalt 2-["*F]fluoroetilamin aktivitasara vonatkoztatva.

Az izopropilidén gytrit 90 %-os hangyasavval majdnem kvantitativan (9715 %)
eltavolitottuk, és igy kaptuk a 25" célmolekulankat. Ezutan a hangyasavat nitrogén dramban
eltavolitottuk, a maradékot vizben Ujra feloldottuk és szlirtiik. Mivel a sziirlet sok inaktiv
mellékterméket tartalmazott, sziikséges volt annak preparativ HPLC-s tisztitasa. A veszteség

a sziirés és a kromatografias tisztitas soran 3019 % volt (n=5).

Ezzel a modszerrel a biologiai PET vizsgalatokhoz elegenddé mennyiségii
["*F]JFNECA-t tudunk el6allitani.

Biologiai vizsgalatok

In vitro autoradiografids vizsgalatokat végeztiink egéragyban és -szivben, hogy
feltérképezzilk az A, receptorok eloszlasat. A jelzett ligand nagymértékii halmozodasat
észleltiik egéragyszeleteken és szivszeleteken. Kiilonosen magas ['*FJFNECA akkumulacios
szintet detektaltunk a cortexben, a hippocampusban és a cerebellumban. A jelzett ligand
elsésorban az agy A,-receptor-eloszlasat mutatja, mivel az agyban expresszalodd Pi-
receptorok koziil az A;-receptor denzitasa a legnagyobb. A receptor-ligand specifikus
kotédés mellett szolnak azok a kompeticios kisérletek, amelyekben nagy talsulyban 1évé
hideg FNECA jelenlétében a kontrollértékek toredékének megfelelé ['*FIFNECA
felhalmozodast tapasztaltunk.

A dinamikus PET vizsgalatok soran a ['"*F]JFNECA beadasatol kezdédéen 58 percen
at monitoroztuk a receptor-ligand szoveti felhalmozodasat. Az egymast kovetd
expoziciokbol kiillonbozé szoveti régiokban meghataroztuk a ligand akkumulécios
kinetikdjat. A méj és a tiidé szoveteiben halmozédd ["FIFNECA 5-6 perc alatt éri el a

4

kovetkezett be. Fokozott ligandakkumulaciot mértiink a belekben is, ami 6sszhangban all a
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bélfal simaizomrétegeiben taladlhaté nagy A,-adenozin-receptor denzitdssal. A vizsgalat alatt

vett artéridas vérmintak analizisébdl

megallapitottuk, hogy a vérsejtekhez kotott

radiofarmakon mennyisége és a szérum ['*FJFNECA koncentracidja a 2. perc utan mintegy

10 perces felezési idével csokken.

A pozitronemittald izotoppal jelolt ['*FJFNECA agonista az eldzéekben részletezett

sajatsagai révén jol hasznalhaté a P,

tipustt adenozin-receptorok eloszlasanak, valamint

receptorregulacios folyamatoknak in vivo vizsgalatara.

Aktivitas koncentracié [ microCi/ml]

——sziv
= tiid6

——agy

1dé6 [perc]

1. Abra A ["*F]JFNECA in vivo szoveti felhalmozodasanak kinetikéja a szivben, a tiidSben,

12000

az agyban és a majban

4000

8000 ¥

Aktivitas koncentracié [nCi/ml]

—o— tesztisz

—5— vér (sejtek)

—A— szérum

40 50 60

1d6 [perc]

2. Abra A ["®F]JFNECA in vivo szoveti felhalmozodasanak kinetikaja a vér alakos

elemeiben, a szérumban és a tesztiszben
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KOVETKEZTETESEK

Jelzett adenozin agonistak eldallitasa elengedhetetlen az adenozin-receptor
rendszerhez kapcsolodo biokémiai jelenségek részletes megismeréséhez. Két ilyen molekula
eléallitasat tiiztik ki célul; mindkét molekula egyfajta modell-vegyiiletnek tekinthetd:
szintézisiik kidolgozasa lehetdvé teszi, hogy tovabbi specifikus, fluor-18 jelzett adenozin-

receptor ligandokat allitsunk eld a szintézisutak modositasaval.

Az els6 molekula az 5’-dezoxi-5'-[18F]fluoroadenozin, amelyet két kiilonb6zo

moddon allitottunk eld.

Az elsO kisérletiinkben a fent jelzett molekulat halogéncsere reakciokban allitottuk
el6 5’-dezoxi-5’-haloadenozinokbdl kiindulva. A reakcidk hozama (azaz a fluor-18 felvétel)
valtozott: 0,248 % a klor-, 0,488 % a brom- és 1,070 % a jodszarmazék esetén; a

fluorvegyiiletb6l kiindulva egyaltalan nem tapasztaltunk fluor-18 beépiilést.

A masodik kisérletinkben N®-benzoil 2°,3’-izopropilidénadenozin-5’-szulfonatokbol
indultunk ki. A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a fluor-18 beépitheté ugyan ezekbe a
molekulakba is, azonban a reakciok hozama ebben az esetben is nagyon alacsony: a fluor-18
felvétel 1,17 %-os mezilatnal, 1,46 %-os a tozilatnal, 0,99 %-os a nozilatnal és 0,40 %-os a

trezilat esetén.

A kapott eredmények alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az 5’-dezoxi-5'-
['®F]fluoroadenozint csak alacsony hozammal allithatjuk el adenozin struktiraju
prekurzorokbol kiindulva. Vagy egy teljesen ) és hosszadalmas szintézisutat kell
kidolgoznunk, amelyben el6szor a szénhidrat részt jeldljiik fluor-18 izotdppal, majd ezutan
az adenin rész hozzakapcsolasaval alakitjuk ki a kivant 5'-["*F]fluoro-szarmazékot, vagy fel
kell adnunk azt, hogy az adenozint az 5’-helyen jeloljiik, helyette egy megfelelden

elokészitett adenozin tipust prekurzor adenin részébe épitenénk be a fluor-18 izotopot.

A masik célvegyiiletiinket, az 5’-N-(2-[18F]fluoroetil)-karboxamidoadenozint
(/"*F]FNECA) szintén kétféle modszerrel allitottuk eld.

Az elsé kisérletinkben a ['*F]fluorid-iont 5’-N,N-etilén-2’ 3’-O-izopropilidén-
karboxamidoadenozinnal reagaltattuk, majd a véddcsoport eltavolitasa utan nyertiikk a

['"*F]JFNECA-t alacsony radiokémiai hozammal (11 %).

A masodik kisérletiinkben 2-["*F]fluoroetilamint reagaltattuk 2’°,3’-O-izopropilidé-
nadenozin-5’-uronsavval karbodiimid tipusu kapcsol6-agens jelenlétében, €s az azt kdvetd

hidrolizis utin a ["*FJFNECA-t nyertiik kozepes radiokémiai hozammal. Preparativ RP-
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HPLC-s tisztitas utan 18,9-166,5 MBq (0,51-4,5 mCi) ['"*FJFNECA-t kaptunk, amelynek
specifikus aktivitasa tobb mint 2,35+1,14 TBg/mmol (63,5+30,9 Ci/mmol). A teljes
szintézis mintegy 200 percig tartott, bomlaskorrigalt radiokémiai hozama 17£9 %
['®F]fluorid-ion aktivitasra szamitva, radiokémiai tisztasiga pedig 99,9 %. Ezzel a
modszerrel a biolégiai PET vizsgalatokhoz elegendé mennyiségii ["*FJFNECA-t tudunk

eléallitani.

Az elsédleges biologiai tanulmanyok alapjan ["*FJFNECA hasznos radiofarmakonnak
igérkezik a  kiilonbozé szovetekben taldlhatdé P, tipusi  adenozin-receptorok
feltérképezésében. Ezek a tanulmanyok a nem radioaktiv- és a fluor-18 jelzett FNECA-val

jelenleg is folynak a Debreceni PET Centrumban.
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