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1. Bevezetés

Az adenozinreceptorok élettani szerepének vizsgalata jelenleg
intenziv kutatasok targyat képezi. Ismeretes, hogy a P1-tipusu
adenozinreceptorok  kiUlonbdz6  szdveti sejtek  membranjan
expresszalddnak és a kdzponti idegrendszer és a periférias szdvetek
miikodésének szabalyozasaban egyarant kiemelkedd fontossaguak.

Az adenozinnak meghatarozé szerepe van a koszoruserek
keringés szabdalyozasaban, valamint az endogén kardioprotekcidban.
Ez magaban foglalja a prekondicionald, anti-iszkémias, antiarritmias
hatasokat, valamint az energiaellatast és mikrovaszkularizaciot
elésegitd 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 analégokkal torténd
tartés expozici6 az adenozinreceptorok deszenzibilizaciojat
eredményezi (down regulation). Statisztikai adatok bizonyitjak, hogy a
benzodiazepin készitmények tartés szedése a fatdlis kimenetell
myocardialis infarktusok kialakulasanak gyakorisagat otszérosére
noéveli. Hosszu idén at fenntartott magas koffein dézisok ugyancsak
novelik az infarktusok kockazatat. Mindezek a kisérleti tapasztalatok
arra engednek kovetkeztetni, hogy a pszichotrop szerekkel,
benzodiazepin, metilxantin készitményekkel végzett tartés terapia
alapvetéen mobdosithatia a purinerg receptormechanizmusokat.
Felvetédik a kérdés, hogy magyarazhatjak-e az el6z6ekben
részletezett megfigyeléseket az adenozinreceptor expresszidban
bekdvetkez6 valtozasok? Az ilyen hatasok tanulmanyozasahoz kitlind
segédletet biztosithat egy PET-izotoppal jelzett receptor ligandum.

A pozitron emissziés tomografia a szoveti biokémia
tanulmanyozasat lehetévé tevdé képalkotd eljaras. A moddszer
alkalmazasa soran pozitronbomlo izotoppal megjeldlt, biologiailag
aktiv vegylletet (radiofarmakon) juttatnak a vizsgalatban résztvevd



személybe vagy mas él6 rendszerbe. A PET-kameraval
meghatarozhaté a radiofarmakonok haromdimenzids eloszlasa,
amely képszerl formaban karakterizalja az egyes szervek, szovetek
kvantitativ biokémiai paramétereit, példaul a glukéz anyagcsere, az
aminosav transzport, a fehérjeszintézis, a sejtosztdodas, a szdveti
oxigénfelhasznalas vagy a (neuro-, illetve egyéb) receptorstatusz
jellemzéit.

A specifikus adenozinreceptor kétéhelyek feltérképezésében
jelenleg a PET az egyik legigéretesebb és vilagviszonylatban is a
legkifinomultabb technika. A PET rendkivil nagy érzékenysége
lehetévé teszi az egyes biologiai strukturak olyan alacsony
koncentracioban (pM) torténd vizsgalatat, amely mas képalkoto
eljarasok szamara a detektalasi kiiszdb alatt marad.

Célkitlizések:

A Ph.D. program keretében célunk volt, nagy specifikus
aktivitasu, pozitront emittald izotéppal jelzett adenozinreceptor
ligandumok el6allitasa és a jelzett ligandumok kotédésének és
szervezeten bellli eloszlasanak in vivo és in vitro bioldgiai vizsgalatai.

A kutatasi téma keretében pozitront emittalo izotéppal jelzett,
nagy specifikus aktivitasu adenozinreceptor ligandumok szerves
preparativ és radiokémiai szintézisének megvaldsitasa volt a
feladatunk, biztositva azt, hogy a radiofarmakonok el8allitasa
automatizalt technoldgiaval térténjen. A program Osszetevéi:

- P1 xantin tipusu adenozinreceptor antagonistak
elallitasa és "' C-PET-izotoppal térténd jeldlése;

- a radiofarmakon el6allitas automatizalasa;

- a szintetizalt jelzetlen és jelzett receptor ligandumok
kémiai min6ségvizsgalata;
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nagy specifikus aktivitast, ''C-jelzett kldrsztirilkoffein
("C]CSC) el&allitasa, automatizalt szintézise és
minéségellenbrzése;

Aza-adenozinreceptor szelektivitas farmakoldgiai
elemzése.

A kutatasi téma keretében tovabbi feladatunk volt a [''C]CSC

antagonista és az adenozinreceptor kétédésének elézetes vizsgalata
kulonféle bioldgiai rendszerekben. E kutatasi feladat keretein belll:

a receptor-ligandum kotédés specifikussaganak in vivo és
in vitro vizsgalata;

a receptor-ligandum  koétédés  szervezeten  beldli
eloszlasanak in vivo és ex vivo tanulmanyozasa;

a ['"C]CSC ligandum-receptor kétédéskinetika vizsgalata
pozitron emisszids tomografiaval nyulban.



2. Irodalmi el6zmények

2.1. Adenozinreceptor ligandumok

A szervezet, a kulonbdz6 szovetek, sejtek egybehangolt
mikddésének szabalyozasa bonyolult neurohumoralis
mechanizmusok révén valésul meg. Az él§ szervezetben ubiquiter
modon  eléforduld  adenozinnak kiemelkedd jelentésége van a
homeosztazis kialakitasaban, szinte valamennyi sejtbol
felszabadulhat, neurotranszmitter, autokrin, illetve parakrin
szabalyoz6 hatassal rendelkezik. Egyre inkabb elfogadotta valik az a
felismerés, hogy nincs olyan sejt vagy szOvet, amelynek a
mikoddésében az adenozinreceptor mechanizmusok ne jatszananak
alapvetd regulacios szerepet.

Az adenozinnak szamos olyan élettani hatasa van, amelyek
régota ismertek [15], de ezen hatdsok tdbb részlete jelenleg is
intenziv kutatasok targyat képezi [10, 11, 54, 92]. Drury és Szent-
Gyodrgyi 1929-ben leirtdk az adenozin szivfrekvenciat csokkentd és
ertagitdé hatasat [16], a preszinaptikus purinerg receptorok
aktivalasaval kiulonbdzé neurotranszmitterek felszabadulasat gatolja.
A myocardiumban gatolja az adenilciklaz aktivalasan keresztll
regulalé szerek hatasat [4], szabalyozza a szivkoszoruerek
szekretoros aktivitasat. Az adenozin gatolja a trombocita aggregaciot
[62], amiben a trombocitak felszinén expresszalt purinerg A,-
receptoroknak van szerepe, fokozza az eritropoetin termelést a
vesékben [99], immunoldgiai folyamatok szabalyozasaban vesz részt

[6].

A kozponti idegrendszerben talalhatdé nagyszamu purinerg
receptor megvaltozott miikddésével szamos idegrendszerbeli korkép
(epilepszia, depresszid, skizofrénia) hozhaté Osszefiiggésbe [48].
Megvaltozott purinerg receptormechanizmusok jatszhatnak szerepet
az asthma bronchiale [14], az angina pectoris [93] patogenézisében.



Mindemellett nem elhanyagolhatok azok a megfigyelések sem,
amelyek arra utalnak, hogy szamos centralis és periférias
tamadaspontu gyogyszer hatasmechanizmusaban Iényeges szerepe
van a purinerg receptoraktivaci6 megvaltoztatasanak. igy ma
elfogadott, hogy a benzodiazepinek, a meprobamat, a barbituratok és
a triciklikus antidepresszansok hatasaban jelentés Osszetevdé a
purinerg komponens [61, 92]. Ujabb irodalmi adatok szerint a
kronikus metilxantin kezelés mind a centralis, mind pedig a periférias
adenozinreceptorok tulszabalyozasat idézi el6. Az adott példak
alapjan tehat feltételezhet6, hogy minden olyan patolégias allapot,
illetve gyogyszeres kezelés, amely a P, tipusu purinerg receptorok
fokozott, illetve csokkent aktivacidjat eredményezi, maga utan

A purinerg receptorok osztalyozdsa

A purinerg hatasok vizsgalata és az eredmények
rendszerezése  szikségessé tette a purinerg receptorok
osztalyozasat. Ez tobbféle szempont szerint térténhet, ma a
legaltalanosabban elfogadott az 1980-ban, Burnstock altal javasolt
rendszer [10]. E felosztasnak megfeleléen a purinoceptorok két f6
tipusa kllénboztethetd meg: a P, és a P, receptorok csoportja.
ElkUlonitésuk az egyes receptorokra haté agonistak és antagonistak,
a szignaltranszdukcidban résztvevdé mechanizmusok tipusa, illetve a
ligandum-receptor kolcsdnhatasnak az adenilciklaz aktivitasara
kifejtett hatasa alapjan torténik.

A 2.1. tablazat tartalmazza azokat a kritériumokat amelyek
alapjan a P, és a P,-receptorok elkilonithetbek.



2.1. Tablazat A purinerg receptorok osztalyozasa

Természetes Antagonistak | Agonistak CAMP-re Effektor rendszer
ligandum o gyakorolt
hatas
Adenozin Metilxantin | ADO Van G fehérjéhez
P1 (ADO) AMP csatolt
ADP ATP
ATP, ADP, Quinidin; ATP ADP Nincs G fehérjéhez
P2 diadenozin- Imidazolin; AMP csatolt, Intrinsic
tetrafoszfat Apamin ADO ioncsatorna
membran porus

Ahol: ADO: adenozin, AMP: adenozin-monofoszfat, ADP: adenozin-difoszfat, ATP: adenozin-trifoszfat
+ a ligandumok felsorolasa csdkkend kotédési allandd szerint tortént.

A P; tipusu purinerg receptorok

Valamennyi adenozinreceptor effektor mechanizmusa G
fehérjéken keresztll valosul meg. Rekombinans adenozinreceptorok
aminosav szekvenciainak vizsgalata alapjan a P4 tipusu receptorok 4
alcsoportba sorolhatok (A4, Aza Azs As) [68, 59, 60]. Ezeknek az
adenozinreceptoroknak a  strukturgja homolégiat mutat a
bakteriorhodopszin strukturajaval, aminek alapjan az
adenozinreceptorok a G  proteinhez  kapcsolt receptorok
szupercsaladjaba sorolhatéak [10, 25].

Az A;-receptorok szamos hatast kdzvetitenek. Agonistakkal
valé koélcsdnhatasuk, telitésik gatolja az adenilciklazt [63, 100],
fokozza a membran K* konduktanciajat [98], a foszfolipaz C
aktivitasat [5], a proteinkinaz C szignalt és a Ca®" felszabadulast. E
hatasok pertussis toxinnal gatolhatok, ami arra utal, hogy azok Gj(.3
illetve Gy fehériékhez kotodttek [24, 71]. Az Aa- és Agg-receptorok
transzmembran szakasza nagy homoldégiat mutat, de az Ao
citoplazmatikus domain-je 1ényegesen nagyobb a tdébbi receptorénal
[20, 91]. Az Ayasyreceptorok egyik kozOs sajatossaga, hogy
kdlcsbnhatasuk, telitésik az adenilciklaz aktivitdsat fokozza.
Stimulalé hatasukat valoszinlleg Gs-fehérjén keresztil valdsitjak
meg. Nincs bizonyiték arra vonatkozéan, hogy az Axa.g altal aktivalt



Gs-fehérje az adenilciklaz aktivitdsanak fokozasan kivl

egyéb

folyamatokat is aktivalna vagy gatolna. A nemrégiben elkilonitett As-
receptorhoz kot6d6é agonistak adenilciklaz gatldo hatasa miatt ez a
receptortipus Gi-kapcsolt receptornak tiinik [1, 102].

2.2. tablazat P4-tipusu adenozinreceptorok fébb sajatossagai

A|tipUS A1 A2A AzB A3
G-protein Gi(1.3) Gs Gs Gi(2,3)
cAMP | cAMP? cAMP?t cAMP|
Hatasok JACL AC? AC1? AC|
K™t Ca™’|
er6s (0,3-3 nM):|er6s (1-20 nM): " ~ .| Er6s (< 10
CPA, CHA, R-PIA, | NECA, APEC, 222;0‘55 HME oMy N-B2-
ADAC CGS21680 ’ NECA,
kézepes (3-30 nM): | kbzepes  (20-200 | k6zepes (5-20 U | Kézepes (10-
NECA, Ado, 2-|nM). CV1808, 2-|M):2-ClAdo, Ado, |30 nM):
ClAdo ClAdo, R-PIA, | R-PIA, NECA, R-PIA
Agonistak | gvenge (30- | ADAC gyenge (20-100 | Gyenge (100-
350nM): SPIA, | gyenge (200- UM): S-PIA 1000 nM):
DPMA 500nM): S-PIA, CGS 21680
nagyon gyenge | CHA, CPA nagyon  gyenge Nagyon
(>350nM): CV1808, (g\}?gos HM): | gyenge : (>1
APEC CGS21680 HM): Ado
er6s (0.5-2 nM): | Erés (20-100 nM): | erés (20-100 nM): | Erés  (1-20
CPX, XAC CSC, XAC, | XAC, CPX|nM): BW-A
kézepes  (20-200 | CGS15943, KF | CGS15943, 8-PT | 522
nM). CPT, 8-PT,|17837 kézepes (0,5-10
CGS15943 kézepes (02-2 W |HM)  8-pSPT,
| gyenge (1-20 uM):| M) CPT, 8-PT,|CPX
Antagonistak | teofillin, 8-pST, | CPX gyenge (1-20
IBMX, KF17387 | gyenge (1-20 uM): | uM): teofillin,
nagyon gyenge | teofillin, 8-pSPT, | IBMX, DMPX
(>20 PM): koffein, | IBMX, DMPX nagyon gyenge
DMPX, CSC nagyon gyenge | (>30uM): koffein,
(>30 UM): koffein | KF 17837
agy (kortex, | agy (striatum, | gyomor, Here
hipokampusz, nukleusz béltraktus
El&fordulas kisagy), vese, here, | accumbens,
zsirszovet tuberkulum
olfaktorium)

Ahol: cAMP: ciklikus-adenozin-monofoszfat; AC adenilciklaz, Ado: adenozin; 2-ClAdo: 2-klér-adenozin; R-PIA: (R)-NE-(Z-
fenilizopropil)adenozin; S-PIA (S)-N°-(2-fenilizopropil)adenozin; KF17837: (E)-1,3-dipropil-7-metil-(3,4,5-trimetoxisztiril)xantin;
CPX: 8-ciklopentilxantin; CPT: 8-ciklopentilteofillin; DMPX: (E)-1,3-dimetil-7-propilxantin; CHA: NC-ciklohexiladenozin; CPA: N°-
ciklopentiladenozin; BW-A 522: 3-(3-j6d-4-aminobenzil)-8-(4-oxiacetil)-1-propilxantin; ADAC: adenozin-amin-kongener; CV
1808: 2-feniladenozin; APEC: 2-[(2-aminoetilamino)karboniletilfeniletilamino]-5"-N-etilaminokarboxamidoadenozin; XAC: xantin-
amin-kongener; 8-PT: 8-feniltecfillin; 8-pST: 8-p-szulfofenilteofillin; IBMX: 3-izobutil-1-metilxantin; CGS15943: 9-klor-2-(2-
furanil)-5,6-dihidro-[1,2,4]-triazolo[1,5]kinazolin-5-imin-monometanszulfonat; N-Bz-NECA: Ns-benziI-NECA;




A 2.2. tabldzatban a Pq-tipusu adenozinreceptorok fébb
sajatossagait tuntettik fel [23].

Az Aga-receptoroknak kiemelt jelentdséguk van, azok a
szervezet életfontossagu szerveire lokalizalédnak. Nagyon sok Aga
kétéhely van az agy dopaminerg szinapszisokban gazdag teriletein, a
periférian pedig a koszoruserek azok, amelyek kildndsen nagy
denzitasban tartalmaznak ilyen receptorokat. Az Aja-receptorok
szerepe mind az élettani, mind a patoldgias folyamatok megértése
szempontjabdl alapvetének latszik. Mindezek alapjan realis az az igény,
hogy olyan Aga-receptor jelz6 tracerek kerlljenek kifejlesztésre,
amelyek lehetbleg nagy affinitassal kotédnek, ugyanakkor szelektivek
az Aoa-receptorokra.

A rendelkezésre all6 farmakoldgiai eszkdzok (ideértve a
radioaktiv izotoppal jelzett ligandumokat) segitségével egyelbére csak
az Aq- és Aga-receptorok lokalizacidjardl vannak ismeretek [23]. Az
As-receptorok erls expressziét mutatnak az agyban (kortex, kisagy,
hippokampusz). A kdzponti idegrendszerben az A,a-receptorok féként
a striatumban talalhatok, mig az Ajs-receptorok ,egész test” eloszlast
mutatnak [8, 47, 78].

Az adenozinreceptor ligandumok kémiai szerkezetlk alapjan
két fébb csoportba sorolhatok:

1. Adenozinszarmazékok
2. Xantinszarmazékok

Az eddigi tapasztalatok szerint az adenozinszarmazékok
agonista, a xantinszarmazékok antagonista hatast fejtenek ki. Az
adott szarmazék szelektivitasat nagymértékben a vegyllet
szerkezete hatarozza meg. A 2.1. abran a xantinszarmazékok
szerkezet-specificitas 6sszefiiggését mutatjuk be [44].
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2.1. abra Szerkezet-specificitds dsszefliggés xantinszarmazékoknal

A nagy affinitasu, antagonista hatasu adenozinreceptorok (i)
lapos (sik), (ii)) aromas vagy Ttrelektronokban gazdag, (iii)
nitrogéntartalmu, gyakran 6:5 fuzionalt heterociklusos vegytletek. A
xantinszarmazékok 8-sztiril-szubsztitucidja ndveli az Aj-recepor
szelektivitast, illetve metilcsoport kapcsolasa a 7-es helyzetbe
fokozza az A, affinitast. A sztirilcsoport tovabbi szubsztitucidja (klor-
vagy metoxi-csoportokkal) az A, szelektivitas névekedéséhez vezet
[46].

2.2. PET-radioizotopokkal jelzett vegyiiletek
2.2.1. A PET-technika alkalmazéasa

A specifikus purinerg receptor kétéhelyek feltérképezésében
jelenleg a PET a legigéretesebb és vilagviszonylatban is a
legkifinomultabb technika. A PET rendkivil nagy érzékenysége
lehetbévé teszi az egyes biologiai strukturak olyan alacsony
koncentracioban (pM) torténé vizsgalatat, amely mas képalkoto
eljarasok szamara a detektalasi kiiszob alatt marad [22, 26, 27].

A PET-vizsgélatok egyik elénye a tobbi képalkotd eljarassal
szemben az, hogy a segitségikkel nyert adatok abszolut
egységekben kifejezhetdk, igy az egyes képekhez, ROIl-okhoz
(Region Of Interest), illetve VOI-okhoz (Volume Of Interest)
meghatarozott numerikus értékekkel jellemezhet§ biokémiai
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parameterek (aktivitds és koncentracid) rendelheték. A receptor
regulaciés folyamatok analizise megkdveteli a kvantitalast, ehhez
pedig a rekonstrualt képen (adatokon) kulonb6z6 matematikai
transzformaciokat = szikséges elvégezni. E  transzformaciok
eredményeként a nyers, els6édleges PET-adatokbdl (tér és
id6koordinatakkal paraméterezett radioaktivitds koncentracié adatok)
biokémiai adatokhoz jutunk. A transzformaciék alapja az adott
receptorligandum farmakokinetikajat leird, ugynevezett tracer-
kinetikai kompartmentmodellek alkalmazasa. Ennek soran a
modellben szerepld biokémiai paramétereket (kotédési allandd,
transzport allanddk) optimalizalé algoritmusok segitségével ugy
valasztjuk meg, hogy azok értékeibdl a modell alapjan meghatarozott
(receptorligandum akkumulaciés) kinetikai gorbék a PET-vizsgalattal
kapott farmakokinetikai goérbékhez a legjobban illeszkedjenek. A
biokémiai allandék optimalizalt értékei, illetve azoknak helytél vald
valtozasai képszerlien megjelenitheték [3, 52].

A radiofarmakonok eloszlasanak és az eloszlasok
kialakulasanak analizisét lehetévé tev6é kinetikai modellek a
kiilonb6z6 farmakonok esetén eltérnek egymastol. Kilonbézhetnek a
modellek abbdl a szempontbdl is, hogy a tényleges biokémiai, élettani
folyamatokat mennyire részletesen irjak le [9, 19, 29, 50]. A receptor-
ligandum rendszerek legaltaldnosabb analizisét a 4-kompartmentes
modell teszi lehetévé. Dolgozatomban egy példan keresztil
bemutatom a ['"C]CSC nyulagyban valé kotddési kinetikajanak a 4-
kompartmentes modell alapjan végzett analizisét.

A PET-technika alkalmazasakor kis energidju ciklotronok
segitségével, j0 hozammal allithatdék el6 az élé szervezetben nagy
mennyiségben el6forduld elemek rovid felezési idejl, pozitronbomlo
izotopjai: °0, N, "'C, "®F. Ezekkel a ,bioldgiai izotépokkal” az él6
szervezetekben talalhaté molekuldk nagyon nagy hanyada
megjeldlhetd  anélkil, hogy azok biokémiai sajatossagai
megvaltoznanak [82, 97].
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A szOveti kdrnyezetbe agyazott, bomld6 magokbol emittalt B*
fuggbéen néhany mm-es (0,2 - 2,6 mm) uton lefékezbdnek és a kdzeg
molekulainak elektronjaival koélcsdnhatédsba Iépve a kolcsdnhatés
helyét két 511 keV energiaju, egymassal ellentétes iranyd gamma-
foton hagyja el. Az adott koélcsdnhatasbol (szétsugarzasbol)
keletkezett, 6sszetartozd y-fotonokat koincidenciaban detektalé két
kristaly olyan térbeli egyenest jeldl ki, amely athalad a szétsugarzas
helyén. Ez a hely 0,2 - 2,6 mm pontossaggal megegyezik a
pozitronbomlas (a nyomjelzett vegyllet, tracer) helyével. Ha a
szcintillacios detektorokat gydriszerlen helyezzik el a vizsgalati
személy koril, egyidejlleg eldallithatdé az 6sszes lehetséges vetitési
iranyhoz tartozé vetlleti kép, amelyekbdl a radioaktivitas térbeli
eloszlasa rekonstrualhaté. Egyetlen gylri alkalmazasaval csak a
(néhany milliméteres) detektorméretek altal megszabott vastagsagu,
korong alaku régié radiofarmakon-eloszlgsarol lehet informaciot
kapni. Az egymas mellé helyezett detektorgylirlk szamanak
ndvelésével a radiofarmakon-eloszlas tetszélegesen ndvelhetd térbeli
hanyada képezhetd le egyidejlileg [80].

A Debrecenben miikddé GE 4096 egész test PET-kamera 8
detektorgydrit tartalmaz, gyirinként 512 bizmutgermanat detektorral
[37]. A kamerat vezérld szamitégép memodridjaban tarolt jelekbdl
alkalmas programokkal rekonstrualni lehet a radioaktivitas
haromdimenziés eloszlasat. A kamera statikus Uzemmédban 15
metszeti képet allit el egyidejlleg, a képsikok tavolsaga 6,64 mm
[85]. Az adatgyUjtés — a vizsgalat tipusatdl és a medfigyelt régidoban
felhalmozédott radioaktivitas mennyiségtél fiiggéen — 20-30 percig
tart.
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2.2.2. Altalénos kritériumok a pozitront emittalé izotéppal
Jelzett receptorligandumok in vivo PET-vizsgalatokban térténé
alkalmazhatbsagara

A receptorszam valtozas az egyik legkorabbi markere lehet
sok esetben egy-egy kérkép megjelenésének vagy az alkalmazott
terapia hatékonysaganak. Ez magyarazza, hogy széleskoériien
elfogadjadk a rétegvizsgald képalkotd eljarasok kiemelkedd
jelentdségét az egyes szervek, szdvetek receptoreloszlasanak
meghatarozasaban, valamint a képek kvantitalasaval toérténé
receptordenzitas-jellemz6k szamitasaban [17, 18, 89]. A human
vizsgalatok elkezdése el6tt a kivalasztott receptort jeldl6 radiotracert
sokoldaluan kell tesztelni. A radioligandumnak a képalkotas
szempontjabdl valé tesztelése két részbdél tevddik 6ssze.

1) Bizonyitani kell, hogy a vegyulet nagy affinitassal és szelektiven
kotédik a vizsgalt receptorhoz (ezt elsésorban allat- vagy, ritkabb
esetben, human kisérletek alapjan végzik).

2) Megfeleléen tervezett kisérleti protokoll alapjan ki kell mutatni,
hogy a receptordenzitasban bekodvetkezett, esetleges valtozéas
(példaul betegség vagy gyogyszeres kezelés stb. miatt)
megbizhatéan meghatarozhaté és megfelelé érzékenységgel
detektalhato.

Ennek megfelelden a receptorligandummal végzett PET-
vizsgalat soran elsésorban azt kell eldonteni, hogy a ligandum szdveti
akkumulacidja a receptorral valé specifikus kolcsdnhatas
kovetkezménye-e? A vizsgalt receptorhoz valé in vivo koétédés
bizonyitasa nagyon komplikalt. A ligandum koétédhet funkcionalis
receptorokhoz, de ugyanakkor a plazma proteinekhez is, valamint a
szoveti kompartmentek  kilonb6z6 elemeihez  (fehérjékhez,
foszfolipidekhez). A nehézséget az jelenti, hogy a nem specifikus
kotédések nem kapcsolédnak a transzmembran jelatvitelnez. A
ligandummolekuldk bejuthatnak a sejtekbe a membranon keresztll,
mivel altalaban nincs nettod toltésuk és tdbbségukben hidrofob (lipofil)
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karakterliek. Enzimekkel valoé kdlcsénhatas eredmeényeképpen PET-
izotoppal jelzett metabolitok keletkezhetnek, elsésorban a majban. A
majban képz&ddtt metabolitok kikertlhetnek a véraramba és a vérrel
mas szOvetekhez eljutva, azokban akkumulalédhatnak. Ha a
ligandum-receptor kétédést kivanjuk PET-technikaval vizsgalni és az
eredményeket képszeriien megjeleniteni, akkor a radioaktiv ligandum
nem  specifikus koétédésének és a metabolitok  szdveti
akkumuldciojanak a megjelenitett adatokhoz valdé hozzajarulasa a
lehet6 legkisebb mértéki kell, hogy legyen. A receptor-ligandum
kotdédés jellemzésére felhasznalhaté ligandummal szemben néhany
altalanosan elfogadott kritériumot lehet megfogalmazni [45, 18, 66,
89]:

- aligandum nagy affinitassal kotédjon a receptorhoz,

- a ligandumnak nagy legyen az adott receptorhoz valé
specificitasa,

- a ligandum-receptor kotédés koncentraciéfiiggé legyen
(telithet6ség),

— areceptorligandumnak sztereoszelektivnek kell lennie,

- a ligandummal ki lehessen valtani a megfelel6 farmakokinetikai
hatast,

- a PET-izotéppal jelzett ligandum Ilehetséges metabolikus
folyamatait nyomon lehessen kévetni,

- a ligandumkotédésnek  érzékenyen kell  jeleznie a
receptordenzitas valtozasat.

Az  eléallitott, pozitront emittald  izotoppal jelzett
receptorligandum koétédését a fentieknek megfeleléen kell tesztelni az
in vivo PET-felnasznalas el6tt. Az altalunk vizsgalt, ''C-izotéppal
jelzett koffeinszarmazékok némelyike jol ismert és
farmakokinetikailag karakterizalt A, adenozinreceptor antagonistak
[23, 45, 62, 91], igy az irodalmi adatok alapjan feltételeztuk, hogy
azok eleget tesznek a fenti kritériumoknak.
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2.2.3. Radiofarmakonok

A kutatasi témaban hasznalt koffeinszarmazékok kozlil,
néhany A, antagonista hatasat °H-, illetve 'C-izotéppal jelzett
analdgokkal végzett kotédési, illetve autoradiografias modszerekkel
hataroztdk meg. A  kivalasztott  sztirilkoffein-szarmazékokat
patkdnyagyban, in vitro radioligandum kot6dési maoddszerrel
tanulmanyoztak. A kapott As- és A,-receptorokra vonatkozé affinitasi
értékeket a 2.3. tablazatban szemléltetjik [45]. Feltételeztik, hogy a
témaban hasznalt jelzett ligandumok hasonld receptor specifitassal
és affinitassal fognak rendelkezni.

2.3. tablazat. Sztiril-koffein-szarmazékok affinitasa patkany agy A;- és
Ao-receptoraihoz (in vitro radioligandum koétédésvizsgalat)

Q cl:Hs X
i~
//I\ |
o N N
R3
Ki (nmol/l)
Vegyiilet R, Rs X aA;a(ﬁ‘z
A A, y
scC Me H 389041150 94436 41
CSC Me 3-Cl 282007000 5419 520
NSC Me 3-NO; 2140480 195+44 11
3,4-DMSC Me  3,4-(MeO), 13790+2420 197433 70

3,5-DMSC Me 3,5-(MeO), 12,5+6,3% 75,3+29,1 »200
TMSC Me 3,4,5-(MeQ); 9200+£3560 131+54 70
3,4-DMDPrSC Pr 3,4-(MeO), 577142 31,1£11,8 19
3,5-DMDPrSC Pr 3,5-(MeO), 2630+20 24,046,0 110
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Ujabban PET-mddszerrel is vizsgaltak néhany sztirilxantin-
szarmazék adenozin antagonista hatasat. Ezzel a moddszerrel
hatékony A, PET-receptorligandumnak bizonyult a [''C]KF17837
-(E)-8-(3,4-dimetoxisztiril)-1,3-dipropil-7-['C]metilxantin - [39, 40, 72,
92, a ["CIKF18446 -  (E)-1,3,7-[7-"'C]-trimetil-8-(3,4,5-
trimetoxisztiril)xantin - [41, 42], a KF21213 - (E)-8-(2,3-dimetil-4-
-metoxisztiril)-1,3,7-[7-""C]trimetilxantin - [101], valamint a [4-O-metil-
"CIKW-6002 [30].

PET-vizsgalatokkal elemezték az (E)-8-(3-jodsztiril)-3,7-[7-
"Cldimetil-1-propargilxantint ~ ([''C]IS-DMPX) és az (E)-8-(3-
brémsztiril)-3,7-[71-"'C]dimetil-1-propargilxantint ("'C]BS-DMPX),
valamint az A,.-receptorokhoz valé affinitasukat és szelektivitasukat.
In vitro membrankétédési vizsgalatok tanusaga szerint mindkét
vegyuletnek nagyon j6 az Axa-receptor affinitasa (IS-DMPX esetében
Ki= 8,9 nM, BS-DMPX esetében K= 7,7 nM), és magas az Axn/Aq
szelektivitasa (IS-DMPX esetében >1100, BS-DMPX esetében >300).
A PET-vizsgalatok eredményei alapjan azonban a két ligandum nem
alkalmas in vivo vizsgalatokra, mert azok a striatum Apa-receptoraihoz
alacsony szelektivitassal kotédnek és igen jelentds nem-specifikus
kotédést mutatnak [43].

PET-vizsgalatokban alkalmazhaté receptorligandumok
el6éllitasa

A P1 tipusu antagonistdak kulonb6zé xantinszarmazékok
lehetnek.  PET-alkalmazasu  ligandumokként a  kildnbdzé
xantinszarmazékok metilezett analdgjai — amelyek a jelzés céljara
kivalasztott prekurzorok ''C-PET-izotéppal torténé jeldlésével
allithatok eld - valamint a ['®FJ-izotdppal helyettesitett analdégok
hasznalhatok. = SPET-alkalmazasra olyan  xantinszarmazékok
hasznalhatok, amelyekben az N3-helyettesit6 j6d-123 (11,=13,02 h)
izotépot tartalmaz.

A 7-[""C]metil-xantinszarmazékok el6allitasa j6 hatasfokkal és
viszonylag egyszeri modon kivitelezhetd ''C-izotéppal jelzett
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metiliodid ([''C]CHsl) segitségével (2.1. reakcidvazlat) [38, 39, 92,
101].

fo) (¢} "GH
R1 3
R1\N)tn H;1C—I \N N/
R8
| )—r8 ———— [
0)\N N K,CO, 02\’]‘ N
R3 DMF, 70°C R3

2.1. Reakciévazlat a 7-[''C]metil-xantinszarmazékok eléallitasahoz

A 3-["'C]metil-xantinszarmazékok eldallitisa a megfelelé N’-
védett-N>-dezmetil-xantinszarmazék hordozémentes [''C]CHsl-dal
tortén6 metilezésével, majd a védbécsoport eltavolitasaval végezhet6
el. A kiindulasi anyag nem-szimmetrikus karbamidszarmazeékbdl,
elénydsen N-benzil- vagy N-benzil-N’-propil-karbamidbdl allithato el
[71. A benzil-szubsztituens két cél elérésére is alkalmazhatd.
Egyrészrél, a benzilcsoport jelenléte sztérikusan szabalyozza a
karbamid és a cianecetsav kapcsolasat, igy a szintézis végén
egyetlen termék keletkezik [77]. Masrészrél, a benzilcsoport kdnnyen
eltavolithaté védbécsoport szerepét is ellatja [83].

Az el6allitott xantinszarmazékot a 7-es helyzetben alkil-
halogeniddel alkilezhetjik. Ezutan a benzilcsoportot hidrogenolizissel
eltavolitiuk, majd a képz6dodtt szabad N’-aminocsoportot bazikus
korilmények kozoétt [''C]CHsl-dal metilezhetjiik (2.2. reakciévazlat).
igy olyan 3-["'C]metil-xantinszarmazékok allithatok eld, amelyekbe a
7-es helyzetben el6zetesen kulonb6zé szénlancu alkilcsoportok
épithetdk be. Irodalmi adatok szerint azonban mar a 7-propil-
szubsztituens esetében is lényegesen né az A-affinitas, és igy
csOkken az A,-szelektivitas [45].
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2.2. Reakciévazlat a 3-[''C]metil-xantinszarmazékok eléallitasahoz (i)
RX, KoCOs3, DMF; (ii) NH4CO,H, Pd/C, MeOH, reflux; (iii) CHsl,
K,CO;, DMF

A 7-aminocsoport védésével, majd az aktiv metilezést kdvetd
védoécesoport lehasitasaval 7-dezmetil-xantinszarmazékok allithatok
eld. A 7-es csoport védésére kildndsen alkalmas a klérmetil-pivalat
(POM-CI), mivel mas véd&csoport, igy példaul a terc-butoxi- (BOC)
vagy a metil-metil-étercsoport (MOM) altalaban lehasad a kovetkez6
hidrogenolizises lépésben [34]. Ezutan a benzilcsoportot
hidrogenolizissel eltavolitiuk, a képzédétt szabad N’-aminocsoportot
bazikus koriilmények kozétt [''C]CHsl-dal metilezhetjilk, majd erés
bazikus kozegben a POM-védbécsoportot eltavolithatjuk (2.3.
reakcidovazlat). Az igy eléallithaté 1,3-dimetilxantinszarmazékok
azonban csak 2-6-szoros A,-szelektivitassal rendelkeznek, az 1,3,7-
trimetilxantinszarmazékok 10-500-szoros Ao-szelektivitasaval
szemben [45]. A kapott termékek Aj-adenozinreceptorok
feltérképezésében lehetnek hasznosak [34].
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2.3. Reakcidvazlat az 1,3-[3-"'C]dimetilxantinszarmazékok
eléallitasahoz (i) NH,CO,H, Pd/C, MeOH, reflux; (ii) CHsl, K,COs,
DMF; (iii) NaOH, reflux

Egy masik lehetéség PET-radioligandumok el6allitasara az
['8F]-izotoppal trténd jelzés. A vegyiiletet, amelybe a fluort kivanjuk
beépiteni, megfeleléen el6 kell késziteni a fluor fogadasara. A szabad
funkciés csoportokat védd6csoportokkal kell ellatni. A funkcids
csoportok védését ugy kell tervezni, hogy szabad maradjon az a hely,
ahova a fluort kivanjuk beépiteni. Ezen a szabad helyen kell egy
ugynevezett aktivald csoportot kialakitani, amely kelléen reaktiv
ahhoz, hogy az inert fluoridionnal reagéljon. Az aktivalé csoportok
legtdbbszor halogénatomok, szulfonsavészterek vagy feszilt gydlrit
tartalmazo, heterociklusok lehetnek. A fluor beépllése utan a
védobcesoportokat gyors hidrolizissel lehet eltavolitani.

A hordozémentes ['®F]-izotdp beépitésének egyik lehetséges
utvonalat a 2.4. reakciovazlaton szemléltetjuk [33].
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2.4. Reakciévazlat a 3-(3-["®F]fluorpropil)-1,3-
dialkilxantinszarmazékok el6allitasahoz (Tos: toluol-metanszulfonilcsoport,
K/2.2.2.: Kripotofix 2.2.2. kelat)

Az igy eldallithatd vegyuletek egyik hatranya szintén az R;
csoport hosszabb szénlanca miatt jelentkezd, csokkent A,-
szelektivitas. igy példaul az 1,3,7-dimetilxantinszarmazék A,-
szelektivitasa kétszeres az 1,3-dipropil-7-metilxantin-szarmazeék, és
majdnem 6-szoros az 1,3-diallil-analég A,-szelektivitdsahoz képest
[46].

A fentiek alapjan elmondhat6, hogy A,-receptorok PET-
vizsgalatara célszeri a 7-es csoport [''C]metiljodiddal torténd
metilezését alkalmazni. A 3-as csoport [''C]metiljodiddal toérténé
metilezése alkalmas lehet 3-['"C]metil-7-dezmetil-xantinszarmazékok,
valamint 3-[""C]metil-7-(hosszabb szénlancu alkil)-xantinszarmazékok
eléallitasara, amelyek inkabb az A;-receptorok feltérképezésében
hasznalhatok. As-receptorok PET- vizsgalatara hasznalhatok még a
3-(3-["®F]fluorpropil)-1,3-dialkilxantinszarmazékok, amelyek a
megfelelden el6készitett prekurzor ['®F]-fluorozasaval allithatok elé.

A jelzés céljara kivalasztott molekulak [''C]-PET-izotéppal
torténd jeldlése a megfelelé 7-dezmetil-aminbazisok (prekurzorok)
metilezésével térténhet, ami ''C-izotoppal jelzett metiljodid ([''C]CHs3l)
segitségével oldhaté meg. A kiildnb6zé xantinszarmazékok [''C]-
metilezése eddigi tapasztalataink alapjan j6 hatasfokkal és viszonylag
egyszerld modon kivitelezhet6.
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2.2.4. "'C izotop

A "'C-izotép radioaktiv bomlasa soran 0,96 MeV energiaju
pozitront emittal, amelynek maximalis hatétavolsaga vizben 4,1 mm.
A "C-izotép kénnyen beépithetd kiildnbdz6é szerves molekulakba,
ezért  jelentds szerephez  jutott a receptorligandumok
kdlcsbnhatasainak vizsgalataban. A pozitronemisszids tomografiaban
hasznalt, ''C-izotéppal jelzett vegyllletek egy adott tipusu
receptorhoz szelektiven, és nagy affinitassal kétédnek, ilyen médon
megjeldlik az adott receptorban dus vagy éppen szegény régiokat. A
PET-mdédszer a megfelel6 receptorligandum alkalmazasaval
kombinalva, igen fontos eszk6z a receptorok szabalyozo
mechanizmusainak felderitésében.

A "'C-izotop eldallitasara tdbb lehetséges mod ismert (2.4.
tablazat) [21]. Kénny( kezelhetésége miatt a *N(p,a)''C magreakcié
a legelterjedtebb médja a "'C-izotép eldallitasnak. Ebben az esetben
targetanyagként nagytisztasagu, természetes nitrogéngazt
hasznalnak [82].

2.4. tablazat "'C-izotop eldallitasa

Magreakcié Nyalabenergia Elméleti hozam
(MeV) [MBg(mCi)/puAh]
“N(p, a)'"'C 13—3 3820 (103)
"B(p,n)""'C* 10—0 3400 (92)
198(d,n)"'C* 10—0 2479 (67)

* dusitott targetanyagot igényel

A ""C-jelzett vegyiiletek eléallitasara alapvetéen két kiindulasi
vegylletet, nevezetesen a [''C]metant és [''C]széndioxidot
alkalmaznak. A nitrogéngazhoz kevés (kb. 5%) hidrogéngazt keverve
['"C]CH, keletkezik [21].



=21 -

A nagytisztasagu targetgazhoz nyomnyi (1-10 ppm) O,-gazt
keverve [''C]CO; keletkezik. A [''C]JCO, fétermék mellett ["*°N]N, és
['"C]CO is képzédik. Nagyobb energiaju protonnyalab esetén a
“N(p,pn)*N magreakcié6 miatt, aktiv nitrogén keletkezhet. A
keletkezett ["*N]nitrogén a termék kifagyasztasaval vagy molekularis
szlrd alkalmazasaval kénnyen elvalaszthato. Kis nyalabaramnal vagy
révid idejli besugarzasnal inkabb [''C]CO termelsdik [82].

["'C]széndioxid eléllitas

A targetben alacsony nyaldbenergianal a koévetkezé
folyamatok mennek végbe:

"C*+N, — ['"C-N=NJ* — ['"CN]+0, — [''CON]+0, — "'CO,
vagy "'C*+0, —''CO
megnovekedett dézisnal radiolitikus oxidacié megy végbe

""co+0, »""'CO,
[''CJszéndioxid kifagyasztésa

A nagynyomasu (1-2x10° Pa) N, targetgazbdl kifagyasztassal
szeparalhaté a termék. A targetgaznak a radiokémiai laboratériumba
.Szallitdsa” nagy aramlasi sebesség mellett par perc alatt
megtorténik. A klasszikus médszerek szerint a termék kifagyasztasat
cseppfolyds nitrogénnel (fp. —196°C) vagy cseppfolyés argonnal (fp. —
186°C), hosszu spiralalaki cs6ben hajtjak végre. Alkalmazhaték
-20°C-ra h(t6tt molekularis sz(irék is. A tovabbi kémiai folyamatokhoz
a kifagyasztott [''C]CO, termék felmelegitéssel deszorbealhato.
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[ Clmetiljodid elééllitasa

A leggyakrabban alkalmazott moddszer szerint a kapott
['"C]CO,-ot LiAlH,-del ['"C]CH3OH vegyiiletté redukaljak, majd ezt HI
reagaltatva ['"C]CHsl képzédik [82]. Mas eljarasok szerint HI helyett
Py [13, 53] illetve (Ph)sPl-ot (trifenil-foszfin-dijodidot) [31]
alkalmaznak. Az igy eléallitott [''C]metiliodid metilezési reakcidban
hasznalhato.

Bizonyos  metilezési reakcidknal nem elegendé a
['"C]metiljodid reakciokészsége, ezért a

CF3S0,0Ag + ['"C]CH3l — CF3S0,0["'C]CH; + Agl

reakcioban keletkezett, tobb nagysagrenddel reakcioképesebb
['"C]metil-triflat alkalmazhaté [32)].

2.2.5. A PET-radiofarmakonok minéségellenérzése

A PET Centrumban kifejlesztett nyomjelz6 molekulak
tbrzskbnyveztetése az elbirasoknak megfeleld, az Orszagos
Gyogyszerészeti Intézethez (OGYI) benydujtott beadvanyok alapjan
tértént. A  beterjesztett dokumentaciok részét képezte a
radiofarmakonok mindségellenérzési rendszere, amely szerint az
alabbi jellemzbket kell meghatarozni [67, 74, 75, 76]:

(a) Radionuklidos tisztasag. A jelz6 izotoptdl eltérd radioaktiv
izotop jelenlétére utalé paraméter. A PET-farmakonok
megfeleld radionuklidos tisztasaga <0,5%, amely kénnyen
elérhetd, mivel a besugarzas alatt a kivant izotépon kivdl
altalaban nem keletkezik jelentds mennyiségli mas
radionuklid.

(b) Kémiai tisztasag. A szintézis soran a radioaktiv
készitménybe szennyezd inaktiv vegyilletek kerllhetnek,
amelyek a vizsgalat szempontjabdl zavaré hatasuak,
esetleg toxikusak. Kromatografias tisztitd lépésekkel
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legtdbbszdr kdnnyen biztositani lehet a megkivant kémiai
tisztasagot.

(c) Radiokémiai  tisztasdg. Adott jelz6 izotép a
hordozémolekulatol eltéré kémiai formaban is jelen lehet a
végtermékben. A radiokémiai szennyezdk altalaban nem
jelentenek veszélyt a betegre nézve, azonban rontjak a
vizsgalat hatékonysagat. A kromatografias tisztitd
lépésekkel a megkivant radiokémiai tisztasag biztosithato.

(d) Fajlagos aktivitas: egy jelzett vegyllet fajlagos aktivitasan
a vegylletnek a tdmegegységére vonatkoztatott
radioaktivitasat értjik. Egysége a Bg/mol (Ci/mol). A PET-
radiofarmakonok 4&ltalaban nem tartalmaznak hozzaadott
hordozét (non carrier added készitmények), de a
kornyezetben mindig jelen van a radionuklid stabil formaja
is, igy az elméleti, legnagyobb fajlagos aktivitas csak
kozelithet6. Foéleg toxikus hatasu tracerek esetén
szllkséges a lehetd legmagasabb fajlagos aktivitas
elérése. Elméleti szamitasok szerint a ''C-izotép
maximalis fajlagos aktivitasa 3,4x10® GBg/mmol (9,23x10°
Ci/mmol), ahol minden molekula radioaktiv. Irodalmi
adatok alapjan a "'C-izotép gyakorlati fajlagos aktivitasa
36,8-184,2 GBg/mmol (1-5 Ci/mmol), de receptor-
vizsgalatokhoz mar a 3,7-11 TBg/mmol (100-300
mCi/mmol) értékek is elegendéek.

(e) Farmakolobgiai tisztasag kovetelményei

sterilitas: egyszer hasznalatos, steril szliréssel
kénnyen biztosithatd,

pirogenmentesség csak a technologiai fegyelem
szigoru megtartasa  esetén  garantalhaté, a
vizsgalatokat utélagosan és id&szakosan vegzik
(Limulus-teszt);
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pH: a radiofarmakon oldat pH-janak a fiziologiailag
elfogadhaté, kb. 5-8 tartomanyban kell lennie;

izoténia: a kész radiofarmakont intravénas hasznalatra
steril izotonias oldatba veszik fel;

stabilitas: a radiofarmakon izotépjanak rovid felezési
ideje megszabja a felhasznalas id6tartamat.
Ugyanakkor a megszabott lejarati id6 vegeig a
készitmény radiokémiai tisztasaga nem csdkkenhet az
el6irt hatarérték ala sem oxidacid, sem radiolizis, sem
mas folyamat kovetkeztében.

Preparativ és analitikai moédszerek

A radiofarmakonok elvalasztasa és tisztitasa az esetek egy
részében, analizise azonban minden esetben kromatografias
modszerrel torténik. Az inaktiv vegyllet detektalasara legelterjedtebb
az UV-abszorpciés detektor. E mellett hasznalnak még
refraktometrias, elektrokémiai vagy IR-abszorpciés detektorokat. A
fenti detektorok valamelyikével kapcsoljak sorba a radioaktivitast jelzd
detektort. A TLC-modszert parhuzamos analitikai  eljarasként
alkalmazzak. Az izotépok viszonylag rovid felezési ideje miatt javasolt
olyan kromatografias mdédszereket alkalmazni, amelyek rovid id6 alatt
megbizhaté eredményt adnak.

Bizonyos radiofarmakonok elvalasztasa, tisztitasa az
automatizalt panelen ioncseréld gyantaval t6ltott oszlop segitségével
térténhet. Igy allitjiak elé példaul a [''C]metionint Ag11A8 ioncseréld
gyanta és Cq3 SepPak oszlop alkalmazasaval. El6fordulhat azonban,
hogy a farmakon nem valaszthat6 el az eléallité panelen. Ebben az
esetben preparativ HPLC-mddszert alkalmaznak.

A szintézis végén elengedhetetlen a radioaktiv termék
radioaktivitdsanak és az inaktiv termék  mennyiségének
meghatarozésa. Ez elsdsorban a receptorvizsgalatoknal kotelezd,
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ahol a detektalhaté biomolekuldk mennyisége kicsi, vagy amikor a
farmakon toxikus. llyenkor nagyon fontos, hogy minél nagyobb legyen
a termék radioaktivitasa és minél kisebb annak inaktiv része, azaz a
termék fajlagos aktivitas értéke a leheté legnagyobb legyen.

Elméleti szamitasok szerint a ''C-izotéop maximalis fajlagos
aktivitasa 3,4 X 10® GBg/mmol (9,23 X 10° Ci/mmol). llyen fajlagos
aktivitas értékek az esetek tdbbségében még igen toxikus anyagok
alkalmazasat is lehetévé teszik. A radiokémiai folyamatok kézben
azonban inaktiv vegyuletek kerilnek a reakciotérbe és a reakcio
elegybe, igy ugyanaz a farmakon szintetizalddik, csak inaktiv
formaban. A "'C-izotép esetében ez a jelenség fokozottan jelentkezik,
mivel a stabil 'C-izotéop mindenhol eléfordul a természetben.
Altaldban az oOsszes hordozd kb. 1/3-a a targetrendszerben,
besugarzas alatt, a targetanyag fémfelliletébdl kikertld inaktiv
szénbdl keletkezik. A targetben képz6dé [''C]CO,-ot tovabb ,higitja”
a szintézis soran, kilonbdzé oldészerekbdl (féként a LiAlH, éteres
vagy THF-es oldatabol), hordozd gazokbdl szarmazoé inaktiv
széndioxidot.

Detektorok

A radioaktivitdas mérése kuldnféle detektorokkal torténhet. A
PET-izotopok esetében a pozitron annihilaciobdl keletkez6, 511 keV-
es y-részecsket detektaljuk. Az aktivitasmérd egy kalibralt ionizacids
kamra. A szintézis kozben keletkez6 gazok, folyadékok
felgyllemlésének monitorozasara kisméretl, flexibilis Geiger Miiller
szamlald csovek (GM-csévek) hasznalhaték, amelyek megfeleld
olomarnyékolassal egymashoz viszonylag kozel is elhelyezhetbk. A
termék HPLC-analiziséhez szcintillacios detektort hasznalnak.

A szintézis automatizalasa

A "'C-izotéppal jeldlt PET-farmakonok révid felezési ideje
megkdveteli, hogy a felhasznalni kivant farmakont a vizsgalathoz
kozel, annak tervezett id6épontjahoz igazodva lehessen eldallitani.
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Egy gyartasi tétel atlagosan csak egy-két beteg vizsgalatat teszi
lehetéveé, emiatt a PET-farmakonok szintézise a gyégyszergyartas
specidlis esetének tekinthetd. A radiofarmakon-szintézist célszeri
automatizaini.

Mivel a jelzbanyag intravénas injekcio, vagy inhalalas dtjan
keril human felhasznalasra, fontos a gyartastechnoldgia
standardizalasa, valamint gyors, minél szélesebb kor(
min&ségellendrzést biztosité analitikai moddszerek integraldsa a
gyartasi folyamatba. Ugyanakkor az is nyilvanvald, hogy bizonyos
tipusi  mindségellenérzd  vizsgalatok elvégzésére (sterilitas,
pirogenitas, stb.) nincs moéd a nyomjelz6 anyag beadasa el6tt az
azonnali alkalmazas miatt. A jelz6anyag megfelel6 mindségét
szamos esetben csak a technolégia megbizhatdésaga biztosithatja. A
human célu gyartas megkezdése elétt a kidolgozott technoldgiat, egy
ugynevezett kiprobalasi szakaszban, az Osszes Ilehetséges
szempontbdl tesztelik. Egy gyartastechnoldgia human célokra akkor
valik alkalmassa, ha a termék min6éségi paraméterei a kiprobalasi
szakasz alatt elfogadhaténak, és a szoérasi hatarokon belil
allandénak bizonyulnak.

A kémiai szintézis soran a besugarzassal el6allitott izotépot,
klasszikus szerves kémiai modszerekkel megfelelé jelzett
intermedierré konvertaljak ("'CHsl, "*NHs;, CH3;COO'™F, [Kriptofix-
K'1"®F). Ezutan tdrténhet a beépités, amelyek soran az izotép a
kivant kémiai strukturahoz kovalensen kétédik. A szintézis-stratégia
annal elénybsebb, minél késdbbi Iépésben kerll beépitésre a jeldld
izotop, ugyanis igy érhetd el a lehetd legrovidebb szintézisidd. Ez azt
is jelenti, hogy a radioaktiv szintézist megel6z6en eld kell allitani egy
ilyen, j6 fogaddkészségl molekulat, az ugynevezett prekurzort. Az
ilyen inaktiv prekurzormolekula és a radioaktiv intermedier
reakciéjaval, majd az esetlegesen jelenlévé védbcsoportok
eltavolitasaval nyerhet6 a célvegyulet. Tovabbi tisztitasi lépések
szlkségesek azonban ahhoz, hogy a kémiai szempontbdl megfeleld
struktaraju anyagbdl in vivo felhasznalasra alkalmas radiofarmakon
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legyen. A tisztitds soran torténik a tracermolekulahoz képest nagy
mennyiségl kiindulasi anyag maradékanak, az aktiv és inaktiv
melléktermékeknek az eltavolitasa, a pH és az izoténias
sékoncentracié bedllitdsa, valamint az esetleges mikrobioldgiai
szennyezdbket eltavolitd steril szlrés.

A jeldld izotépok igen kis szama (10'°-10" db. atom), a
nagyon rovid szintézis id6k szikségessége és a lehetd legmagasabb
fajlagos aktivitas iranti igény gyakran jelentés modositasokat tesz
szlkségessé. Az estek tdbbségében a kezdeti aktivitdsnak csak
néhany szazaléka alakul at, illetve marad a szintézis végére, ezért
igen magas kezdeti aktivitassal kell dolgozni. A jelentés sugarveszély
miatt ilyen szintl aktivitds csak kelléen arnyékolt vegyi flilkében,
taviranyitasu, vagy teljesen automatizalt, illetve robot-rendszerek
segitségével kezelhetd.
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3. Eredmények

3.1. Prekurzorok és inaktiv ligandumok

3.1.1. Xantinszarmazékok

A kisérleteinkhez kivalasztott tiz, P1 tipusld, antagonista
hatasu sztirilxantin-szarmazékot (3.1. tablazat) az irodalomban ismert
eljarasokkal allitottuk eld [46].

3.1. tablazat Az el6allitott prekurzorok

0
. H X
R1—p N
|
N N
|
R3

V7

O
Prekurzor | R{,R3 X Prekurzor R1,R3 X
SC Me H 3,5-DMSX Me 3,5-(MeO),
CsSX Me 3-Cl 3,4,5-TMSX Me | 3,4,5-(MeO);
ISX Me 3 NDPrSX Pr 3-NO;,
NSX Me 3-NO, 3,4-DMDPrSX Pr 3,4-(MeO),
3,4-DMSX Me | 3,4-(MeO), | 3,5-DMDPrSX Pr 3,5-(MeO),

A szintézis elsé lépésében a kiindulasi karbamidszarmazékot
cianecetsavval kondenzaltuk, a koztiterméket alkalikus kdzegben
ciklizaltuk, NaNO; alkalmazasaval nitrozaltuk, majd a nitrozocsoportot
redukaltuk, igy eléallitottuk az 1,3-dialkil-5,6-diamino-uracil vazat (3.1.
reakciévazlat) [77].
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fo) (o]
— R1 NO R1_ NH
RI=NH  ooceh,on Y NH, N 2

o e L e L
Ra—NH A (CHCOLO P Ny MBS0 07N N,

b) NaNO, | |

R3 R3

¢) CH,COOH

1,3-dialkil- 1,3-dialkil-5-nitrozo- 1,3-dialkil-5,6-
-karbamid -6-aminouracil diamino-uracil

3.1. A Traube szintézis reakcidvazlata.

Ezutan a kapott uracilszarmazékot Kkulénb6z6 transz-
fahéjsavakkal acileztik, majd a kapott amidouracilt bazikus
korilmények kozott ciklizaltuk, igy eldallitottuk a megfelelé
prekurzormolekulakat [7, 90].

o 0 0 0
H
NH-C R1
RIsN NH,  recoonRT~y “R" NaOH N N) .
)\ | )\ | )\ | A
07 "N” "NH, 07 "N” "NH, o7 N" N
| |
R3 R3 .

acilamino-uracil dialkil-arilxantin

3.2. A prekurzor szintézis reakciovazlata

Az altalunk szintetizalt Uj ISX el6allitdsahoz alkalmazott 3-
jédfahéjsavat az irodalomban ismert [79] eljarassal, m-nitrofahéjsav
redukalasaval, majd a kapott aminofahéjsav diazotalasaval és
jédozasaval (3.3. reakciévazlat) allitottuk eld. A kapott j6dfahéjsavat a
fenti modszer szerint 5,6-diamino-uracillal reagaltattuk.

Az elballitott vegylletek szerkezetét olvadaspont (op.)
mérésekkel, NMR- és MS-vizsgalatokkal igazoltuk.
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COOH COOH
Qf redukaélés Qf
_

O,N H,N
3-nitrofahéjsav 3-aminofahéjsav
J NaNO2/HCI
/—COOH Kl aq. /—COOH
-
I "CIIN=N’
3-jodfahéjsav
CH, CH,
H
o s ros A >—/_Q
N | N | /
|.|3c/ NH, H3C/ \[;N 1
(o) (o)

3-jodsztirilxantin
3.3. Reakciovazlat az 1,3-dimetil-8-(3-jodsztiril)xantin eléallitasahoz
3.1.2. 7-Metil-sztirilxantin-szarmazékok

Ezutan a kapott prekurzormolekulak metilezésével eléallitottuk
a megfeleld, inaktiv 7-metil-sztirilxantin-szarmazékokat (3.4.
reakciovazlat).

0 0 CH,§
H R1
RIS NG CH,l N NG
)\ | <ot )\ W
N savmegkoto N
o~ N DMF o~ N
R3 R3
1,3-dialkil-8-sztirilxantin 1,3-dialkil-8-sztirilkoffein

3.4. Reakciovazlat a metilezéshez
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A 3.2. tablazatban a metilezés reakcibhozamait mutatjuk be.
Az adatok tanusdga szerint a metilezés minden esetben j6
reakcibhozammal hajthaté végre.

3.2. Tablazat. 7-Metil-sztirilxantin-szarmazékok el6allitasa

Vegyulet Reakcio- Vegyulet Reakcio-
hozam (%) hozam (%)
SC 84,9 3,5-DMSC 84,8
CsC 95,8 3,4,5-TMSC 68,9
ISC 87,5 NDPrSC 68,8
NSC 89,5 3,4-DMDPrSC 61,7
3,4-DMSC 94 3,5-DMDPrSC 60,5

Az elballitott vegylletek szerkezetét olvadaspont mérésekkel,
NMR- és MS-vizsgalatokkal igazoltuk. Ezutan meghataroztuk a
vegylletek DMSO-oldhatésagat (3.3. tablazat), amely adatok a
bioldgiai vizsgalatokhoz szlikségesek.

3.3. Tablazat. 7-Metil-sztirilxantin-szarmazékok oldhatésaga DMSO-

ban
20°C 40°C
mg/ml mmol/ml mg/ml mmol/ml
SC 10 0,03375 50 0,16874
CSC 12,5 0,03779 100 0,30233
3,4-DMSC 11 0,03087 27,5 0,07717
3,4,5-TMSC 12,5 0,03235 25 0,0647

TLC-vizsgalatok  alapjan kidolgoztuk a  vegylletek
azonositasara alkalmas, analitikai HPLC, valamint az elvalasztasukat
lehetévé tevd megfelelé preparativ HPLC-eljarasokat. A csucsokat
290 nm hullamhosszra bedllitott UV-detektorral azonositottuk. A
megfelelé hullamhosszt 3D diédasoros detektoron felvett spektrum
alapjan hataroztuk meg. Futtatoszerként kilénb6z6 6sszetételd, viz-
acetonitril elegyet hasznaltunk, melynek aramlasi sebessége 1 ml/min
volt. A megdfelel6 futtatészer bedllitasa fontos paraméter, mivel a
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radioaktiv termék elvalasztdsa ugyancsak HPLC-rendszerben
torténik. A termék rovid felezési ideje miatt szikséges megtalalni azt
a futtatoszerelegyet, amellyel a terméket legrovidebb id6 alatt lehet
azonositani, izolalni. A 3.3. tablazatban bemutatjuk az adott vegyilet
esetében alkalmazott, optimalizalt futtatoszer 6sszetételét és a kapott
retencios id6 (Rt) értékeket.

3.3. Tablazat. Az eléallitott vegylletek HPLC-retenci6s ideje

Vegyllet MeCN:H,0 Rt. Vegyllet MeCN:H,0 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-DMDPrsSX 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 tovabbiakban a kapott adatok alapjan dolgoztuk ki a
radioaktiv termék elvalasztasara alkalmazott preparativ. HPLC-
modszert.

3.2. Radiokémia szintézis

Az adenozin tipust agonistakat '°F-PET-izotoppal, mig a
xantin tipust antagonistakat ''C-izotoppal célszer(i megjeldini.

3.2.1. Sztirilxantinok [ C]metilezése

Az inaktiv kisérletek alapjan feltételezhet6, hogy a jelzés
céljgra kivalasztott xantin-molekulak ''C-PET-izotéppal torténd
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jelélése  a  megfeleld  7-dezmetil-aminbazisok  (prekurzorok)
metilezésével térténhet, ami ''C-izotéppal jelzett metiljodid ([''C]CHs3l)
segitségével oldhaté meg. Az irodalmi adatok alapjan a CSX
prekurzorbdl [''C]CHsl-dal  eldallithatd [''C]CSC-radiofarmakont
valasztottuk ki biologiai kisérleteinkhez.

[""CJCH;l szintézis

A ["'CICHsl-ot a 3.5. reakcidvazlat szerinti eljarassal allitottuk
eld. Ennek megfeleléen a kiindulasi [''C]CO,-ot ismert médszerrel
[88], LiAlHs;-gyel [''CICHs;OH-la redukaltuk, majd a képz6dott
[""Clmetanolt HI-dal reagaltattuk, és az igy kapott [''C]metiljodidot
metilezési reakcidoban hasznaltuk tovabb.

Besucdrds: N (pa) . Oy ppm )
esugarzas: 14,5 MeV C CO,

10 pA

o

Szintézis: 4 1'"CO, + 3 AlLiH,

AILI(O"CH,), + 2 AlLIO,

AIL(O"1CH,), + 4 H,0 4 1"CH,OH + AI(OH), + LiOH

HI
100°C

3.5. Reakcidvazlat a [''C]metiljodid eldallitasahoz

11CH,OH 11CH,l + H,0

[''CICSC eléallitasa
A 8-(3-klorsztiril)-1,3,7-[7-""Cltrimetilkoffein  ([''C]CSC)

radiokémiai szintézise a CSX [''C]metiljodiddal valé metilezésével
torténik (3.6. reakciovazlat).
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(o] (o] 11CH3
H,Cx, H ey HC N cl
J W@ = m@
(0] fil N o fil N
CH, CH,
(E)-1,3-dimetil-8-(3'-klorsztiril)xantin (E)-8-(3'-klorsztiril)-1,3,7-[7-1"Cltrimetilxantin
[""C]CSsC

3.6. Reakciévazlat [''C]CSC radiokémiai szintézise

A pontos reakciokorilményeket, reakcibhozamokat a 3.4.
tablazatban mutatjuk be.

3.4. Tablazat. Radiokémiai szintézis optimalizalasa (savmegko6té
kivalasztasa)

mg prekurzor / Katalizator Rk. hém | Rk. id6 Hozam*
ml DMF °C (perc) (%)
1/0,4 5 mg K,CO; 60 10 19.9
1/0,4 8 mg K,CO; 60 10 33,6-40,2
1/0,4 10 mg K,CO; 60 10 39,9-47,3
1/0,4 10 mg K,CO; 60 12 32,9
1/0,4 14 mg K,CO; 60 10 21,6
1/0,4 10 mg Cs,CO; 60 10 20,3-24,3
1/0,4 10 ml NaOH (5M) 60 10 8

* radiokémiai szintézis végére korrigalva, a kiindulasi [ 'C]CO2-re szamolva

A 3.4. tablazatbdl lathatdé, hogy a reakcié kalium- vagy
cézium-karbonat jelenlétében j6 hozammal megy veégbe. 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
szennyezésektdl, majd elékészitettiik a [''C]CSC-t tartalmazé frakciot
a farmakoldgiai vizsgalatokra. A késztermékbdl mintat vettink az
analitikai HPLC-vizsgalatra.
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A 3.5. tablazatban a radiokémiai szintézis legfontosabb
jellemzdit tlntettuk fel a szintézis végén, az EOB-t6l (End of
Bombardment) 25-30 percre szamolva.

3.5. Tablazat. A [''C]CSC radiokémiai szintézisek eredményei

Sorsz. Termelt | Végtermék | Rk.** Konc Fajlagos
aktivitas | aktivitasa* | hozam | (umol/ml) akt.
(mCi) (mCi) (%) (mCi/umol)
CSC001 8,47
CSC003 36,2 2,34 19,99
CSC004 11,76 0,306 6,6
CSCO005 36,0 9,3 40,9
CSC006 14,18 3,06 33,56 0,35 11,38
CSC008 4,61 0,637 24,29 0,817 1,22
CSCo010 37 4,65 20,24 0,147 6,12
CSCO011 101,1 11,67 32,9 0,631 8,003
CSC012 70,6 7,4 47,33 0,663 71
CSC013 65,2 7,42 39,8 0,74 9,56
CSC014 90,4 8,36 28,77 0,92 8,7
CSC015 104,47 10,54 30,15 0,54 17,75
CSCO016 70,3 6,02 25,78 0,535 10,23
CSC017 76,0 5,46 21,6 0,32 15
CSC019 55,7 4,62 30,52 | 0,0289 171,98
CSC020 91,4 10,55 30,3 0,0072 246
CSC022 62,8 5,38 36,6 0,16 44
CSCo023 77,6 12,77 37,6 0,193 74,7
CSC024 64,1 4,75 29,96 0,124 40,5

* mért adat; ** besugarzas végére korrigalva, a kiindulasi ['' C]COz-re szamolva

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

A 3.1. abran a végtermék egyik HPLC-futtatasat mutatjuk be.
Az analitikai HPLC-mddszerben futtatészerként acetonitril : viz 7 : 3
aranyu elegyét hasznaltuk. A futtatdoszer aramlasi sebessége 1
ml/min volt. A felsé goérbén a radioaktivitds detektor jele lathatd. A
9,07 percnél megjelend, 1 jelli cstcs a [''CJCSC termék. Az also
gérbén az UV detektor kimenetét mutatia az E-[''C]JCSC termék
8,983 percnél lathatd csucsnak felel meg. Az analitikai HPLC-
vizsgalat szerint a végtermék tisztasaga legalabb 99%. A termékben
nem taldltunk prekurzort, a lehetséges szennyezd, az E-Z
izomerizaciobdl szarmazhat.

3.1. abra ['"C]CSC termék analitikai HPLC kromatogramja

1
Wi Sanple [ame: cecBlE
BPLC-nedhod RP C-18, Mle (0% Viae T030, UV detector 290 am,
sens 35 puege dondloniny, sl §oodfosin
Pacle Mame Twe BI{Mire} Height  Area  Baze Come
i 'ooic BE 94017 3071 MISE 018 100000
HPLC-meihod RP C-18, MaC3at T0:30, Radioac trity de tec for, \
yren < mlfmin amal. 1 ralmain
Pecle Name Twe BI(Mire) Height Area Baze Cow
1.0 1 BE E983 3E.S81 933206 0.13% 00000 \
i |
3.0 \I !
o A
13,30 / [
1
Y
= e e Y e e s . .'4";‘*.‘1.&
[} . . d ,
LN 11 2.0 1.0C ool LIRIN 0.0

Fent: radioaktivitas detektor; lent: UV detektor; 1 cslcs [11C]CSC.

7-['' C]metil-sztirilxantin-szarmazékok el6allitasa

Az Aaltalunk kifejlesztett rendszerben kisérleteket végeztiink
tovabbi 1,3-dialkil-sztirilxantin-szarmazékok [''C]metiljodiddal valé
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metilezésével. A radioaktiv szintéziseket a 3.7. reakcidévazlat szerint
hajtottuk végre.

e
H11C OYN N
Y | )—\
K co N N
DMF, 70°C, 10 min R3 5 8

3.7. reakciovazlat 7-[''C]metil-sztirilxantin-szarmazékok el6allitasa

A [""Clmetilezés kalium-karbonat jelenlétében, 70°C
hémérsékleten és 10 perc alatt nagyon jo radiokémiai hozammal
megy végbe. llyen koriimények kdzott a xantinszarmazeék kivant 7-N-
metilezése a meghatarozé. A ["'C]metilezés termékeit a 3.3.
tablazatban bemutatott Rt-értékek segitségével azonositottuk. A 3.6.
tablazatban a 7-[''C]metil-sztirilxantin-szarmazékok el6allitasanak
reakciohozamait mutatjuk be. A kapott eredmények 3-5, egymastdl
fuggetlen szintézis atlagértékei.

3.6. Tablazat. ['"C]Metilezési reakciok jellemzdi

Prekurzor Termék mg prekurzor | Radiokémiai % E-Z
/ ml DMF hozam* % | izomerizaci¢o**
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 35,243
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 3544 nem észlelt
3,4-DMDPrSX | 3,4-DMDPrSC 1/0,7 7245 nem észlelt
3,5-DMDPrSX| 3,5-DMDPrSC 1/1,0 89+5 nem észlelt

*a szintézis végén, a kiindulasi [ 'C]metiljodidra szamolva; ** egyensulyi érték a
mérés idépontjaban
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Az atlagos bomlas-korrigalt hozamot a  kiindulasi
['"C]metiljodidra  szamoltuk. A  [""C]metiljodid aktivitasat az
automatikus szintézisrendszerben lév8, kalibralt detektor altal
mutatott beltésszambdl hataroztuk meg. A specifikus aktivitas 1,85
és 5,55 MBg/umol (50-150 mCi/umol) kozo6tt volt. Ugyancsak a 3.
tablazatban mutatjuk be a reakcidelegyben a fény hatasara
végbemend 7-[""C]metil-sztirilxantin-szarmazékok E-Z izomerizaciojat
[73].

A 3.2. abran az (E)-1,3-dimetil-8-(jodsztiril)xantin  (1ISX)
["'Clmetilezése utan kapott reakcidelegy HPLC-kromatogramjat
mutatjuk be.

3.2. abra (E)-1,3-dimetil-8-(jédsztiril)xantin [''C]metilezés analitikai
HPLC-kromatogramja

v b | A
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Retencids idd (perc)

Fent: radioaktivitds detektor jele; lent: UV detektor jele. a csucs [11C]CH3I; b csucs E-
[""CIISC; ¢ csuics Z-[M'CJISC; d cstics ISX (kiindulasi anyag).

Relativ abszorbancia (%)
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A fels6 gorbén a radioaktivitas detektor jele lathatd. A 3,23
percnél megjelend, a jelii cstcs a [''Clmetiljodidnak, a 7,72 percnél
megjeleld, b jelli cstcs a [''C]ISC E-izomerének és a 7,60 percnél
megjeleld, ¢ jelti csucs a [''C]ISC Z-izomerének felel meg. Az
alsébnak az UV detektor jelén a kiindulasi (E)-1,3-dimetil-8-
(jodsztiril)xantin 4,77 percnél jelentkezd, d cstcs, mig az E-[''C]ISC
terméknek a 7,60 percnél Iathatd, b csucs felel meg.

3.2.2. ["®F]-adenozinszarmazékok elballitasa

Kisérleteket folytattunk hordozémentes '®F-izotoppal jelzett
adenozin-szarmazékok elGallitasara. Tapasztalataink szerint az
adenozin '®F-jelzése esetében az alabbi nehézségekkel is szembe
kell nézni. Az adenozin két gylris egységbdl éplil fel: purinbazisbal
(adenin) és szénhidratbdl (rib6z). Mindkét egységben tobb funkcios
csoport talalhatd, és ezek a csoportok szoros kolcsdnhatasban
vannak egymassal, igy el6fordulhat, hogy a kialakitott aktivalécsoport
nem a fluoridionnal reagal, hanem esetleg valamely szomszédos
csoporttal [55].

Az elsb kisérleteket 5’-dezoxi-5-halogénadenozin-szarmazék
nukleofil fluorozasaval, valamint homogén izotdpcserével hajtottuk
végre [55]

NH, M 3.7. Tablazat ['®F]F-adenozin (Ado)
NN N szintézis eredmények
k\x | "\> k\N | \> ’
X\d [SFIKF/Kfx222 ‘ le\@r
\_/ MeCN, 120°C, 30 min \_/ Prekurzor X Hozam
HG: im HG: BH %
X=F,Cl, Br: l’ ) . FAdo F 0
3.8. reakciévazlat az 5’-dezoxi-5'- ClIAdo Cl 0,248
["®FIfluoradenozin el8allitasahoz BrAdo Br 0,488
I1Ado | 1,070

A reakciohozamok nodvelése érdekében tovabbi kisérleteket
végeztink N®-benzoil-2’,3 -izopropilidénadenozin-5'-szulfonsav-
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észterek radio-fluorozasara [57], de ebben az esetben nem kaptunk
kielégit6é reakciohozamokat.

Mindezek alapjan olyan jelzés tlint megvaldsithatonak, ahol a
'®F_jelz6 agens az adenozin funkciés csoportjaitdl tavol, hosszabb
szénlanc, vagy cikloalkilcsoport végére keriil. igy nukleofil
szubsztitucios kisérleteket végeztink a P1 tipusu agonistadk kdzul az
N-alkil-karboxamid tipusti adenozinszarmazékok '®F-cal tdrténd
jelzésére. A FNECA szintézise eddigi tapasztalataink alapjan jé
hozammal oldhaté meg egy Uj stratégia alkalmazasaval. E szerint
el6szor egy fluor-18-jelzett kismolekulat allitunk el
("®*F]FCH,CH,NH,), majd ezt beépitjiik az adenozin-struktiraba.
Ezzel a moddszerrel j6 hozammal és nagy specifikus aktivitassal
allitottuk elé6 a PET-izotoppal jelzett adenozinreceptor ligandumot
[56].

3.3. Az Ajx-adenozinreceptor-szelektivitas farmakolégiai
elemzése

A DE Gyégyszertani Intézettel kozos egyuttmikodés
keretében, Dr. Szentmikldsi Jozsef tanar Ur iranyitasaval az eléallitott
tiz 7-metil-sztirilxantin-szarmazék koziul a CSC-vel, 3,5-DMSC-vel,
3,4,5-TMSC-vel, valamint az uj ISC-vel és a szintén uj ASC-vel [(E)-
8-(3-azidosztiril)-3,5,7-trimetilxantin] [35], farmakoldgiai vizsgalatokat
végeztunk. Referenciavegylletként a jelenleg leghatékonyabb Aga-
receptor blokkold, ZM 241385 jelzésli vegylletet hasznaltuk, amely
nem xantinszarmazék.

A vizsgalatokat a kovetkezd preparatumokon végeztik el:

- Pitvari  myocardium (A; tipusu adenozinreceptorokat
hordoz6 szovet). A pitvari szivizomrostok felszinén
extracellularis lokalizaciéju As-receptorok helyezkednek el,
amelyek aktivacidja felelés az adenozin kardiodepressziv
hatasaért. Az As-receptorok szerepét mind tengerimalac,
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mind pedig patkany szivpitvaran sikerllt egyértelmien
kimutatni [12, 58].

— Tengerimalac pulmonalis artéria (A- és Ajg-receptorokat
hordoz6 szovet). Kimutattdk, hogy a tengerimalac
pulmonalis artéria azon ritka értipusok egyikét képviseli,
ahol adenozin hatasara komplex receptorialis
mechanizmusok aktivalédnak. A purin nukleozid beadasat
kévetéen 5 mp-en bellil nagy felfutasi meredekségi
kontrakcio alakul ki, amelyet egy gyors, majd egy lassan
kifejl6dd relaxacié kovet. Ha a kisérleteket 0,3 pmol/l
DPCPX (specifikus Aj-adenozinreceptor antagonista)
jelenlétében végezzilk, akkor a kontrakcido helyett az
adenozin vagy NECA beadasa utan gyors relaxacié alakul
ki. Specifikus adenozin analégokkal és antagonistakkal
végzett kisérletek alapjan megallapithatd, hogy a
kontrakcioért  Aj-adenozinreceptor-aktivacio, a gyors
relaxacioért pedig Ajg-adenozinreceptor-aktivacio felel6s
[94].

— Patkany pulmonalis artéria (Asa-receptorokat hordozo
szdvet). Ami a patkany artéria pulmonalis purinergreceptor-
ellatottsagat illeti, ismert, hogy ez az érféleség — eltéréen a
tengerimalac tudd&erektdl, és a koronariakhoz hasonlo
modon — Aga-adenozinreceptorokat tartalmaz, amelyek
aktivalasa révén lassan kifejl6d6 relaxacio alakul ki [95].

A Schild-féle regresszids analizissel [2] kapott pA2-értékeket az
alabbi 3.8. tablazatban tuntettuk fel. Lathatd, hogy a koffein nem
szelektiv (azonos pA2-értékek, egységnyi Aon/Ae és Aon/Aq arany). A
CSC esetében az Aja-szelektivitas, féleg az Aqa/Axs szelektivitas
szempontjabdl mar jelentésnek mondhato. Bar a 3,5-DMSC és a 3,4,5-
TMSC szelektivek, s6t ilyen szempontbdl "kiegyensulyozott"
vegyuletek, de nem érik el a CSC hatasat. Igen figyelemremélté a
kdovetkez6 két 7-metil-sztirilxantin-szarmazék, az azid- és a
jodsztirilkoffein. Az azidszarmazék igen erds szelektivitassal rendelkezik
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és nagyon gyengén hat az Axp- és As-receptorokra. Kulon
hangsulyozandé a jodsztirilkoffein, amelynek mintegy 500x-0s Axa/Aq
szelektivitdsa kiemelked6 a vizsgalt purinerg-antagonistak kozott,
ugyanakkor az A, affinitasa, amelyet a pA2-érték fémjelez, csaknem
akkora, mint a jelenlegi leger6sebb Aja-blokkold ZM-vegytlileté, amely
viszont nem a legspecifikusabb az altalunk vizsgalt molekulak kozott.

3.8. tablazat. 7-Metil-sztirilxantinszarmazékok adenozin-altipus-
specificitdsanak vizsgalata izolalt széveteken

Vegyulet PA2 (Az2n) PA2 (Azg) PA2 (A1) AcalAzs AcalAq

patkany t.malac t.malac

pulm. pulm. pitvari myo-

artéria artéria cardium
Koffein 4,60 4,54 4,54 1 1
CSC 6,49 4,74 5,41 56 12
3,5-DMSC 6,58 5,92 5,72 5 7
3,4,5-TMSC | 6,59 5,82 5,73 6 7
ASC 6,33 4,41 4,28 83 112
ISC 7,67 6,51 >5 15 >468 !
ZM 241385 7,91 7,06 6,50 7 26

Id. 81, Pouchet 1995

Az eredményeinket figyelembe véve a vizsgalt vegylleteket a
szelektivitas szempontjabdl 4 csoportra kilonithetjik el: az elsd
csoportban nincs szelektivitas, ilyen a koffein; a masodik csoportban az
Aoe- és As-re vetitett hatas azonos, ez a 3,5-DMSC, 3,4,5-TMSC és az
ASC ko6zbs vonasa; a harmadik csoportban az Agn/Agg-arany az
er6sebb: ennek prototipusa a CSC; és veégul a negyedik csoportba
tartozik a jodsztirilkoffein, amelynek féleg az A,a/As-aranya kiemelkedd.
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3.4. A [''Cc]CSC-antagonista és az adenozinreceptor
kotédésének elozetes vizsgalata kiilonféle biolégiai

rendszerekben

3.4.1 Receptor-ligandum-kotédés specificitasanak vizsgalata

A ligandumkoétédés  specificitasat in - vitro és  in vivo
kompeticids, vagy leszoritdsos modszerekkel vizsgaltuk. A 3.3. dbran
autoradiografias modszerrel mutattuk ki egér agyszeleteken a jelzett
és az inaktiv CSC kozoétti kompeticiot.

20 pCi/ml ["C]CSC 20 pCi/ml ["C]CSC
+ 300 nmol/l CSC + 10 pmol/l CSC

Frontalis
lebenyek
Y .

Temporalis
és parietalis
lebenyek

Okcipitalis
lebenyek és
kisagy

3.3. abra: A CSC specifikus kétdédésének bizonyitasa in vitro
kompeticids vizsgalattal egéragyon

Az agyszeleteken mért ['"C]CSC-aktivitds mértéke mintegy
70-80 %-al csOkkent, ha a mintat 10 pumol/l inaktiv CSC jelenlétében
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inkubaltuk. Természetesen mindkét esetben azonos volt a [''C]-
radioaktivitas koncentracioja (20 pCi/ml).

Hasonlé eredményre jutottunk, amikor a CSC specifikus
kotédését vizsgaltuk egy olyan sejtvonalon, amelynek membranjaban
nagy denzitassal expresszalodnak az As- és Aya-adenozinreceptorok
[84].

A 3.4. abran bemutatott adatok azt mutatjak, hogy a [''C]-
izotoppal  jelzett CSC kotédése hideg, Aza-specifikus
adenozinreceptor-ligandumokkal, példaul inaktiv CSC-vel
visszaszorithatd. A ZM 241385 jelenlétében a kompeticio mértéke
még fokozottabb volt. Ez a nagy affinitasu (Kd értéke 10nM) és nagy
specificitdsi, nem-xantin  tipusi  Aga-antagonista [49] a
koncentraciotdl figgé mértékben lecsokkentette a CSC kotédését.
Hasonlé kompeticiot mutattunk ki a CSC és a CGS 21680 kdzott. A
CGS nagy affinitasu (Kd értéke 10nM), nagy szelektivitasu Aga-
agonista. A jelzett CSC koncentracidja minden kisérletben azonos
volt (40 nmol/l).

100
90+
80+
70+
60
50+
40
30
20+
10+

0_

11C aktivitas a kontroll %-ban

40 nM C11
CSC
2uMCSC
200 nM ZM

1 uM zZM
10 uM ZM
2 uM CGS

3.4. abra: A [''C]CSC specifikus koétédése DDT1 MF2 sejtvonalon
(n=3)
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A [""C]CSC specifikus kétédését in vivo PET-vizsgalattal is
bizonyitottuk nyulagyban.

Az allatokba 1,5 mCi [''C]CSC-ligandumot és vele
egyidejlileg, kilénbdzé doézisban, inaktiv CSC-t injektaltunk. A
['"C]CSC-kotédését a beadas pillanatatél monitoroztuk az agyban. A
nyulakba beinjektalt teljes CSC-koncentraciok értéke 30, 200, 500 és
2500 nmol/l volt. Az in vivo kompeticios vizsgalat eredményét a mért
jelzett ligandum két perc eltelte utani felhalmozddasbol hataroztuk
meg. A nyert adatokat a 3.5. abran mutatjuk be. Az agyban mért
radioaktivitds mértéke az inaktiv CSC-koncentracié ndvekedésével
fokozatosan csdkken.

800
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 A

[M'C]CSC akkumulacié (nCi/ml)

100 -

0 T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

CSC koncentracié (umol)

3.5. abra Nyulagyban mért [''C]CSC-akkumulacié mértéke az inaktiv
CSC koncentraciojanak figgvényében
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3.4.2 A receptor-ligandum kétédés szervezeten beliili
eloszlasanak vizsgalata

A 3.6. abran egéragybol készitett metszetek [''C]CSC-
kotddésének eloszlasat mutatjuk be.

Nyultvelé

Kisagy és

hid

Okcipitalis
lebeny és
kézépagy

Phosphor Transzparencia Képfuzio
Imager szkenner

3.6. abra: [''C]CSC koétddése egéragyban.

(az éallatokat in vivo injektaltuk a jelzett ligandummal. 10 perces expoziciot kdvetben a
koronalis agyszeletek radioaktiv eloszlasat Phosporimager technikaval detektaltuk)

Az dallatok intravénasan 200 pCi [''C]JCSC-t kaptak. Az
injektalast kévetéen 10 perccel ledltik az allatokat és a szerveket
kKipreparaltuk. Az abran az egéragy harom koronalis metszete mentén
mutatjuk be a CSC-tracernek a Molecular Dynamics Phosphorimager
berendezés segitségével meghatarozott eloszlasat. A legfelsé szelet
a nyultvel6 szintjében készult, az alatta levé metszeten a kisagy és a
hid lathatd, a legalsé szelet centrdlis része a kdzépagyat, az azt
koruldleld régiok pedig az okcipitalis lebeny egy részletét
tartalmazzak. A ko6zéps6 oszlopban az elébbi metszetekrdl
transzparencia szkennerrel készitett képeiket mutatjuk be. Nem
alkalmaztunk semmiféle festési eljarast, a nativ mintakon a piros
foltok vérrel valé postmortem szinez6déssel kapcsolatosak. A
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harmadik oszlopban az emisszids és transzparencia képek
szuperpozicidjat mutatjuk be. Az Axx-adenozinreceptorok topoldgiajat
demonstrald, intenziv halmozodas a nyultvel6 és a hid ventralis
részére, valamint a kisagy és az okcipitalis lebeny kortexének egy
kordlirt részére lokalizalhato.

A szivrél készitett metszeteken (3.7. &bra) a [''C]CSC-
akkumulacionak a farmakon intravénas injektalasat 20 perccel kévetd
eloszlasat mutatjuk be.

Transzparencia

szkenner Phosphor Imager

Bal
kamra

E\
@
®
o

Az arteria pulmonalis eredése

Jobb kamra

3.7. dbra A [""C] CSC koétédése egérszivben (bal kamra tengelyére
meréleges szeletek)
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A jobboldali oszlopban a CSC szivben vald eloszlasanak
emisszidés képeit lathatjuk, mig a baloldali oszlopban ugyanezen
szeletek transzparencia-képei lathatébak. Az dabra alsé részén
bemutatott metszeten lathaté az artéria pulmonalis eredése, melyet
nagy Aga-receptorszam-denzitas jellemez. Az itt mért CSC
akkumulacié mértéke tdbb, mint haromszorosa a jobb kamra
szivizomszdvetének. A két ROl altal jeldlt terilet radioaktiv
koncentraciojanak aranya a/b = 3,1.

A szervi megoszlasos vizsgalatunk eredményeit a 3.9.

tablazatban fog

laltuk Ossze.

3.9. tablazat [''C]CSC szervezeten beliili megoszlasa [DAR
(differential absorption ratios) érték] egérben

Szerv 10 perc 20 perc 40 perc 60 perc

Veér 0,18+0,06 | 0,19+0,06 | 0,36+0,20 | 0,26+0,06
Agy 0,83+0,42 | 0,70+0,44 | 0,41+0,18 | 0,18+0,06
Sziv 0,76+0,05 | 0,76+0,15 | 0,89+0,18 | 0,46+0,15
Tid6 28+3,60 | 21+13,07 | 16+8,71 | 3,33%1,53
Maj 2,88+1,46 | 1,22+0,16 | 3,2+0,72 1,1%£0,35
Hasnyalmirigy | 0,46+0,20 | 0,56+0,31 | 0,67+0,32 | 0,47+0,21
Lép 0,63+0,21 | 0,21+0,08 | 0,37+0,06 | 0,6%0,35
Gyomor 0,71+0,51 | 0,34+0,16 | 0,45+0,08 | 0,3%0,1

Vese 1,33+0,25 | 0,8+0,005 | 0,87+0,23 | 0,6+0,17
Izom 0,30+0,05 | 0,12+0,01 | 0,32+0,05 | 0,12+0,07
Csont 0,52+0,27 | 0,14+0,06 | 0,28+0,16 | 0,12+0,07

n= 3 (atlag £S.D

)

A tablazatbol jol lathatd, hogy a kiulonb6zd szervek/szovetek

DAR-értéekei

kozott  jelentés

kuldnbségek

vannak

az AZA'

receptortartalmuknak megfeleléen, és a szervi megoszlas idében is
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valtozik. Magas felvételt mértink a tudében, a majban, a vesében, a
szivben és az agyban. A tud6é kiugréan magas aktivitasa a
radiofarmakon intravénas bejuttatasaval és a tud6erek nagy Aga-
receptortartalmaval magyarazhaté. A vér alacsony aktivitasszintje
lehetbévé teszi a jelzett ligandum akkumulacios kinetikdjanak
képalkoto eljarasokkal torténd, in vivo vizsgalatat.

3.4.3["'C]CSC in vivo kotédésének vizsgalata PET-el

A ["C]CSC-ligandum-receptor  kotédésének  kinetikajat
dinamikus PET-vizsgalattal kdvettik nyomon nyulban. A 3.8. abran
négy (kuldonbdzd helyzetll) szagittalis metszetet latunk (az éllat az
oldalan fekudt).

(0-15s) (30-45s)
Tiado Vesék o -

(210-240s) (960-1140s)

Holyag

\

\

J\—-...,.-...L..—.—...—.—-“—-‘

3.8. dbra Receptorligandum aktivitds-eloszlasanak valtozasa
dinamikus PET-vizsgalat alatt, nyulban (szagittalis sikok,
transzmisszids vizsgalatra helyezett emisszids kép)
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Az els6 kép az injektalast koévetd 15 masodperc alatti
['C]CSC-eloszlast mutatja. A radioaktivitds legelészor a tiidében
jelenik meg, itt meég a vértérfogatbdl ered az aktivitds nagy része. A
30. és 45. masodpercek kozotti idGintervallumban mar a vesékben is
erds receptor-ligandum koétédést észleltiink. A 6. perc korul készitett,
harmadik képen a maj [''C]CSC-aktivitaseloszlasa dominal, de a
kivalasztas eredményeképpen mar megjelenik a holyagban is az
aktivitas, ami a 15. perc utan szinte kizarélagossa valik.

Hasonlé képeket készitettiink a nyulrdl ['*FIFDG-vel torténd
dinamikus PET-vizsgalattal is (3.9. abra).

1. frame (0-15s injektalast kovetéen) 14. frame (270-300s injektalast kovetden)
7. metszet a 15-bol 7. metszet a 15-bél

Sziv

t‘

20. frame (600-660s injektalast kovetéen) 32. frame (2100-2700s injektalast koveten)
13. metszet a 15-bél 7. metszet a 15-bé6l

hoélyag agy

3.9. dbra FDG-aktivitds-eloszlas valtozasa dinamikus PET-vizsgalat
alatt, nyulban (szagittalis sikok, transzmisszids vizsgalatra helyezett
emisszios kép)
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Ezeken a képeken lathatdé az egyes szervekben az injektalast
kovetéen, kilénbdzd idbintervallumokban mért glukéz-akkumulacio
mértéke. A ["®F]FDG eloszlasa a nyul kiildnbdzd szerveiben idében
valtozik. A radiofarmakon vizelettel torténd kivalasztasanak
megfelel6en az id6 elérehaladtaval né a hélyag teriletén észlelhetd
aktivitas-koncentracio. A ['°F]FDG-képek segitségével az egyes
szervek azonositasat ellendriztik.

A dinamikus PET-vizsgalatok soran a [''C]CSC-radiofarmakon
beadasat kdvet6 pillanattdl monitoroztuk a receptorligandum szoéveti
felhalmozddasat az egész éllatban. A szdveti eloszlas dinamikajat
egy 40 perces idéskalan vizsgaltuk. Az egymast kdvetd expoziciokbol
meghataroztuk a ligandum akkumulacios kinetikajat a kulénb6zé
régiokban. Meghatarozott id6k6zonként artérias vérmintakat vettlink
és meghataroztuk a vérben 1évé ligandumkoncentraciéo iddébeli
valtozasat. A kisérletekhez a nyulakba 2 mCi (30 nmol CSC/allat)
jelzett ligandumot injektaltunk intravénasan.

7000

6000 1+

- -

5000

4000 -

3000

Aktivitas [nCi/ml]

2000

1000 + \

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
1dé [perc]

3.10. abra: Az agy (folytonos vonal) és a vér (szaggatott vonal) CSC-
aktivitasanak idébeli valtozasa, nyulban (illesztett gdrbék)

A 3.10. abran az agy és a vér aktivitdsanak id6beli valtozasat
mutatjuk be nyulban. Az agy kezdeti radiofarmakon-felvétele gyors
volt, a radioaktivitas szintje az injektalast kdvetéen kevesebb, mint két
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perc alatt érte el a maximumot és ezt kdvetben folyamatosan
csokkent a vizsgalt 40 perces idéskalan. A 3.10. abran lathaté, hogy
az agyban akkumulalodott radiofarmakon-koncentracioja joval
lassubb Utemben csdkkent, mint a vér radioaktivitas-koncentracioja.

A 3.11. abran az agy és a vér mellett, a sziv és a tud6
[''C]CSC-akkumulaciés kinetikajat mutatjuk be, a 3.12. abran pedig a
maj és a vese [''C]CSC idéfiiggd aktivitas-koncentracidjanak
valtozasait abrazoltuk.

g

:

Autivitas-koncentracié (nCilm)
g

g

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
1d6 (s)

3.11. abra A sziv, a tid6k, az agy és a vér aktivitas-
koncentraciojanak valtozasa dinamikus PET-vizsgalattal, nyulban
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Aktivitas-koncentracio (nCilm)

X\

ll T . L L _{

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Id6 (s)

3.12. 4bra: A maj, a vér és a vesék [''C]CSC-akkumulacios
kinetikajanak vizsgalata PET-technikaval, nyulban

3.4.4. A ["'C]CSC-receptor-ligandum koétédés kinetikajat
leir6 allandék meghatarozasa négykompartmentes modell
alapjan nyulagyban PET-vizsgalattal

A PET-vizsgalathoz a nyulat a kisérleti részben leirtak szerint
elékészitettik. Az altatott allatot egy specialis tartéba helyeztik a
PET-kamera latomezejébe. A radiofarmakon beadasa el6it
transzmisszios felvételt készitettink a nyudlrdl. A transzmisszids
felvétel 40 percig késziilt, sugarforrasként 7 mCi %Ge-izotop
vonalforrast hasznaltunk. A transzmisszidos scan elvégzése utan
intravénasan 2 ml 2 mCi, 100 mCi/umol specifikus aktivitasu
['C]CSC ligandumot adtunk be a kisérleti allatnak.
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A vizsgalat soran a nyul artéria femoralisabol meghatarozott
id6k6zonként 0,5 ml vért vettink. Az adatgy(jtés 40 percig tartott, ez
id6 alatt 28 frame-et készitettiink.

A kompartment analizis soran az idéfiiggd véraktivitas gorbét,
valamint az agy szdveti (TACT) gorbéjét hasznaltuk fel. A szamitasok
soran a kinetikai és egyéb allandok numerikus értékének szamitasa
egy specidlis iterativ, nem-linearis regresszid-szamitds alapjan
tortént. A 3.13. abran a ['C]CSC kotédését reprezentalé PET-
mérésbdl szarmazé szoveti gorbét (TACT goérbe), a vérvételi
mérésekbdl szarmazd véraktivitds gorbét, és a 4 kompartmentes
analizis eredményeként kapott illesztett szoveti gérbét mutatjuk be a
vizsgalati id6 fuggvényében.

7000

~— lllesztett gorbe
—Vérgorbe
A szoveti gorbe

[=2]
(=3
o
o

5000 -

4000 K1 = 0.511002 1/min k2 =0.693416 1/min k3=0.0019 1/min
k4 =0.422212 1/min k5 =0.058177 1/min k6 =0.021310 1/min

3000 -

Aktivitas koncentracié [nCi/ml]

2000 -

1000 -
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3.13. abra. A [''C]CSC-receptor-ligandum kétédés kinetikajat leird
allandok meghatarozasa négykompartmentes modell alapjan
nyulagyban PET-vizsgalattal

A négykompartmentes modell alapjan elvégzett kinetikai
szamitasok eredményeként meghataroztuk a modellt leiré kinetikai
allandék numerikus értékeit (Kq-ks, 1/min). Ezek alapjan a CSC Aga
adenozinreceptor antagonista transzportjat és a kotédését az agyban
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az alabbi paraméterek hatarozzak meg a négykompartmentes modell

alapjan:

K4: a receptorligandum vérpoolbdl a receptor kétéhelyhez
valoé transzportjanak a sebességi allanddja;

ko: a ligandumnak a receptortdl a vérbe térténd transzport
sebességi allanddja;

ks: a receptor-ligandum koétédési alland6 (asszociacios
allando);

k4: a receptor-ligandum koétédés disszociacios allanddja;
ks: a nemspecifikus ligandum kotédési allanddja;

ke: a nemspecifikus ligandum kotédés disszociacios
allanddja;

Ezen sebességi és koétédési allandok numerikus értékei az
abrardl leolvashaték.

Vizsgalataink alapjan Ggy tiinik, hogy a ''C-jelzett xantin-
szarmazékok csoportja jol hasznalhaté radiofarmakon az él6
szOvetek és szervek P1-tipusu adenozinreceptor-kdtéhelyeinek a
feltérképezésére. A PET-moddszerrel, jelzett receptor-ligandumok
segitségével in vivo tanulmanyozhato, tébbek kdzoétt, a receptor —
ligandum-kétddés kinetikaja, illetve a receptor-expressziéo mértékének
(denzitasanak) valtozasa is.
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4. Anyagok és médszerek

A kémiai szintézisekhez hasznalt oldészereket és kiindulasi
anyagokat a Merck (Darmstadt, Németorszag) vagy Sigma-Aldrich
(Gillingham, Nagy-Brittania) cégektsl szereztik be. A 'H-NMR-
spektrumokat Bruker WP 200 spektrofotométerrel (200 MHz) vettik
fel, belsé standardként tetrametilszilant (TMS, & 0,00 Hz),
oldészerként DMSO-ds hasznalva. A kémiai eltolodast o egységekkel
(ppm) jellemeztik. A savok felhasadasat a kovetkezdképpen jeloltik:
s (szingulett), d (dublett), t (triplett), m (multiplett).

A vegylletek TLC-vizsgalatat szilikagél rétegen (Kieselgel 60
Fzs6, 5X10 cm, 0,25 mm rétegvastagsagu lemezek, gyartdé cég:
Merck, Darmstadt, Németorszag) végeztik el. A komponens foltok
eléhivasahoz ultraibolya (UV) fény és kémiai el6hivas kombinacidjat
alkalmaztuk (a lemezeket par percig jédgézben tartottuk). Az
analitikai HPLC-rendszerben — amennyiben masképp nem jelezziik -
LiChrosphere RP 18 (250-4), forditott fazisu oszlopot (gyartd cég:
Merck, Darmstadt, Németorszag), a preparativ HPLC-rendszerben
LiChrosphere RP 18 (250-10) forditott fazisu oszlopot (gyartdé ceég:
Merck) haszndltunk. A kromatografias elvalasztasok soran
futtatészerként kilénb6zb, a szdvegben megadott 06sszetétell
viz:acetonitril oldoszerelegyet és linearis gradienst alkalmaztunk. A
csucsokat 290 nm hullamhosszra beallitott, UV-detektorral (gyartd
cég:. Waters Co., USA) azonositottuk, amelyet az aktiv anyag
azonositasara egy radioaktivitas detektorral kététtliink sorba.

A specifikus aktivitast kalibraciés gorbe segitségével
hataroztuk meg, amelyet az inaktiv vegyulet kulonb6zé
koncentracioju oldatainak HPLC-futtatasaibdl szarmaztatott csucs
alatti terulet-koncentracio 6sszefuggés definialt. Az egyes HPLC-
frakcidok (radioaktiv anyag) UV-jelének csucs alatti teriletébél
meghataroztuk az aktiv anyag koncentraciojat, igy kiszamoltuk annak
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0sszmennyiségét. Az  Osszaktivitas és az  6sszmennyiség
hanyadosaként nyertik a termék specifikus aktivitasat.

A szintézis kdézben  keletkez6 gazok, folyadékok
felgyulemlésének monitorozdsara kisméretl, flexibilis GM-csdveket
hasznaltunk, amelyek megfeleld O6lomarnyékolassal egymashoz
viszonylag kozel is elhelyezheték. A termék HPLC-analiziséhez
szcintillacios detektort hasznaltunk.

Szerves kémiai eldallitasok

Xantinszarmazékok

1,3-Dimetil-5,6-diaminouracil. Ezt a molekulat a
szakirodalomban ismert eljarassal allitjuk el6 a kdvetkez6 modon
[77]. 8,81 g N,N-dimetil-karbamid 12,5 ml ecetsavanhidriddel készitett
oldatat 8,5 g cianecetsavval 3 o6ran at 60°C hdémérsékleten
reagaltatjuk. A reakcié befejezése utan a maradék ecetsavat rotacios
desztillald  készilékben eltavolitiuk, majd az 5°C-ra hitott
maradékhoz 70 ml 5%-0s NaOH-oldatot adagolva kicsapddik a sarga
szinl 1,3-dimetil-6-aminouracil. Az 5°C-os reakcioelegyhez adagoljuk
8,3 g NaNO, 50 ml vizzel készitett oldatat és 1 o6ra alatt,
cseppenként, 15 ml ecetsavat. Ezutan a reakcioelegyet 2 éran at
szobahdmérsékleten keverjik, majd szlrjik, vizzel, etanollal és
éterrel mossuk, igy 15,5 g, lila szinG 1,3-dimetil-5-nitrozo-6-
aminouracilt kapunk, amelyet tovabbi tisztitas nélkil hasznalhatunk a
kovetkezb lépésben.

A fentiek szerint eléallitott 8,1 g uracilszarmazékhoz 40 ml
tomény NH,OH-oldatot adagolunk, majd a reakcioelegyet 1 6éran
keresztul 70°C-on tartjuk. Ezt kdvetéen ugyanezen a hémérsékleten
hozzaadagoljuk 22 g Na,S,04 100 ml vizzel készitett oldatat, majd 20
percig 70°C-on keverjuk. H(tés és sz(irés utdan 8 g barna szind cim
szerinti terméket (op.: 202-204°C) kapunk (reakciéhozam: 78,3%).



- 58 -

Azonos moédon eljarva, N,N-dipropilkarbamidbdl kiindulva, 1,3-
dipropil-5,6-diaminouracilt allitunk el (reakcibhozam: 77,6%).

1,3-Dimetil-8-(3-klorsztiril)xantin -~ (CSX). A molekulat a
szakirodalomban ismert eljarassal allitjuk el6é [7, 90]. 1,5 mmol 1,3-
dimetil-5,6-diaminouracil 20 ml DMF-fel készitett oldatahoz
hozzdadagolunk 1 mmol 3-klérfahéjsavat, 1 mmol N,N-dimetil-
karbodiimidXHCI-dot, valamint katalitikus mennyiségli (0,04 @)
imidazolt és (0,06 g) N,N-dimetilpiridint. A reakcidelegyet 4 6ran at
szobahdémérsékleten keverjiuk, majd 50 ml telitett s6oldatra dntjuk. A
képz6dott szuszpenziot szlrjik, a 100 ml metanolban oldott
csapadékot 75 ml, 4 mol/l-es NaOH-oldattal keverjiuk 6ssze. A
reakcidelegyet 3 6ran at 60°C-on keverjuk. A leh(ités utan képz6dott
csapadékot szlrjuk, metanollal mossuk és szaritjuk, igy fehér szini
cim szerinti terméket (op. 348-349°C) kapunk (reakciéhozam:
54,8%). "H-NMR adatok: & = 3,2 (s, 3 H, N3-CHs), 3,45 (s, 3 H, N;-
CHj3), 7,05 (d, 1 H, J=16 MHz), 7,2-7,8 (m, 5 H) 13,70 (s, 1 H, Nz-H).

1,3-Dimetil-8-sztirilxantin (SX). A fenti eljaras szerint eljarva,
kiindulasi anyagként fahéjsavat hasznalva, fehér szind, cim szerinti
terméket (op. >360°C) kapunk (reakcidhozam: 46,9%). 'H-NMR
adatok: & = 3,22 (s, 3 H, N3-CHj3), 3,48 (s, 3 H, N+-CHj3), 7,05 (d, 1 H,
J=15 MHz), 7,3-7,5 (m, 3 H), 7,53-7,7 (m, 3 H), 13,62 (s, 1 H, N;-H).

1,3-Dimetil-8-(3-jodsztiril) xantin (1ISX). A fenti eljaras szerint
eljarva, kiindulasi anyagként 3-jédfahéjsavat hasznalva, fehér szind,
cim szerinti terméket (op. >360°C) kapunk (reakciéhozam: 34,4%).
'H-NMR adatok: & = 3,25 (s, 3 H, N3-CH3), 3,48 (s, 3 H, N4-CH3), 7,05
(d, 1 H, J=16 Hz), 7,2 (t, 1 H, J=6 HZz), 7,55 (d, 1 H, J=16 Hz), 7,60-
7,88 (m, 2 H), 8,00 (s, 1H) 13,64 (s, 1 H, N;-H).

1,3-Dimetil-8-(3-nitrosztiril)xantin (NSX). A fenti eljaras szerint
eljarva, kiindulasi anyagként 3-nitrofahéjsavat hasznalva, sarga
szinl, cim szerinti terméket (op. >360°C) kapunk (reakciéhozam:
49,1%). "H-NMR adatok: & = 3,26 (s, 3 H, N3-CH3), 3,50 (s, 3 H, N;-
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CHs), 7,21 (d, 1 H, J=15 Hz), 7,66-7,83 (m, 2 H) 8,02-8,26 (m, 2 H),
8,40 (s, 1 H), 13,75 (s, 1 H, N;-H).

1,3-Dimetil-8-(3,4-dimetoxisztiril)xantin (3,4-DMSX). A fenti
eljaras szerint eljarva, kiindulasi anyagként 3,4-dimetoxifahéjsavat
hasznalva, élénksarga szini, cim szerinti terméket (op. 314-316°C)
kapunk (reakciohozam: 49,4%). "H-NMR adatok: & = 3,22 (s, 3 H, Ns-
CHj3), 3,44 (s, 3 H, N4-CHj3), 3,78 (s, 3 H, OCH3), 3,80 (s, 3 H, OCHj5),
6,90 (d, 1 H, J=15 Hz), 6,98 (d, 1 H, J=8 Hz), 7,11 (d, 1 H, J=8 Hz),
7,21 (s, 1 H), 7,58 (d, 1 H, J=15 Hz), 13,42 (s, 1 H, N;-H).

1,3-Dimetil-8-(3,5-dimetoxisztiril)xantin (3,5-DMSX). A fenti
eljaras szerint eljarva, kiindulasi anyagként 3,5-dimetoxifahéjsavat
hasznalva, halvanysarga szind, cim szerinti terméket (op. 338-340°C)
kapunk (reakciéhozam: 46,8%). '"H-NMR adatok: & = 3,28 (s, 3 H, Ns-
CHs), 3,48 (s, 3 H, N4-CH3), 3,81 (s, 3 H, OCH3), 3,89 (s, 3 H, OCH3),
6,56-6,70 (m, 2 H), 7,94 (d, 1 H, J=16 Hz), 7,54 (d, 1 H, J=8 Hz), 7,80
(d, 1 H, J=16 Hz), 13,44 (s, 1 H, Nz-H).

1,3-Dimetil-8-(3,4, 5-trimetoxisztiril) xantin (3,4,5-TMSX). A fenti
eljaras szerint eljarva, kiindulasi anyagként 3,4,5-trimetoxifahéjsavat
hasznalva, sarga szin(, cim szerinti terméket (op. 348-351°C) kapunk
(reakcidhozam: 34,9%). 'H-NMR adatok: & = 3,26 (s, 3 H, N3-CHj),
3,48 (s, 3 H, N4-CH3), 3,68 (s, 3 H, OCHj3), 3,82 (s, 6 H, OCH3), 6,90
(s, 2H), 7,04 (d, 1 H, J=15Hz), 7,62 (d, 1 H, J=15 Hz), 13,53 (s, 1 H,
N7-H).

1,3-Dipropil-8-(3-nitrosztiril)xantin (NDPrSX). A fenti eljaras
szerint eljarva, kiindulasi anyagként 1,3-dipropil-5,6-diaminouracilt és
3-nitrofahéjsavat hasznalva, barna szin(i, cim szerinti terméket (op.
256-258°C) kapunk (reakcidhozam: 48,4%). 'H-NMR adatok: & =
0,76-1,02 (m, 6 H), 1,44-1,86 (m, 4 H), 3,70 (t, 2 H, J=5 Hz), 4,00 (t, 2
H, J=5 Hz), 6,68 (d, 1 H, J=7 Hz), 6,78-7,00 (m, 3 H), 7,06-7,22 (m, 1
H), 7,52 (d, 1 H, J=16 Hz), 13,60 (s, 1 H).
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8-(3,4-Dimetoxisztiril)-1,3-dipropilxantin  (3,4-DMDPrSX). Az
el6z6 eljaras szerint eljarva, kiindulasi anyagként  3,4-
dimetoxifahéjsavat hasznalva, halvanybarna szinli, cim szerinti
terméket (op. 274-275°C) kapunk (reakciéhozam: 43,4%). 'H-NMR
adatok: 6 = 0,70-0,96 (m, 6 H), 1,44-1,84 (m, 4 H), 3,70 (s, 3 H,
OCHj3), 3,72 (s, 3 H, OCHa), 3,78-3,90 (m, 2 H), 3,98 (t, 2 H, J=7 Hz),
6,94-7,28 (m, 3 H), 7,28 (s, 1 H), 7,60 (d, 1 H, J=16 Hz), 13,46 (s, 1
H).

8-(3,5-Dimetoxisztiril)-1,3-dipropillxantin  (3,5-DMDPrSX). Az
el6z6 eljaras szerint eljarva, kiindulasi anyagként 3,5-dimetoxi-
fahéjsavat hasznalva, halvanysarga szin(, cim szerinti terméket (op.
246-248°C) kapunk (reakcidhozam: 37,2%). 'H-NMR adatok: & =
0,80-1,00 (m, 6 H), 1,48-1,80 (m, 4 H), 3,81 (s, 3 H, OCH3), 3,88 (s, 3
H, OCH;), 3,74-3,90 (m, 2 H), 3,98 (t, 2 H, J=7 Hz), 6,52-6,68 (m, 2
H), 6,94 (d 1 H, J=16 Hz), 7,58 (d 1 H, J=7Hz), 7,78 (d, 1 H, J=16
Hz), 13,46 (s, 1H).

7-Metil-xantinszarmazékok

8-(3-Klorsztiril)-1,3, 7-trimetilxantin [3-klor-sztirilkoffein (CSC)].
0,5 g CSX 40 ml dimetilformamiddal készitett oldatahoz 1 g K,CO5—t
és 1 ml metiljodidot adagolunk. A szuszpenziét 40 percig, 60°C-on
refluxaljuk. Lehités utan 5 ml ammaoniat és 10 ml vizet adunk hozza,
igy a cim szerinti, fehér szinl vegylletet (op. 206-208°C) kapjuk
(reakciéhozam: 95,8%). "H-NMR adatok: & =3,18 (s, 3 H, N3-CHs),
3,42 (s, 3 H, N4-CH3), 4,00 (s, 3 H, N,-CH3), 7,25-7,77 (m, 5 H) ), 7,9
(s, 1 H).

Azonos moddon eljarva a megfelel§ sztirilxantin-szarmazék
metilezésével allitjuk el6 a tdbbi 7-metil-sztirilxantin-szarmazékot. A
4.2. tablazatban az elballitott vegylletek fizikai azonositdo adatait
mutatjuk be.
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4 .2. tablazat 7-Metil-sztirilxantin-szarmazékok

Vegyilet | Op. 'H-NMR adatok
]
C
SC 218- | 3,18 (s, 3 H, N3-CHj3), 3,52 (s, 3 H, N4-CHj3), 4,00 (s, 3 H, N7-
000 | CHs) 7,28 (d, 1H, J=15 MHz), 7,3-7,47 (m, 3 H) ), 7,62 (d, 1 H),
7,75 (d, 2 H)
ISC 296- | 3,22 (s, 3 H, N3-CHy), 3,48 (s, 3 H, N;-CHa), 4,04 (s, 3 H, No-

o7 | CHa). 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, N;-H)

NSC 305- | 3.24 (s, 3 H, Ng-CHs), 3,48 (s, 3 H, Ni-CHs), 4,08 (s, 3 H, N-
306 | CHo) 7.58-7.90 (m, 3 H), 8,12-8,30 (m, 2 H), 8,70 (s, 1 H)

3,4-DMSC | 234- | 3.20 (s, 3 H, Ns-CHs), 3,44 (s, 3 H, Ni-CH), 3,80 (s, 3 H, OCHy),
236 | 381(s.3H, OCH:), 4,02 (s, 3 H, N-CHy), 6,99 (d, 1 H, J=8 Hz),
7,20 (d, 1 H, J=8 Hz), 7,28 (d, 1 H, J=8 Hz), 7,40 (s, 1 H), 7,61
(d, 1 H, J=15 Hz)

3,5-DMSC | 238- | 3.22(s, 3 H, Ns-CHs), 3,48 (s, 3 H, Ni-CHy), 3,82 (s, 3 H, OCH),
3,90 (s, 3 H, OCHs), 4,00 (s, 3 H, N;-CHy), 6,54-6,68 (m, 2 H),

240
7,14 (d, 1 H, J=16 Hz), 7,80 (d, 1 H, J=8 Hz), 7,89 (d, 1 H, J=16
Hz)
3,4,5- 245- | 3,21 (s, 3 H, N3-CHj), 3,45 (s, 3 H, N+-CHj), 3,68 (s, 3 H, OCH),
TMSC 247 3,75 (s, 3 H, OCHj3), 4,02 (s, 3 H, N,-CHj3), 7,01 (s, 2 H), 7,28 (d,

1 H, J=15 Hz), 7,62 (d, 1 H, J=15 Hz)

NDPrSC 212- | 0,76-1,02 (m, 6 H), 1,58 (q, 2 H, J=7 Hz), 1,62 (q, 2 H, J=7 Hz),
014 | 382(t 2H,J=5Hz), 4,00 (t 2 H, J=5 Hz), 4,09 (s, 3 H, N;-CHy)
7,54-7,76 (m, 3 H), 8,16-8,30 (m, 2 H), 8,70 (s, 1 H)

3.4- 160- | 0,80-1,04 (m, 6 H), 1,46-1,76 (m, 4 H), 3,80 (s, 3 H, OCH;), 3,84
DMDPrSC | 161 | (83 H. OCHs), 3,78-3,90 (m, 2 H), 3,82-4,11 (m, 2 H), 4,04 (s, 3
H, N;-CHs), 7,00 (d, 1 H, J=8 Hz), 7,16-7,46 (m, 2 H), 7,42 (s, 1
H), 7,52 (m, 1 H, J=16 Hz)

3.5- 161- | 0,80-0,98 (m, 6 H), 1,48-1,84 (m, 4 H), 3,80 (s, 3 H, OCH;), 3,86
DMDPrSC | 162 | (8 3H. OCHs), 3,76-3,86 (m, 2 H), 3,94-4,09 (m, 2 H), 4,00 (s, 3
H, N;-CHs), 6,54-6,64 (m, 2 H), 7,14 (d 1 H, J=16 Hz), 7,72-7,94
(m, 2 H)

3-Jodfahéjsav. A molekulat az irodalomban ismert [79]
eljarassal allitottuk el6. Ennek megfeleléen 3,86 g (0,02 mol) m-
nitrofahéjsavhoz ugy adagoljuk 13,8 g (0,073 mol) 6n-klorid 21 mi
sésavval készitett oldatat, hogy a reakciéelegy hémérséklete 60°C
alatt maradjon. A redukalas befejezése utan (TLC-vizsgalat) a
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reakcidelegyet lehitjuk, majd  natrium-nitrit-oldat  fokozatos
adagolasaval — a reakcidelegy hémérséklete 0°C alatt marad —
diazotaljuk. Ezutan a reakcidelegyhez vizes kalium-jodid oldatot
adagolunk, majd a reakcidelegyet mindaddig 6vatosan, gézflirdén
melegitjik ameddig a nitrogéngaz-képz&dés befejezddik. A reakcio
soran képz6édott jédot kénsavoldattal redukaljuk, majd a nyers
jodfahéjsavat gbzdesztillacioval valasztjuk el. A termék a gyijtd
edénybe kicsapodik, amit meleg, hig lugos (NaOH) oldattal ujra
feloldunk, ezutan hitéssel hagyjuk kikristalyosodni. A terméket
etanolban atkristalyositjuk, igy 3,24 g 3-jédfahéjsavat (op.: 181-
182°C) kapunk (reakciéhozam: 59,1%). "H-NMR adatok: & = 6,6 (d, 1
H, J=16 Hz), 7,20 (t, 1 H, J=6 Hz), 7,5 (d, 1 H, J=16 Hz), 7,7 (s, 1 H),
7,78 (s, 1 H), 8,12 (s, 1H) 12,5 (s, 1 H, OH).

7-Metil-sztirilxantin-szarmazékok DMSO-oldhatésag
vizsgalata. Az oldhatésagi vizsgalatokhoz a vegyuletbdl telitett
DMSO-oldatokat készitettlink, oly mddon, hogy 2 mg vegytlethez 20
pl-nyi DMSO-adagokat adagoltunk mindaddig, ameddig attetsz6
oldatot kaptunk. Az elegyet egymast kdvetben razégéppel 60
masodpercig, ultrahanggal 60 masodpercig, razogéppel 180
masodpercig, ultrahanggal 60 masodpercig és vegll razégéppel 5
percig kevertuk.

Radiokémiai szintézisek

[''C]Széndioxid: a Debreceni Atommagkutatd Intézet MGC
20E ciklotronjgban [36], a ™N(p,a)''C ("'C+0O,- "'CO,)
magreakciéval, 14,5 MeV energiaju protonnyalabbal és 1,3x10° Pa
nyomasu targetgazbdl Aallitjuk el6 (hozam 1,6-2,2 GBg/mA).
Targetgazként ,CO-mentes” nitrogéngazt (gyartdé cég: Linde AG,
Dusseldorf, Németorszag) hasznalunk.

[''C]Metiljodid. A kapott [''C]CO,-ot ismert moédszerrel [88],
LiAlHs-gyel, [""C]JCH;OH-l& redukaljuk, amit Hi-dal reagaltatva
[""CICHsl képzédik. Az igy eldallitott [''C]metiljodidot metilezési
reakcioban hasznaljuk tovabb.
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A radiokémiai szintézist teljesen automatizalt rendszerben
végezziik. Az Atommagkutaté Intézetben miikédé automatizalt [''C)-
metilezd panel folyamatabraja a 4.1. abran lathato [87].

hutlasty

tple € : pneumalikus heager
H i 10t8egység
P i tlermék
R 1 reakclbediny
T : homérs
vVt szelep
FM : dramldsmers
GM : GM~s2amiats
KV : krloszelep
MM : manométer
NY : tOszelep
— L IR Tr : csapda
e - ; s kitagyaszté
R t gdzreduklor
u:‘v.lhu 0 : kemence

4.1. abra [''C]-metilezé panel folyamatabraja

Az automatizalt rendszer két féegységbdl all:
- az automatizalt céltargy (target) és gazkezeld rendszer; és
- az automatizalt kémiai szintézisrendszer.

Az automatizalt céltargy és gazkezeld rendszer:

A targeffeltdltés a kémiai laboratériumbdl  térténik
tavvezérléssel. A nyomasméré mutatja a gazaramlas elindulasat,
illetve a feltoltés mértékét. A targetgaz-palack reduktoraval torténik a
nyomas beallitasa, magneses szelepek biztositjak (a target ki- és
bemenetén), hogy a felmelegedés miatt kitagult aktiv gaz ne
aramoljon ki besugarzas kdézben az 6sszekodtd csébrendszer felé. A
target besugarzédsa a ciklotron egyik automatikus mukddtetési



-64 -

nyalabvégén torténik, ahol a target hélium- és vizhltése biztositva
van [51]. A besugarzas végén a szelepek nyitasaval torténik a
radioaktivitas elvezetése a kémiai szintézis panelhez (35 m).

Az automatizalt kémiai szintézisrendszer:

A targetbdl a ['"C]CO,-gaz a kifagyasztdba aramlik 1000
ml/perc sebességgel (az aramlasi sebesség allandd, mivel a N,-
vivégaz allandéan poétlédik a Nj-gazpalackbdl). A [''C]CO,-gaz -
160°C-on kifagy a vékony rozsdamentes acélkapillarisokon (20 db.,
10 cm hosszu, 0,9 mm bels6 atméréji). Az aktivitas teljes
kifagyasztasa (3 perc) utan a kifagyasztot felmelegitjik (40°C) és a
['C]CO,-gazt az  R1-reakcidedénybe, elére  beadagolt
tetrahidrofuranos LiAlH4-oldatban nyeletjuk el [86]. A radioaktiv
gazokat hélium vivégazzal aramoltatjuk.

Az elnyeletés hatasfokanak novelésére az R1-reakciéedényt -
10°C-ra hitjuk. Elnyeletés utan az R1-reakciéedényt felmelegitjuk,
igy a felesleges oldoszert elparologtatjuk. A foszforsav injektalasa
utan a desztilldlas biztositdsara az R1 hdémérsékletét 160°C-ra
emeljik. A keletkezett [''C]JCH;OH-t 160°C-os HIl/aluminium-oxid
oszlopon [''C]CHsl-d4 alakitjuk, majd atdesztillaljuk a leh(itétt (-20 °C)
prekurzor-oldattal  toltétt R2-reakcéedénybe. A lugos oldat
beinjektalasa utan az R2-reakcéedényt a megfeleld
reakciohémérsékletre melegitjik. A készterméket pneumatika
segitségével atvezetjik a tisztitd preparativ HPLC-rendszerbe.

A szintézis hossza a besugarzas befejezésétdl korilbelll 40
perc. Az el6irt hédmérsékleteket hémérsékletszabalyozok (OMRON
ESA) biztositjak. A kifagyasztoban, a reakciéedényekben valamint a
termékgyjté edényben az aktivitas valtozasat GM-csévek mérik, ami
a szamitégép monitoran folyamatosan megjelenik. Az adott
oldoszerek és reakcibkomponensek beadagolasa vezérelt
pneumatikaval torténik.

Gazfazisu [''C]CO, szintézis
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A Debreceni PET Centrumban jelenleg a C11-metiljodid
eléallitdsara a fentiekben ismertetett médszer mellett egy masik
modszert is kifejlesztettink, melynek a kezdeti feladataiban én is
részt vettem.

Intézetlink beszerzett egy GE gyartmanyu (General Electric,
USA) [""C]metiliodid eléallitd berendezést, amely a hagyomanyos
eljaras helyett gazfazisban allitia el6 a metiljodidot, [''C]metan és jod
g6zok kodzott magas hémérsékleten lejatszodo reakcidban. Ezzel az
eljarassal egy el6készités mellett tdbb adag nagy specifikus aktivitasu
(1-50 Ci/umol) ["'C]metiliodid allithaté el6. Az elérhetd specifikus
aktivitast a targetgaz széndioxid tartalma szabja meg. A nagy
specifikus aktivitast [''C]metiljodiddal a metilezési reakciok nagyobb
hozammal jatszdodnak le, és - ami receptor ligandumoknal nagyon
fontos - nagy specifikus aktivitasu radiofarmakonokat lehet eléallitani
[68, 69].

(E)-8-(3-Kl6rsztiril)-1,3,7-[7-"" CJtrimetilxantin ([''CJCSC). 1 mg
CSX 0,4 ml dimetilformamiddal készitett oldatahoz hozzaadagolunk
10 mg kalium-karbonatot. A kapott elegyet az automatizalt metilezé
panelre helyezziik. A [''C]metiljodid szintézise elétt a reakcidelegyet
—20°C hémérsékletre hitjiik, majd a kész [''C]metiljodidot a hideg
reakcioelegybe buborékoltatjuk. Miutan a radioaktivitas-detektor a
maximalis értéket mutatja, a reakcidedényt lezarjuk és a
reakcidelegyet 60°C hdémérsékletre melegitjiik, majd a kivant
hédmérséklet elérése utdan a reakcidelegyet 10 percen at hagyjuk
reagalni. A kevertetést a [''C]metiljodid reflux biztositja. A reakci6
befejezése utan a reakcidelegyet szobahémeérsékletre hitjik, 25 pl, 4
mol/l-es sésavoldattal semlegesitjik, majd a végterméket preparativ
HPLC-modszerrel elvalasztjuk. Futtatészerként acetonitril : viz 70:30
térfogataranyl oldoszerelegyet hasznalunk. A futtatdészer aramiasi
sebessége 4 ml/min. Az oszloprél az (E)-8-(3-klorsztiril)-1,3-dimetil-
xantin az 5,5-6,5 perc kdzotti frakcioban, mig a [''C]CSC 8,5-9,5 perc
kozotti frakcidban tavozik.
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A ["CICSC-t tartalmazo frakciét rotacios —desztillalo
készUllékben szarazra paroljuk. A terméket 200 ul dimetilszulfoxiddal
felvesszuk, majd 1 ml-re izoténias oldattal (amely 10 % DMSO-t és
10 % etanolt tartalmazé izotdnias soéoldat) kiegészitjuk. A kapott
oldatot 0,22 pum szlrén keresztul szdrjik, majd analitikai HPLC-
vizsgalatra mintat veszink. Az analitikai HPLC-modszerben
futtatoszerként acetonitril:viz 7:3 aranyu olddszerelegyet hasznalunk,
melynek aramlasi sebessége 1 ml/min.

1,3-Dialkil-7-["' CJmetil-sztirilxantin-szarmazékok. 1 mg
prekurzort oldunk 0,4 - 1 ml dimetilformamidban. Az E-Z izomerizacio
elkerilésére a miveleteket fénymentes korilmények kozott végezzik
el. Az oldathoz 10 mg kaliumkarbonatot mérink, majd az igy kapott
elegyet a ['"Clmetiljodid szintézis el6tt az automatizalt radiokémiai
panelba helyezzik. A hémérséklet-szabalyzdk segitségével a fenti
reakcidelegyet —20°C-ra hitjik, majd a kész ["C]metiljodidot
belebuborékoltatjuk. Ezutdn a lezart reakcidedényt 70°C-ra
melegitjik. Miutan a reakcidelegy elérte a kivant hémérsékletet, a
reakcidelegyet 10 percen at hagyjuk reagalni. A kevertetést a
["'C]metiljodid reflux biztositja A szintézis végén a reakcidelegyet 25
ul, 4 mol/l-es sdsavoldattal semlegesitjik, majd a terméket a fenti
analitikai HPLC-rendszerrel azonositjuk. A radioaktiv vegyllet Rt-
értékét az el6z6ekben meghatarozott inaktiv anyagok Rt-értékeinek
segitségével azonositjuk.

["®F]Fluoridion. A ['®F]-izotépot '®O(p,n)'®F nuklearis reakcid
utjan, 14,5 MeV energiaju, 10 pA intenzitasu protonnyalabbal,
['8F]fluoridion formajaban allitjuk elé. Az optimalis besugarzasi idé 60
perc. A ciklotronban targetanyagként ['®OJ-izotépra 98%-ig dusitott
vizet (gyarté cég: Campro Scientific, Hollandia) alkalmazunk. A sajat
fejlesztésli kénuszos targetkamrat KO36 rozsdamentes acélbdl
alakitottuk ki. A vakuum és a hité hélium koézo6tt 11 um-es Duratherm,
a targetanyag és a hité hélium kozott 18 um-es titan foliat
alkalmazunk. A targetkamra teljes térfogata 2,2 ml [70].
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A vizes koOzegben keletkez6 fluoridion vizmentesitését a
maédositott Hamacher-féle modszer [28] szerint hajtjuk végre [96]. A
targetanyagot DOWEX 1X8 (gyarté cég: Biorad, USA) anioncserél6
gyantan keresztll aramoltatjuk, igy a gyantan megkétédd
['®F]fluoridiont elvalasztijuk a ['®OJviztsl, amelyet desztillalas utan
Ujrahasznositunk. A teljes aktivitds megkétése utan a [*®F]fluoridiont
K,COs-oldattal lemossuk a gyantardl, és az oldatot a Kryptofix2.2.2.
acetonitrillel készitett oldatat tartalmazé reakciéedénybe vezetjik. Az
igy képzédott [(Kryptofix2.2.2.)K]*-['®FIF° komplexet azeotrdp
desztillacioval (80°C) szarazra paroljuk. Az azeotrop desztillaciot,
haromszor 3 ml acetonitril adagolasa utan haromszor megismételjik.
Az igy komplexben 1évé ['®F]fluoridion készen a&ll a nukleofil
szubsztituciora. Az anyagokat hélium vivégazzal aramoltatjuk.

['®FJFDG eldallitasara prekurzorként 1,3,4,6-O-tetraacetil-2-
trifluormetanszulfonsav-mannézt (TATM) hasznalunk. A TATM
vizmentes acetonitrillel készitett oldatat bevezetjik a reakciéedénybe.
A reakcidéedényt lezarjuk és a reakcioelegyet 80°C hémérsékleten, 10
percig refluxaljuk. A reakcio befejezése utan a 2-['®F]fluor-1,3,4,6-O-
tetraacetil-2-dezoxi-B-glukdzt tartalmazé reakcioelegyet C-18 toltési
SepPak (gyarté cég: Millipore, USA) tisztitboszlopokra visszik, ahol a
terméket desztillalt vizzel térténdé mosassal elvalasztjuk a maradék
kiindulasi anyagoktél (igy a mérgezd Kryptofix2.2.2.-t6l is). Az
acetilezett  '"®F-jelzett  glilkéz-szarmazékot  tetrahidrofurannal
visszamossuk a reakciéedénybe, a THF-et elparologtatjuk, majd 2
mol/l-es sdsav adagolasaval az acetil-védécsoportokat 120°C-on
torténé refluxalassal lehasituk. Ezutan a képzédott [**FIFDG-
terméket tartalmazé reakcidelegyet AG11-A8 (gyartdé cég: Biorad,
USA) ioncserél6 gyantan semlegesitjuk, majd egy C-18-as és egy
Al,O; toltésli SepPak (gyarté cég: Millipore, USA) oszloprendszeren
tisztitjuk. A neutralizald oszloprél lefolyd, 7-es pH-ju oldatbdl az
apolaros melléktermékek (részlegesen hidrolizalt termékek) a C-18-
as tolteten, mig a szabad ['®F] ionok az Al,O; tolteten kétddnek meg.
Amikor a SepPak oszloprendszer melletti detektor elérte a megfeleld
értéket a harom utas szelep atvalt és a terméket a 0,22 pm-es szirén
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(gyarté cég: Millipore, USA) keresztlul atengedi az elbkészitett,
izotonicitas biztositasara megfelelé mennyiségli NaCl-dot tartalmazo
steril ampullaba. A termék tisztasagat radio-HPLC-, valamint radio-
TLC-modszerekkel ellenérizzik.

Bioldgiai vizsgalatok

A sejttenyésztés sordn és a kisérletekben alkalmazott
vegyszerek toébbségét a Sigma-Aldrich (Gillingham, Nagy-Brittania)
cégtél szereztiik be. Az adenozinreceptor-ligandumokat (ZM 241385,
CGS 21680, CPA, DPCPX) a TOCRIS (USA) cégtdl rendeltik. A
receptorligandumokbdl etanolban vagy dimetilszulfoxidban
készitettlink torzsoldatokat. A kezelések soran az oldészerként adott
etanol vagy dimetilszulfoxid koncentracidja 1% alatt maradt, és
minden esetben ellendriztik, hogy az olddészer nem befolyasolja-e a
vizsgalt paramétert. A vegyszerek analitikai és spektroszkopiai
tisztasaguak voltak. A fiziolégias soéoldat (PBS) Osszetétele: 140
mmol/l NaCl, 5 mmol/l KCI, 8 mmol/l Na,HPO,, 3 mmol/l NaH,POy;
pH=7,3.

Kontraktilitasi _paraméterek meghatarozasa _elektromosan
ingerelt szivizom-preparatumokon

A szivizom kontraktilitds vizsgalatot 310-470 g testtémeg(
him, illetve n&stény tengerimalacokbdl nyert, bal pitvari
preparatumokon végeztik el. Az allatokat tarkdcsapassal tettik
eszméletlenné, majd a mellkas feltarasa utan a sziveket gyorsan
eltavolitottuk és szobah&meérsékletli Krebs-oldatba helyeztik. A
preparalokadban oxigénezett Krebs-oldatban a bal pitvarokat
levalasztottuk a kornyez6 szovetekrdl, végeikre kapillaritismentes
vékony fonalat rogzitettiink, majd a preparatumokat
nagyérzékenységli  termosztaladsi  kontroll mellett (THSZ-01,
Experimetria, Budapest) 20 ml {rtartalma, vertikalis kiképzési
szervfirdd rendszerben (TSZ-01, Experimetria, Budapest)
fuggesztettik fel. Szervflirdéként 37°C-os normal Krebs-oldatot
alkalmaztunk, amelynek 6sszetétele a kdvetkez6 volt (mmol/l): NaCl
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(118), KCI (4,7), CaCl; (2,5), NaH,PO4 (1,0), MgCl; (1,3), NaHCO3
(24,9) és glukoz (11,5). A tapoldatot 95% O, és 5% CO, elegyével
oxigéneztuk az ekvilibraciés periédus folyaman, ezaltal az oldat pH-ja
7,4-re allt be. A preparatumok egyik végét rozsdamentes
acélhoroghoz, a masik végét izometrias mechanoelektromos atalakito
(SG-01 D, Experimetria, Budapest) érzékeldjéhez rogzitettik. A
nyugalmi tenziét mikromanipulator segitségével ugy allitottuk be,
hogy maximalis kontrakciét kapjunk. Az ingerlést pontszeriien
kiképzett platina elektrédokon keresztll programozhaté
elektrostimulatorral (ST-02, Experimetria, Budapest) végeztiuk. Az
ingerlési alapfrekvencia 3 Hz wvolt. Az ingerlést 1 ms
impulzusszélesség mellett kétszeres kiuszodbfesziiltséggel végeztik.
A kontrakciokkal aranyos elektromos jeleket kétsugaras oszcilloszkép
(EMG-1555, Type TR-465, Budapest; EMG-1533, Type TR-4657,
EMG, Budapest, EO 213, RFT, Dresden) bemeneteire vittik ra, illetve
azokat 6 csatornas poligrafon (BR-61, Medicor, Budapest)
rogzitettik.

A preparatumokat 40-60 percen keresztll inkubaltuk normal
Krebs-oldatban, mialatt a kontraktilitasi paraméterek stabilizalédtak. A
vegylleteket ebben az egyensulyi allapotban alkalmaztuk. A dézis-
hatas gorbék felvételét Van Rossum kumulativ mddszere szerint
végeztuk.

A myocardialis As-adenozinreceptor-antagonista  hatas
vizsgalatara mindenekel&tt specifikus As-adenozinreceptor-
agonistaval, a CPA-val, kumulativ dézishatasgorbét vettiink fel, majd
a vegyulet kimosasa utan a doézishatasgoérbe felvételét megismételtik
a feltételezett antagonista vegyiletek (CSC, ISC, stb.) jelenlétében.
Az  antagonista  vegyuletekkel 45 percig inkubaltuk a
pitvarkészitményeket.

Az antagonista hatasra jellemzé pA2-értékeket Arunlakshana
és Schild [2] modszerével hataroztuk meg.

1zolalt tengerimalac pulmonalis artéria preparatumok
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A tengerimalacok mellkasat tarkocsapas, és az egyik oldali
artéria carotis atvagasa utan megnyitottuk, majd a szivet az
aortaivvel és a tudégyokkel egyltt gondosan kimetszettuk és
oxigénezett, szobahdmérsékleti  Krebs-oldatba helyeztik. A
tudbartéria f6 torzsének levalasztasat szobahé&mérsékletli Krebs-
oldatban, speciadlisan kiképzett, oxigénez6 preparaldkadban
végeztik. Az endothelréteg sérilésének elkerllése érdekében a
tengerimalacok esetén a preparalast a leheté legnagyobb
gondossaggal végeztik. Az pulmonalis artériabdl kb. 2 mm széles
gylrlpreparatumot készitettlink, amelyet kettévagtunk, két végére
kapillaritasmentes fonalat rogzitettiink és 20 ml Grtartalmu, kettésfald,
vertikdlis  elrendezés, 37°C-on  termosztalt  szervkadban
fluggesztettik fel. A szervfirdéként hasznalt, hagyomanyos
Osszetételli Krebs-oldatot 0,1 mmol/l aszkorbinsavval és 30 pmol/l
Na,-EDTA-val egészitettik ki. A tapoldatot 95% O, és 5% CO,
gazkeverékkel oxigéneztik, ezaltal az oldat atlagosan 7,4 pH értéket
vett fel. A preparatum egyik végét rozsdamentes acélhoroghoz, a
masik végét izometrids mechanoelektromos atalakité (SG-O1D,
Experimetria, Budapest) érzékel6jéhez rogzitettiik. A nyugalmi tenziét
mikromanipulator segitségével Aallitottuk be (10 mN el6feszités). A
mechanikai  valtozasok elektromos megfelelbit egycsatornas
kompenzografon regisztraltuk (OH-850, Radelkis, Budapest).

(a maximalis noradrenalin-hatas 40-70%-at létrehozé koncentracid)
aktiv téonust valtottunk ki, és a tenzid stabilizalédasa utan alkalmaztuk
a megfelel6 adenozin-szarmazékokat. Az Ajg-adenozinreceptor-hatas
vizsgalatara a preparatumokat 0,3 umol/l DPCPX-szel kezeltik eld,
ami utdan a NECA (nem-szelektiv As/Ax-adenozinreceptor-agonista)
Asg-receptor-medialt gyors relaxaciét hozott Iétre. A NECA-val a
tengerimalac ereken ugynevezett non-kumulativ dézishatasgorbéket
vettink fel, azaz a purinhatas lezajlasa utan a preparatumokat
tébbszor atmostuk, majd a "steady state" allapot beallasa utan adtuk
be a kdvetkezd adagot.
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A non-kumulativ  dbézishatasgérbe felvétele utan a
preparatumokat a 7-metil-sztirilxantinvegyuletek megfeleld
koncentracioja mellett inkubaltuk, majd ismételten non-kumulativ
NECA-koncentracio-hatasgorbéket vettlink fel. A meghatarozott anti-
CSC, anti-ISC, stb. pA2-értekek a pitvari myocardiumon leirtakkal
voltak megegyezbek.

Patkany pulmonalis artéria

A kisérletek menete az el6bbiekkel volt megegyez6, azzal a
kilonbséggel, hogy itt lehetéségunk volt a kumulativ dézishatasgorbe
felvételére. A  dobzishatasgdrbe felvételéhez  szelektiv  Aga-
adenozinreceptor-agonista CGS 21680-at hasznaltunk, majd a hatas
kimosasa utan a 7-metil-sztirilxantinszarmazékok valamelyikével
megfeleld koncentracié mellett 45 perces inkubaciot végeztink, és a
dozishatasgorbét ennek jelenlétében ismételten felvettik.

Statisztikai értékelés

A dozishatasgorbéket non-lineéris regresszios analizis
segitségével elemeztik az alabbi képlet alapjan:

E=Emax [A]s/[ECSO]s + [A]s1 ahol

az En.x a maximalis hatast, az ECsy (tizes alapu negativ
logaritmusa: pD;) az [A] félmaximalis, effektiv koncentracidjat, az s
pedig a gorbe meredekségét jelenti ("midpoint slope parameter").

A szamszerl eredmények kozlésekor mindig a szamtani
atlagot és a kdzépérték standard hibajat vagy az atlagot és a 95%-os
konfidencia limitet adtuk meg. Az észlelt valtozasok statisztikai
szignifikanciajat Student-féle kétmintas, illetve onkontrollos kisérletek
esetén a paros t-prébaval vizsgaltuk. Az antagonista-hatas er6sségét
meghatarozé pA2-értékeket a kulonbozé antagonista-koncentraciok
jelenlétében és anélkil felvett ddzishatasgorbék ECS50-értékeinek
felnasznalasaval Arunlakshana és Schild [2] klasszikus mddszerével
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hataroztuk meg. A pA2-érték annak az antagonista-koncentracionak a
negativ logaritmusa, amelynek jelenlétében ugyanolyan mértéki
funkcionalis valasz eléréséhez kétszer nagyobb agonista-koncentracio
szikséges.

Autoradiografias (ARG) vizsqgalat

Az allatkisérleteket a DE OEC Allatkiméleti Tudomanyetikai
Bizottsaga altal engedélyezett protokoll szerint végeztik. Az in situ
vizsgalatokhoz az egereket (Swiss) i.v. injektaltuk 200-400 uCi
fiziolégias soban oldott, jelzett farmakonnal egyedil (0,5-5 nmol),
illetve jelzetlen ligandummal egyttt (1 umol). 30 perces expozicios
id6 utan az Allatokat ledltlk, a szivet és az agyat
fagyasztomikrotommal megmetszettik (200 mikronos szeletek), és a
szeletek radioaktivitas-eloszlasanak térképét Phosphor Imager
scannerrel (Molecular Dynamics) értékeltik ki. A metszett szeletekrél
elkészitetttk a transzparencia scanner képeket is, igy a
transzmisszids és emisszids képek egymasravetitése az anatomiai
lokalizalast nagymértékben elésegitette [64, 65].

Az in vitro ARG-vizsgalatokhoz egér agyszeletet hasznaltunk
és a metszeteket a felhasznalasig —20°C-on taroltuk. A specifikus
kotédést kompeticiés  kisérletekben  bizonyitottuk. A kontroll
jeléléseknél a metszett agyszeleteket fizioldgias oldatban (pH = 7,2)
inkubaltuk 20 pCi/ml "'C-el jelzett CSC-el. A parhuzamosan végzett,
leszoritasos kisérletekben az inkubalé oldat a jelzett CSC mellett 10
pumol/l inaktiv CSC-t is tartalmazott. Az inkubalasi id6 mindkét
esetben 20 perc volt. Ezt kdvetéen a targylemezeket hideg fiziologias
oldattal haromszor mostuk. A metszeteket phosporimager lemezekre
helyeztiik és a ""C-aktivitas-eloszlast 1 6ras inkubalas utan értékeltiik
a Phospor Imager scannerrel.

[''C]CSC specifikus kitédése DDT1 MF2 sejtvonalon:

A DDT1 MF2 simaizom transzformalt sejtvonalat CO,-
termosztatban 37°C-on tenyésztettik 5% CO, és 95% O,
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atmoszféraban, Dulbecco tenyésztSoldatban, amelyet 2 mmol/l L-
glutamin és 10 % borjuszérummal komplettaltunk.

A letapadt sejteket sejtkaparoval felszedtik, és PBS-ben
mostuk. A sejteket 1 millié/ml koncentraciéban 10 percig
el6inkubaltuk a receptorligandumokkal szobahémeérsékleten, majd 20
uCi/ml koncentraciéban mindegyik mintdhoz hozzaadtuk a [''C]CSC-
et és tovabbi 20 percig inkubaltuk. Ezt koévetben a sejteket
sejtszeparalon (SKATRON Cell Harvaster, 11019) elvalasztottuk, és
a ['"C]JCSC akkumulaciojat hitelesitett gammaszamlaléval mértiik
(Canberra-Packard). A radioaktivitas-koncentraciot cps
(count/second) egységekben adtuk meg 1 millié sejtre vonatkoztatva.

A jelzett ligandum szervezeten beliili _megoszlasanak
vizsqalata

A CSC szervezeten bellli megoszlasat Swiss-egereken
vizsgaltuk. Az elaltatott allatokba 120-200 pCi/ 1,2-8 nmol (4,44-7 .4
MBq) mennyiségl jelzett [''C]CSC-radioligandumot injektaltunk
intravénasan. Ezt kovetéen az allatokat 10, 20, 40 és 60 perc
inkubaciés id6 eltelte utan ledltik, és a szerveket, szdveteket
Kipreparaltuk. A mintak tomegét és radioaktivitasat megmertik. A vért
eppendorf centrifugaban 2 percig, 3000g sebességgel centrifugaltuk.
A szoveti felvétel mértékét az ugynevezett DAR értékkel jellemeztiik.

DAR=Hiba!

Dinamikus PET-vizsgalat

A nyulakat elaltattuk urethane (0,5 g/testtdmeg kg) és alfa-
chloralose (50 mg/testtdémeg kg) i.p. injektalasaval. Az egyik femoralis
artériat és femoralis vénat kipreparaltuk. Ezt kbvetben az alvd nyulat
egy specialis tartéeszkozre helyeztik, ami lehetévé tette a nyul
fejének flggbleges iranyu rogzitését. A PET-vizsgalatokhoz 1-2
mCi/30-60 nmol [''C]JCSC-farmakont injektaltunk intravénasan 2ml
fizioldgias oldatban. A dinamikus PET-felvételeket GE 4096 tipusu,
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egésztest PET-kameraval végeztiuk. A dinamikus adatgyijtés 40
percig tartott, ez id6 alatt 28 frame-t készitettlink.

Az adatgydijtési ciklusok idétartama

Frame Id6 | Frame Id6 | Frame Id6 | Frame Ido
N° (mp) N° (mp) N° (mp) N° (mp)

15 8 15 15 30 22 180
15 9 30 16 30 23 180
15 10 30 17 60 24 180
15 11 30 18 60 25 180

15 12 30 19 60 26 300
15 13 30 20 60 27 300
15 14 30 21 180 28 300

N[O |0~ [WIN |-

Az allatot ugy helyeztitk a PET-kamera l|atdmezéjébe
(detektorgydriijébe), hogy az allat testének hossztengelye
parhuzamos volt a detektorgydrik sikjaval. Az igy készitett, 15 db
szagittalis szelet nagyjabdl magaban foglalta a nydl egész tdbmegét. A
PET-felvétel ideje alatt heparinozott fecskendével mintegy 20 artérias
vérmintat gydjtottink,. A vért eppendorf centrifugdban 3 percen at
2000 g sebességgel centrifugaltuk és kalibralt gammaszamilaléval
meghataroztuk a plazmaban, illetve az lledékben (sejtes kdzeg) l1évé,
radioaktiv koncentraciét (gyarté cég: Canberra-Packard). A szoveti
elnyelédés  korrigalasara  ®Ge-izotépot  tartalmazé,  kiilsé
sugarforrassal transzmisszids felvételt készitettink. A szervekre
helyezett ROI-k alapjan kijeldlt térfogatokban meghataroztuk az
egyes szervek [''C]CSC-t akkumulalé kinetikajat (TACT-gorbék, time
activity curve).

Az ['®F]FDG-PET-vizsgalatoknal a nyulakat az elébbiekben
ismertetett eljarasok szerint készitettuk el6. Az allatokba 1-3 mCi
jelzett ['°FJFDG—et injektaltunk intravénasan, és az injektalas
pillanatatdl monitoroztuk az ['®FJFDG szervezeten beliili eloszlasat a
PET-kamera alatt, 60 percig.
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Adatfeldolgozas

Az adatfeldolgozas soran a vérmintak alapjan ugynevezett
véraktivitas-id6gorbét, az elsédleges PET-adatokbdl rekonstrualt
képeket, a rekonstrualt képekbél az analizishez sziikséges adatokat
nyertik.

A kamera altal gy(jtétt, elsédleges PET-adatokbdl a megfelel6
képeket szamitdgépes program segitségével rekonstrualtuk. A
rekonstrukcid eredménye 28, egyenként 15 (8 direkt, 7 indirekt)
képsikot (slice) tartalmaz6é adathalmaz (frame). A rekonstrukcio
folyaman korrekciét végeztink a szoéveti gyengitésre, a véletlen
koincidenciakra, a szorodasra és a kamera holtidejéb6l szarmazoé
adatvesztésekre. Egy framen belll, a kilonbdz6 képsikokban
kijelolheték a vizsgalat szempontjabdl kitiintetett teriiletek. Igy
ugynevezett ROI-ok jelélhetéek ki az egyes szervekre (sziv, tudé,
agy, vese, maj, stb). Az azonos szervekhez tartozé, kiloénb6zé
képsikokban definialt ROI-ok dsszekapcsolhatédk, ezaltal ugy nevezett
VOI-okhoz jutunk. Az igy létrehozott VOI-ok egy olyan térbeli
strukturat jeldlnek, amelynek az aktivitasa az alkalmazott
radiofarmakonnak egy-egy adott szervben valé felhalmozodasat
jellemzi. Az egyes VOI-ok radioaktivitas-koncentracioja megfelel
programokkal kiszamolhaté. A kilénb6zé frame-ekben az azonos
VOI-ok radioaktivitas-koncentraciojanak id6 szerinti valtozasa a tracer
molekulaknak az egyes szoveti régiokban vald felhalmozédasanak
kinetikajat szemlélteti. Ezeket a gdérbéket ugynevezett (time activity
curve) TACT-gorbéknek hivjak, és azokat a tovabbi analizisek
(példaul kompartmentanalizis) soran hasznaljuk.

Négykompartmentes farmakokinetikai modell

A receptor-ligandumok szervezeten bellli egyensulyi
megoszlasanak tanulmanyozasara alkalmazott legaltalanosabb
modell a négykompartmentes modell, melynek vazlatat a 4.2. abran
mutatjuk be [52].
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4.2. abra A négykompartmentes modell vazlata

A modell kompartmentjei: a vérplazma (itt a ligandum szabad,
kotetlen formaban van jelen, koncentracioja Cp), illetve harom szdveti
kompartment. E harom szdveti kompartmentben a ligandum szabad
(Cg), specifikus (Cs), illetve nemspecifikus (Cns) moédon kotott
formaban van jelen. Itt a Cp, Cr, Cs illetve Cyns a megfeleld
kompartmentekre utalnak, ugyanakkor ezen kompartmentekben mért
ligandumkoncentraciot is jeldlik. A Ki.. kg paraméterek a
radiofarmakonnak a kompartmentek kozotti transzportjara vonatkozo
sebességi allandokat jeldlik.

A kompartment-analizis soran az idéfiggd véraktivitas-
gorbéket, valamint a szoveti (TACT) gorbéket hasznaljuk fel.
Utdbbiakat akar adott anatomiai strukturaknak megfelelé szoveti
régiokra, akar a PET-kép minden képelemére meg lehet hatarozni. A
szamitasok soran a kinetikai és egyéb allandok numerikus értékének
szamitasa egy specialis iterativ, nemlinearis regresszié-szamitas
alapjan torténik. Kiindulasként kezd6 értékeket rendelink a keresett
allandékhoz. Ezeknek a segitségével a kisérletileg nyert vérgorbébdl
a modell mikodését leir6  reakcio-kinetikai  egyenletek
felhasznalasaval kiszamitjuk a kezd® értékekhez tartozd szoveti
aktivitas-gorbe alakjat. Az igy kapott és a kisérletileg nyert TACT-
gorbék eltérését (hibafliggvény) kell egy iteracids algoritmus ismételt
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alkalmazasaval minimalizalni ahhoz, hogy a modell-paramétereknek
a valés helyzetet legjobban leird értékeit meg lehessen hatarozni. A
szamitasok soran leggyakrabban x? tipust vagy a X(Ymet - Yezmon)
ugynevezett RSS (residual sum of squares) hibafliggvényt szokas
valasztani. Az igen nagy volumenl szamitasok kivitelezéséhez
legaltalanosabban hasznalt, nagyteljesitményli program a MATLAB
szoftvercsomag.
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5. Osszefoglalas

Dolgozatomban _tiz, "'C-jelzett A,-antagonista tipusu
adenozinreceptor _ specificitassal _rendelkez6  koffeinszarmazék
szintézisérdl, valamint ezek egyikével elvégzett bioldgiai kisérletek
eredményeirél szamolok be.

A megfelel6 sztirilxantin-prekurzorokat és az inaktiv 7-
metilsztirilxantin-szarmazékokat az irodalombdl ismert moédszerekkel
allitottuk el6. A szintézis els6 Iépésében a kiindulasi
karbamidszarmazékot cianecetsavval kondenzaltuk, a koztiterméket
alkalikus kozegben ciklizaltuk, nitrozaltuk, majd a nitrozocsoportot
redukaltuk, igy el6allitottuk az 1,3-dialkil-5,6-diamino-uracil vazat.
Ezutan a kapott uracilszarmazékot kulonb6zé transz-fahéjsavakkal
acileztik, majd a kapott amidouracilt bazikus koértlmények koézott
ciklizaltuk, igy eldallitottuk a megfeleld prekurzormolekulakat. Ezek
utan megvaldsitottuk a megfelelé koffein-szarmazékka torténd
metilezéslket is. Az el6allitott vegylletek szerkezetét NMR- és MS-
vizsgalatokkal igazoltuk és a tisztasagukat olvadaspont mérésekkel,
HPLC- és TLC-eljarasokkal ellendriztik. Az el6allitott prekurzorok,
valamint inaktiv teszt vegylletek koézott két Uj vegylletet,
nevezetesen az (E)-1,3-dimetil-8-(3-jédsztiril)-xantint (ISX) és (E)-8-
(3-jodsztiril)-1,3,7-trimetilxantint (ISC) is eléallitottunk.

Az U jodsztirilkoffein  elballitdsdhoz  alkalmazott  3-
jédfahéjsavat az irodalomban ismert eljarassal, m-nitrofahéjsavbol
allitottuk el6. A kapott jédfahéjsavat a fenti modszer szerint 5,6-
diamino-uracillal reagaltattuk.

A 7-dezmetil-aminbazisok (prekurzorok) ''C-izotéppal torténd
N-metilezése automatizalt panelen tortént. A jeldlé izotopot hordozd
['"C]metilcsoport beépitésének modszerét a CSC molekulara
dolgoztuk ki, amely irodalmi adatok alapjan a legigéretesebb
receptorligandumnak tint. A reakciohozamot a megfeleld
savmegkotd kivalasztasaval, valamint a hémérséklet és a reakcididé
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megfelel6 beallitasaval optimalizaltuk. A szintézis rendszert
teszteltik, a hibaforrasokat kiszlrtik. A termék azonositasara és
elvalasztasara analitikai és preparativ HPLC-modszereket dolgoztunk
ki.

A ["'C]CSC el&allitasat DMF-ben, kalium- vagy cézium-
karbonat jelenlétében, 60°C-on és 10 perces reakcid idd mellett
valositottuk meg. A reakcid j6 hozamokkal ment végbe. A
végterméket sajat kifejlesztési preparativ HPLC-mddszerrel (forditott
fazisu preparativ oszlop, futtatészer viz:acetonitril 7:3 olddszerelegy)
valasztottuk el. A kiindulasi ['C]CO,ra szédmolva az atlagos,
bomlasra korrigalt hozam 30 % volt, igy a szintézis végén atlagosan
904 MBq (24,5 mCi) ['"C]-CSC-t termeltink. A legjobb fajlagos
aktivitas 9,1 TBg/umol (246 mCi/umol) volt. A szintézis hossza
koralbelil 30 perc. Az analitikai HPLC-vizsgalat (forditott fazisu
oszlop, futtatészer viz:acetonitril 7:3 olddszerelegy) utan a végtermék
tisztasaga legalabb 99% volt. A termékben nem talaltunk prekurzort,
a lehetséges szennyezés az E-Z izomerizaciobdl szarmazhat. A
szintézis végén a tiszta [''C]CSC-termék izotdnias oldatban van és a
termék analitikai analizise utan farmakolégiai vizsgalatokra
felhasznalhato.

A xantinszarmazékok [''Clmetilezése  kalium-karbonat
jelenlétében, 70°C hédmérsékleten 10 perc reakcididd alatt nagyon jé
hozamokkal ment végbe: A [''C]metilezés termékeit az elékalibralt,
analitikai  HPLC-rendszerbe  épitett  radioaktivitas  detektor
segitségével azonositottuk. Az elért specifikus aktivitas 1,85 és 5,55
MBg/umol  (50-150 mCi/umol) kozétt volt. A fénymentes
kordlményeknek kdszonhetéen a reakcidelegyben a fény hatasara
végbemens  [''Clsztirilkoffein-szarmazékok E-Z  izomerizacidja
minimalis.

A kidolgozott automatikus rendszerrel 24 alkalommal
["CICSC és 27 alkalommal egyéb ''C-jelzett koffein-szarmazék
eldallitas tortént. Az alabbi tablazatban a 7-[''C]metil-sztirilxantinok
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hozamait mutatjuk be. A bemutatott

eredmények 3-5, egymastdl fliggetlen szintézis atlagértékei.

Prekurzor Termék Radiokémiai hozam* %
SX SC 62+3
CSX CsC 67+4
ISX ISC 90+4
NSX NSC 51+£5
3,4-DMSX 3,4-DMSC 934
3,5-DMSX 3,5-DMSC 89+5
TMSX TMSC 68+5
NSPrXx NSPrC 3544
3,4-DMDPrSX 3,4-DMDPrSC 72+5
3,5-DMDPrSX 3,5-DMDPrSC 89+5

*a szintézis végén, a kiindulasi [ Cmetiljodidra szamolva

Farmakolégiai vizsgalatokat végeztink pitvari myocardium,
tengerimalac pulmonalis artéria és patkany pulmonadlis artéria
preparatumokon CSC-vel, 3,5-DMSC-vel, 3,4,5-TMSC-vel, valamint
az uj ISC-vel. A Schild-féle regressziés analizissel kapott pA2-értekek
szerint a CSC esetében az Ajs-szelektivitas, féleg az Aoa/Ags-
szelektivitds mutatkozott jelentésnek. A 3,5-DMSC és a 3,4,5-TMSC
szintén szelektivek, de nem érik el a CSC hatasat. Az ISC figyelemre
méltd, igen erds Aoa-szelektivitassal rendelkezik és nagyon gyengén hat
az Ags- és As-receptorokra.

A kivalasztott ['"C]JCSC molekula bioldgiai hatasat PET-
mérésekkel, szervmegoszlas és autoradiografias vizsgalatokkal
tanulmanyoztuk egereken és nyulakon. A ligandumkoétédés
specificitasat kompeticios, vagy leszoritasos mddszerekkel teszteltiik.
Egéragy szeleteken, in vitro autoradiografias modszerrel kimutattuk a
jelzett és az inaktiv CSC kozotti kompeticiot. A DDT1 MF2 sejteken
végzett, kompeticios kisérletek szerint a [''C]CSC jelenlétében mért
ligandumkotédés csdkkent, ha az inkubaciés elegyben inaktiv CSC is
volt. A nyulakon végzett, dinamikus, in vivo PET-vizsgalataink szerint
az agyhoz kotédé [''CJCSC mértéke fokozatosan csokkent,
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amennyiben az allatokba parhuzamosan ndvekvd koncentracioban
inaktiv CSC-t injektaltunk.

Az egér agyszeletekr6l és szivszeletekr6l készitett
autoradiografias képek alatamasztjak az Aja-adenozinreceptorok
feltételezett specifikus térbeli eloszlasat. Az egér szervmegoszlas
vizsgalatok azt mutattak, hogy az intravénas injekciot kévetéen 10
perccel az akkumulacié a tudében a legmagasabb, majd ezt kdveti a
maj, vese, sziv és az agy.

Dinamikus PET-vizsgalattal kdvettik nyomon a [''C]CSC-
ligandum-receptor kotédésének kinetikajat. A PET-felvételeknek
megfelel6en, a farmakon injektalast koveté elsé 15 masodperc alatt a
radioaktivitas el6szoér a tlidében jelenik meg, 1-2 perccel késébb a
ligandum a vesékben, majd a majban halmozaodik fel, és végil a
hélyagban dusul fel. A dinamikus PET-vizsgalatok sordn monitoroztuk
a radiofarmakon szoéveti felhalmozédasat az egész allatban, tovabba
artérias vérmintak segitségévvel meghataroztuk a vérben 1évd
ligandumkoncentracio idébeli valtozasat. A kapott eredményekkel
meghataroztuk az egyes szervek és a vér [''C]CSC-akkumulacié
kinetikajat (aktivitas-koncentracié idébeli valtozasa). Az igy kapott
eredményeket, négykompartmentes modell alkalmazasaval
felhasznaltuk a receptor-ligandum kotédés kinetikajat leird allanddk
numerikus értékeinek meghatarozasara.

Vizsgalataink azt mutatjak, hogy a ['C]JCSC alkalmas
radiofarmakon az él6 szdvetek és szervek P1 tipusu adenozin-
receptorok feltérképezésére és segitségével in vivo
tanulmanyozhatdk a receptor-regulacios folyamatok.

A PhD. programban elért eredmények is hozzajarultak ahhoz,
hogy a DEOEC PET Centrum Radiobiolégiai munkacsoportjaban az
in vivo receptorkutatas alapjait megteremthettik. Az alkalmazott
automatizalt metilez8 technika, valamint a jeldlt ligandumok
vizsgalatara alkalmas biolégiai modellek kialakitasa és validalasa
alapjat képezik a PET-el végzett in vivo receptorkutatas hazai
alkalmazasanak.
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Production of some [''C]-labelled caffeine derivatives as
possible tracers for mapping adenosine A;a receptors by
PET

Summary

The role of adenosine in modulating the function of the
cardiovascular, endocrine, and nervous system has been known for
several decades [15]. Recently the adenosine/P, purinoceptors were
classified into four subtypes: A4, Aza, Ag and A; receptors [46]. The
subtype A,s receptors are localised mainly in brain, their highest
expression was found in the striatum, nucleus accumbens and
tuberculum olfactorium, whereas the A,x receptors showed wide
distribution, with high expression in the gastrointestinal tract. Ligands
having antagonist receptor effect are especially beneficial in
promoting a more complete understanding of the role of different
subtypes of receptors in physiological responses.

In vitro autoradiographic data indicate that some 8-styryl-
caffeine derivatives are high affinity antagonists specific to A, type of
adenosine receptors.

The goal of this work was to evaluate the reaction conditions
in the synthesis of different (E)-8-styryl-7-[''C]methyl-xanthine
derivatives ([''C]-caffeines) as possible tracers for adenosine
receptor research using PET technique. An obvious route for
radiolabelling of these compounds seems to be the N-methylation of
the corresponding (E)-8-styryl-xanthine derivative using [''C]-methyl
iodide. Ten A, adenosine receptor specific (E)-8-styryl-7-[''C]methyl-
xanthine derivatives ([''C]-caffeines) were synthesised by N-
methylation of the corresponding (E)-8-styryl-xanthine derivatives
using ["'C]-methyl iodide.

In vivo data indicate that 8-(3-chlorostyryl)caffeine (CSC) is a
high affinity antagonist specific to A, type of adenosine receptors.
The CSC is a selective ligand having higher affinity for A, receptors
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(Ki=54 nM) than for A, receptors (K=28200 nM). We chose (E)-8-(3-
chloro-styryl)-1,3-dimethyl-7-[''C]methyl-xanthine  ([''C]-CSC) for
biological studies and present an evaluation of its potential as a tracer
for mapping adenosine A,, receptors by positron emission
tomography (PET).

Materials

The inactive standard compounds, (E)-8-styryl-1,3,7-
trimethylxanthine (SC); (E)-8-(3-chlorostyryl)-1,3,7-trimethylxanthine
(CSC); (E)-8-(3-iodostyryl)-1,3,7-trimethylxanthine (ISC); (E)-8-(3-
nitrostyryl)-1,3,7-trimethylxanthine (NSC); (E)-8-(3,4-dimethoxystyryl)-
1,3,7-trimethylxanthine  (3,4-DMSC);  (E)-8-(3,5-dimethoxystyryl)-
1,3,7-trimethylxanthine (3,5-DMSC); (E)-8-(3,4,5-trimethoxystyryl)-
1,3,7-trimethylxanthine  (TMSC); (E)-8-(3,4-dimethoxystyryl)-1,3-
dipropyl-7-methylxanthine (3,4-DMDPrSC); (E)-8-(3,5-
dimethoxystyryl)-1,3-dipropyl-7-methylxanthine  (3,5-DMPrSC) and
the  corresponding  precursor compounds:  (E)-8-styryl-1,3-
dimethylxanthine (SX); (E)-8-(3-chlorostyryl)-1,3-dimethylxanthine
(CSX); (E)-8-(3-iodostyryl)-1,3-dimethylxanthine (ISX); (E)-8-(3-
nitrostyryl)-1,3-dimethylxanthine (NSX); (E)-8-(3,4-dimethoxystyryl)-
1,3-dimethylxanthine (3,4-DMSX); (E)-8-(3,5-dimethoxystyryl)-1,3-
dimethylxanthine  (3,5-DMSX);  (E)-8-(3,4,5-trimethoxystyryl)-1,3-
dimethylxanthine (TMSX); (E)-8-(3,4-dimethoxystyryl)-1,3-
dipropylxanthine  (3,4-DMDPrSX); (E)-8-(3,5-dimethoxystyryl)-1,3-
dipropylxanthine (3,5-DMPrSX) were prepared following a previously
described general procedure [46], and were characterised by their
physical data (mp., 'H-NMR, HPLC). Nuclear magnetic resonance
spectra were taken on a Bruker WP 200 spectrometer (200 MHz)
using Me,Si as internal standard.

Being new compounds the structures of (E)-8-(3-iodostyryl)-
1,3,7-trimethylxanthine (ISC) (mp. 226-227°C) and (E)-8-(3-
iodostyryl)-1,3-dimethylxanthine (ISX) (mp. >360°C) were proved by
their '"H-NMR spectra:
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Compound 'H-NMR data’s

ISX 3,25 (s, 3 H, N3-CHs), 3,48 (s, 3 H, N+-CHs), 7,05 (d, 1 H, J=16 Hz), 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, Nz-H).
ISC 3,22 (s, 3 H, N3-CHy), 3,48 (s, 3 H, N1-CHy), 4,04 (s, 3 H, N,-CHj), 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, Ny-H)

The 3-iodocinammic acid, used as intermediate in the above
general procedure for synthesis of ISX, was prepared by reduction,
diazotization, followed by iodination of m-nitrocinnamic acid [79].

[''"C]Methyl iodide

['C]CO, was produced on the MGC 20E cyclotron at the
Institute of Nuclear Research, Debrecen by the "N(p,a)''C
("'C+0,-"'C0O,) nuclear reaction, with 14.5 MeV proton beam and
1.3x10° Pa target gas pressure (the yield was 1.6-2.2 GBg/pA). [''C]-
Methyl iodide was prepared using an automated synthesis system.
The specific activity of a typical 100 mCi ['"C]CHsl batch was in the
range of 1-1.5 Ci/umol at 20 min after EOB.

General procedure of [''C]-methylation

To prevent E-to-Z isomerization of the (E)-xanthines during
the radiosynthesis all procedures were carried out in amber
glassware. The xanthine precursors dissolved in DMF (1 mg / 0.4 ml-
1 ml) were methylated in the presence of 10 mg potassium carbonate
at 70'C for 10 minutes. Afterwards the reaction mixture was
neutralized with 25 pl 4M HCI, then was analysed by analytical HPLC
on a LiChrosphere RP 18 (250-4) column (Merck Co., Darmstadt),
using different aqueous acetonitrile mobile phase systems. The flow
rate of the eluent was 1 ml/min, and the peaks were detected using
UV detector (Waters Co., USA) at 290 nm, coupled in series with a
radioactivity detector.
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Results

The ["'C]methylation reaction proceeds with high
radiochemical yield in the presence of potassium carbonate in 10
minutes at 70°C. Under these conditions only the desired N-[''C]-
methylation of the xanthine derivatives was observed. The
components of the [''C]-methylation reaction mixtures were identified
by their Rt values, which were calibrated by the Rt value of the

corresponding inactive standard taken prior to the measurement.

Precursor Product Radiochemical Yield* %
SX SC 62+3
CSX CSC 67+4
ISX ISC 90+4
NSX NSC 51+5
3,4-DMSX 3,4-DMSC 93+4
3,5-DMSX 3,5-DMSC 89+5
TMSX TMSC 68+5
NSPrXx NSPrC 35+4
3,4-DMDPrSX 3,4-DMDPrSC 72+5
3,5-DMDPrSX 3,5-DMDPrSC 89+5

*EOS, calculated based on [ C]methyl iodide

The process can be conducted with good (35-93%)
radiochemical vyield, calculated based on [''C]methyl iodide. The
specific activity was 1.85-5.55 GBg/umol (50-150 mCi/umol).

Synthesis of [''C]CSC

Radiosynthesis of ['"C]CSC was carried out by the before
mentioned method. (E)-8-(3-Chlorostyryl)-1,3,-dimethylxanthine in
DMF (1mg/0.4 ml) was methylated in the presence of potassium
carbonate or caesium carbonate at 60°C for 10 minutes. Afterwards
the reaction mixture was neutralised with 25 ml 4mol/l HCI, and the
solution was purified by preparative HPLC on a LiChrosphere RP 18
(250-10) column (Merck Co., Darmstadt), with CH3;CN:water 7:3 at a
flow rate 4 ml/min and detected at 290 nm by UV detector (Waters
Co., USA), coupled in series with a radioactivity detector. (E)-8-(3-
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chlorostyryl)-1,3,-dimethylxanthine and [11C]CSC were eluted in the
range of 5.5-6.5min and 8.5-9.5 min, respectively. After vacuum
distillation the end product was dissolved in 0.2 ml DMSO and diluted
with 10% DMSO in isotonic saline which contains 10% ethanol
(PH=5).

The final solution was identified by analytical HPLC system on
a LiChrosphere RP 18 (250-4) column (Merck Co., Darmstadt), with
70% acetonitrile as eluent at a flow rate 1 ml/min detected on UV
detector (Waters Co., USA) at 290 nm, coupled in series with a
radioactivity detector. The retention times of (E)-8-(3-chlorostyryl)-
1,3,-dimethylxanthine and [''C]CSC were 3.0-3.5 and 4.9-5.6 min,
respectively.

The decay-corrected radiochemical yield was 30% based on
['"Clmethyl iodide. The best specific activity was 9.1 TBg/umol (246
mCi/umol). No precursor was observed in the end product, and
radiochemical purity was >99%. The E-to-Z isomerization of [''C]CSC
in the final solution was not observed.

Pharmacological characterisation of the prepared
caffeines

Contractility assays have been done with CSC, 3,5-DMSC,
3,4,5-TMSC and ISC by using ZM 241385 as standard non-xanthine
Aza receptor antagonist. The compounds were characterised, by the
pA, Schild plot slope parameter, calculated using electrically driven
guinea pig atrial myocardium (reported to possess both A, receptors),
guinea pig pulmonary artery (reported to possess A; and A
receptors) and rat pulmonary artery (reported to possess Aga
receptors) tissues.

CSC showed a remarkable Azx (pA2=6.49), especially Aza/Azs
(56) selectivity. Although 3,5-DMSC (6.58) and 3,4,5-TMSC (6.59)
are A,a selective compounds, their selectivity did not achieved the
above effect of the CSC. A significant Axa/A; (468) selectivity was
showed by the ISC (7,67), which pA, value showed nearly the same
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Az affinity like the nowadays known strongest A,a inhibitor: ZM
compound (pA;=7,91).

Biological assay of [''C]CSC
Competition experiments on DDT1 MF2 cells

Prepared, transformed (1 million/l) DDT1 MF2 muscular tissue
cell lines were incubated at 37°C for 20 minutes with 20 pCi/ml
[''C]CSC. For displacement assays a 10 minute preincubation was
performed with inactive CSC or ZM 241385 (known competitive
antagonist). The cells were separated (SKATRON Cell Harvester,
11019), and the [''C]JCSC accumulation was registered by a
calibrated gamma-counter (Canberra Packard). The radioactivity
concentrations were expressed as cps (count per second)/ 1 million
cell.

Autoradiography

In the autoradiography (ARG) studies storage phosphor
screens (Molecular Dynamics) were used in combination with the
Phosphorimager® scanner. The average thickness of the fresh brain
and heart sections was 500 um. The exposure times fell between 15-
60 minutes. The resolution of the scanned ARG images was 200
pum/pixel.

For anatomic correspondence a transparency scanner (HP
Scandet 4c/T) was used to obtain the colour images of the sections.
ARG and TS images were registered to fuse functional and
anatomical information.

Biodistribution

Biodistribution of ['"C]CSC was studied on Swiss mice after
i.v. injection of the ligand. Male Swiss mice were injected by [''C]CSC
[120-200 pCi (4.44 - 7.4 MBq) / 1.2-8 nmol] intravenously as a bolus.
The animals were killed by cervical dislocation, dissected and various
organs/tissues were removed at 10, 20, 40 and 60 minutes after the
injection.
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The radioactivity of the samples was measured, after precise
weighting, by a calibrated gamma-counter. Plasma was obtained from
blood by centrifugation (2min/3000g). Uptake values were expressed
as Differential Absorption Ratios (DAR = cpm recovered/g tissue/cpm
injected/body weight).

PET scanning

Rabbits were anaesthetised with i.p. urethane (0.5g / kg) and
alpha-chloralose (50 mg/kg). One femoral artery and one femoral vein
were cannulated. Serial arterial blood sampling was performed in all
cases to allow kinetic analyses of [''C]CSC accumulation.

Dynamic PET scans were carried out using GE 4096 whole
body PET camera. The animals got 1-2 mCi/30-60 nmol [''C]CSC in 2
ml physiologic salt solution intravenously as a 20-30 sec bolus.
Transmission scans have been used to correct for tissue attenuation.

Based on the results of PET investigations and performing
defined mathematical transformation we have modelled the kinetics of
the [''C]CSC accumulation. The methods demands the follow up of
the [''C]CSC concentration in the blood by taking blood samples and
acquiring a dynamic set of images. These data allows to calculate the
time course of blood activity (blood curve) and tissue activity within a
defined region of interest (ROl TACT) as the two input functions of
the kinetic tracer model calculation. The calculation results in a set of
numerical data for kinetic constants Kj, k, kj,...ke which belong to the
chosen ROI(s). For our calculations four compartment method [52],
and “MATLAB” mathematical program was used.

Results

Competition experiments with the unlabeled ligand proved
['"C]CSC to bind specifically to the appropriate receptor. The
measured bound ['"C]CSC decreased in the presence of inactive
CSC or ZM 241385.

Foci of high CSC accumulation were clearly localised on the
brain autoradiograms in several cases, with 15 minute post injection
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slicing, and were in accord with previous findings on specific spatial
distribution of A,, adenosine receptors in the CNS.

The results of tissue distribution of [''C]JCSC in mice shows,
that the highest uptake at 10 min after the injection was found in the
lung followed by the liver, kidney, heart and brain. The kinetics of the
accumulation of radioactive CSC was different in the various tissues.
The very high uptake in the mice lung observed at 10 minutes after
the injection gradually decreased in time. The brain uptake was
almost the same as the heart uptake, and both showed a gradual
decrease at later times (20, 40, and 60 min after the injection). The
lowest radioactivity level was detected in the blood.

Dynamic PET studies on rabbits showed a fast brain uptake of
CSC, reaching a maximum in less than 2 minutes.

Based on the four compartment method, using the blood curve
and brain TACT curve obtained by dynamic PET images a set of
numerical data for kinetic constants of the transport and binding of
CSC in brain have been calculated.

Conclusion

Ten '"'C-labelled caffeine derivatives were prepared using
['"C]methyl iodide. Two new compounds, namely E)-8-(3-iodostyryl)-
1,3,7-trimethylxanthine (ISC) and (E)-8-(3-iodostyryl)-1,3-
dimethylxanthine (ISX) were prepared. The [''C]methylations can be
conducted with high radiochemical vyields, using an automated
synthesis procedure. The radiochemical synthesis was optimised by
choosing the best catalyst, and the adequate reaction time and
temperature. New, automated separation (preparative HPLC) and
identification (analytical HPLC) methods were developed.

The newly prepared ISC adenosine antagonist seems to
posses remarkable Asa/A4 selectivity.

The described [''C]-caffeines seem to be potential subjects of
future biological characterisation in order to evaluate their affinity and
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sensitivity for adenosine receptors of type A, in various tissues using
PET-technique.

The "'C-labeled selective adenosine A, antagonist [''C]CSC
was prepared using the above method. Based on the results of the
animal studies, the [''C]JCSC seems to be a very promising
radiopharmacone for mapping adenosine receptors of type A, in
various tissues, especially in the CNS. It is also suitable to perform
investigations concerning time-dependent receptor expression
changes (up- and down-regulation).
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