A kozponti idegrendszer és a myocardium szabalyozdsaban szerepet jatszo
adenozin-receptorok és PET izotoppal jelolt ligandjaik kotédés kinetikajanak

vizsgalata PET technikaval

Az adenozin-receptorok alapveté szerepet jatszanak elsésorban a kozponti
idegrendszer és a szivizom muikddésének szabalyozasaban. Célunk az in vivo PET
vizsgalatokra alkalmas adenozin-receptor ligandok eléallitasa es bioldgiai tesztelése

volt.

Adenozin-receptor ligandok eléallitasa PET vizsgalatokhoz:

Az adenozin-receptor ligandok keémiai szerkezetik alapjan két f6 csoportba
sorolhatok:

-Az adenozin-receptor antagonistak elsésorban xantin szarmazékok, amelyeket *'C
jelzett metiljodiddal jel6ltink meg.

-Az adenozin-receptor agonistak adenozin szarmazékok, ezek jel6lése *8F-izotéppal

tortént.

1. PET izotéppal jeldlt xantin tipusu P; adenozin-receptor antagonistak

szintézise és bildgiai vizsgalata:

1C -PET izotéppal jeldlt P; tipust antagonistak eléallitasa

A P tipusu antagonistak kulonbdz6 xantinszarmazékok. A jeldlés céljara kivalasztott
molekulék *C -PET izotéppal torténd jeldlése a megfelelé 7-desmetil-amin bazisok
(prekurzorok) metilezésével tortént, ami PET izotoppal jelzett metiljodid ([**C]CHsl)
segitségével oldhatdé meg. A nagyszamu, PET izotoppal potencialisan jel6lhet
xantinszarmazék koziil elsésorban a **C -PET izotoppal jeldlt 3’,4’-dimetoxi-sztiril-
koffein, a 3’,4’,5’,-trimetoxi-sztiril koffein, a 3-kloro-szitril koffein (CSC) és a 3-iodo
szitril koffein (ISC) P1 antagonistak el6allitasat veégeztik el. Fontos szempont volt a

szintézisek soran a megfelel6 specifikus aktivitas biztositasara.

Radiokémia szintézisek



A kuatési téma keretében megtértent a GE PET TRACE metilalo panelen a
metiljodid termelés optaimalizalasa. Az optimalizalast kovetéen a panelen 5-
10Ci/umol specifikus aktivitdst, 200-400 mCi aktivitdsi metiljoditot tudunk
szintetizalni, napi 3-5x ismétléssel. Ez a metilalo panel alkalmas a kuldnféle
prekurzorok [**C]CH; metilcsoporttal térténé  jelolésére (jelenleg adenozin,

benzodiazepin és dopamin receptorligandok eléallitdsan dolgozunk).

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

Az Altalunk kifejlesztett rendszerben megoldottuk az 1,3-dialkil-sztirilxantin-

szérmazékok [“'C]metiljodiddal valé metilezését.
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Reakcidvazlat 7-[*'C]metil-sztirilxantin-szarmazékok el3allitasahoz

A [ C]metilezés kalium-karbonét jelenlétében, 70°C hémérsékleten és 10 perc alatt
nagyon jo radiokémiai hozammal ment vegbe. Ilyen koérilmények kozott a

xantinszarmazék kivant 7-N-metilezése a meghatarozo reakcié folyamat.



["'C]metilezési reakciok jellemzsi:

Prekurzor Termék mg prekurzor /| Radiokémiai |E-Z izomerizacio**
ml DMF hozam* (%) | (%)

SX SC 1/0,6 62+3 nem észlelt

CSX CSC 1/0,4 67+4 nem eszlelt

ISX ISC 1/0,6 90+4 4,4+0,5

3,4-DMSX 3,4-DMSC 1/1,0 93+4 35,243

3,5-DMSX 3,5-DMSC 1/0,5 8915 nem észlelt

TMSX TMSC 1/0,8 68+5 50,6+3

*a szintézis végén, a kiindulasi [*'C]metiljodidra szdmolva; ** egyenstlyi érték a

mérés idépontjaban.

A fenti tdblazatban a 7-[*'C]metil-sztirilxantin-szarmazékok  el8allitasanak
reakciéhozamait mutatjuk be. A Kkapott eredmények 3-5, egymastdl fliggetlen
atlagertékei. Az atlagos hozamot a kiindulasi

szintézis bomléas-korrigalt

["'C]metiljodidra szamoltuk. A specifikus aktivitas 1,85 és 5,55 MBg/umol (50-250

mCi/umol) kozott volt.

1.1 [*'C]CSC A, adenozin-receptor antagonista szintézise és biolégiai vizsgalata

[*'C]CSC eléallitasa

A 8-(3-klérsztiril)-1,3,7-[7-*C]trimetilkoffein ([*'C]CSC) radiokémiai szintézise a

CSX [*C]metiljodiddal valé metilezésével torténik.
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(E)-1,3-dimetil-8-(3'-kl6rsztiril)xantin (E)-8-(3'-kl6rsztiril)-1,3,7-[7-11C]trimetilxantin
[11C]CSC

Reakciévazlat a [*'C]CSC radiokémiai szintéziséhez

A reakcid kalium- vagy cézium-karbonat jelenlétében j0 hozammal megy végbe. A
legjobb hozam 0,4 ml DMF-ben, 10 mg kalium-karbonat jelenlétében, 60°C-on és 10
perc alatt érhetd el. A kiindulasi [“'C]CO,-ra vonatkoztatva az étlagos, bomlas-
korrigalt hozam 30% volt, igy a szintézis végén atlagosan 904 MBq (24,5 mCi)
[*'C]CSC-t termeltiink. A [*'C]CSC specifikus aktivitasa 5,55- 20 GBg/pumol volt.

A["C]CSC A, tipust adenozin-receptor antagonista bioldgiai vizsgalata

Az autoradiografids modszerrel elvégzett in vitro kompeticios vizsgélatok szerint az
agyszeleteken mért [*'C]JCSC aktivitass mértéke mintegy 70-80%-al csokkent, ha a
mintat 10 uM inaktiv CSC jelenlétében inkubaltuk. A DDT1 MF2 sejtvonalon végzett
kompeticiés vizsgalataink szintén bizonyitottdk, hogy a [*C]CSC kotédése
leszorithato inaktiv CSC liganddal. Hasonldé kompeticiét mutattunk ki a CSC és a
CGS21680 kozott. A CGS21680 egy nagy affinitasu (Kd értéke 10nM) nagy

szelektivitast A, agonista.

A [MC]CSC specifikus kotédését in vivo PET vizsgélattal is bizonyitottuk,
nyulagyban. Az allatokba intravénasan 1,5 mCi jelzett CSC-t és ezzel parhuzamosan
kilénbdz6 koncentracidban inaktiv CSC-t injektaltunk. Az agyban mért radioaktivitas

mértéke az inaktiv CSC koncentracid ndvekedésével fokozatosan csokkent.

Az egér agyszeletekrol és szivszeletekrol készitett autoradiografias képek
alatamasztjak az A,a adenozin-receptorok feltételezett specifikus térbeli eloszlasat.
Az egeér szervmegoszlas vizsgalatok azt mutattak, hogy az intravénas injekciot
kdvetéen 10 perccel az akkumulacié a tiidében a legmagasabb, majd ezt kdveti a maj,

vese, Sziv és az agy.



Dinamikus PET-vizsgalattal kovettik nyomon a [“C]CSC-ligand-receptor
kotédesenek Kinetikajat. A PET-felvételeknek megfeleléen, a farmakon injektalast
kdveto elsé 15 méasodperc alatt a radioaktivitas el6szor a tudoben jelenik meg, 1-2
perccel késébb a ligand a vesékben, majd a majban halmozdodik fel, és végil a
holyagban duasul fel. A dinamikus PET-vizsgalatok soran monitoroztuk a
radiofarmakon szoveti felhalmozddasat az egesz allatban, tovabba artérias vermintak
segitségévvel meghataroztuk a vérben lévé ligandkoncentracid idobeli valtozasat. A
kapott eredményekkel meghataroztuk az egyes szervek és a vér [“'C]CSC-

akkumul&cid kinetikajat (aktivitas-koncentracié idobeli valtozasa).

[Ct]CSC  ((E)-8-(3-klorosztiril)-1, 3-dimetil-7-[*'C]metilxantin)  receptor-ligand
kotédes kinetikdjat nyal allatmodellen mértik dinamikus PET vizsgalatban. A
kompartmentanalizis soran az id6fuggé véraktivitas gorbét, valamint az agy szoveti
gorbéjét hasznaltuk fel. A négykompartmentes modell alapjan elvegzett kinetikai
szdmitdsok eredményeként meghataroztuk a modellt leird Kinetikai allandok
numerikus értékeit.

Kimutattuk, hogy az A; és A, adenozin-receptor ligandok inverz hatast gyakorolnak a
membranpotencialra és a kalium csatorna konduktanciara. A DDT1 MF-2
simaizomsejteken az A; adenozin-receptor agonista CPA és az A,a adenozin-receptor
agonista CGS 21680 ellentétes irdnyban valtoztatta meg a membranpotencialt. Az A,
antagonista DPCPX és az Aa antagonista CSC (xantin-tipusd) jelenléte
megakadalyozta az agonista altal kivaltott membranpotencial valtozast. A CPA
alkalmazasa dozisfiggé modon novelte a sejteken mért, kifelé iranyulo
fesziiltségfliggé kaliumaramot, ezzel szemben a CGS 21680 csokkentette azt (szintén
dozisfuggé maodon). Ennek alapjan a kaliumkonduktanciaban bekovetkezé valtozas
tehet6 felelésse a membranpotencial valtozasokért. A CGS 21680 doézisfliggo
aramblokkold hatasdhoz egy ugyanolyan dozisfliggést mutaté aramkinetikabeli
valtozas is tarsult. A csatornak inaktivacioja leginkdbb az agonista 100 nM-0s
koncentracidja mellett gyorsult. A pertussis-toxin alkalmazasa nem befolyasolta a
CGS 21680 aramblokkolo hatasat, jelezve, hogy az A,a-agonista nem a G-proteinen

keresztul modulalja a kdliumcsatornakat.

1.2 [*'C]ISC A,a adenozin-receptor antagonista szintézise és bioldgiai vizsgalata

(Az eredmények publikalasa folyamatban van)



¢ izotoppal jelélt (E)-8-(3-jodsztiril)-1,3,7- trimetilxantin eléallitasa

A 'C jel6lést GE PETtracer Mel Microlab tipusti automatizalt rendszerben végeztiik.
A [M'C]metiljodid g4zt a metilezd panelen elnyelettiik -25°C-on, DMF oldatban,
amely 1mg ISX-et (prekurzor) és 10 mg K,COs-ot (katalizator) tartalmazott. A
metilezés 70 °C-on 10 perc alatt végbement. A reakcitelegyet szobahémérsékletre
hiutottik, és 1M HCl-al semlegesitettiik. A reakcidelegyet preparativ HPLC
elvalaszto rendszeren tisztitottuk. Ez a modszer lehetévé teszi a terméknek a
prekurzortol és egyéb melléktermekektol tortené elvalasztasat.

A HPLC elvalasztds LichroCART 10um, 250-10, C18-as oszlopon tortént, radioaktiv
és UV (280 nm) detektorok mellett. Eluensként 60:40 aranyd MeCN: H,O elegyet
hasznaltunk, az aramlasi sebesség 9ml/min volt.

A specifikus aktivitas 222-296 GBg/umol, a radiokémiai tisztasag 98% volt (n=6).

Bioldgiai vizsgalatok

Kontraktilitasi és relaxacios vizsgalatokkal kimutattuk, hogy az ISC egy nagy
specificitasu és szelektivitasu, A,a tipust adenozin-receptor ligand. A ligand Axa/Azs
szelektivitdsa 15, mig az A,a/A; szelektivitaisa > 200. Referencia ligandként a
nemspecifikus koffeint, valamint az Aja specifikus CSC-et és ZM 241 385
antagonistakat hasznaltuk.

A trombocita aggregacios kisérletek szintén bizonyitottdk az ISC A,a receptor
specifikussagat. Ismert, hogy az A,a agonista az adenil-ciklaz aktivitast fokozza,
amely CAMP koncentracié ndvekedést okoz, és az ADP aggregald hatasat csokkenti.
A, antagonista ezt a hatast kivédi, illetve csokkenti.

Vizsgéalatainkban a HE-NECA (A,a agonista) csokkentette az aggregacio mértékét.
Aoa receptor antagonistak (100 nM ZM 241385 vagy 10 nM ISC) jelentés mértékben

eliminaltak az adenozin-receptor agonista (HE-NECA) hatasat (1. tablazat).



Maximalis Slope

Minta aggregacio % P

(A T max9%o) (tgo)

kontroll 100 0,22

100 nM HE-NECA 55,6 0,39
100 nM HE-NECA +

100 nM ZM241385 815 0,23
100 nM HE-NECA +

10nM ISC % 0.23

1. tblazat: Adenozin receptor ligandok hatasa a
trombocita aggregéacioéra

A trombocita aggregacios kiserletekben, a HE-NECA hatasanal megfigyelhet6 volt,
hogy elsésorban az aggregacié szekunder fazisat gatolta (ill. az ISC ezt allitotta
vissza), vagyis a kezdetben meredekebb gorbe lelapult, egyfazisuva valt az
aggregacio. Ez arra utal, hogy az A,a adenozin-receptor ligandok a szekréciot is

befolyasoljak, amit a ,,release” vizsgalatok megerésitettek.

Az [M'C]ISC specifikus kotddését az adenozin-receptorhoz DDT1 MF-2 simaizom
sejtvonalon vizsgaltuk. Kompeticiot mutattunk ki a jelolt ISC és a hideg Aoa
adenozin-receptor antagonistak kozott. A CSC (Aqa adenozin-receptor antagonista)
leszoritotta (8 %-ra a kontrollhoz viszonyitva) a jelzett ISC-et a receptorokrol, mig a
DCPCX A; tipusu antagonista nem befolyésolta a jelzett ISC membranhoz térténé
kotodését. A ZM241 385 (ZM) (A,a nem xantin tipusu antagonista) hatasa kisebb volt
(40 %-ra csokkentette a ISC kotodést), mint a xantin tipusué, ami azt feltételezi, hogy
a kilonbozoé kemiai szerkezetii antagonistak kotohelyei csak részben kompetalnak
egymassal. Az ISC specifikus kétodését az Aa kdtéhelyekre bizonyitotta az is, hogy
a kotéhelyek ndvekvé ligand koncentracio mellett telitodtek.

Ex vivo, Balb C egereken végzett kisérletekben meghataroztuk a [*'C]ISC
ligandnak a szervekben és szovetekben torténé akkumulacidjat. A 2. tablazat az egyes
szervekben akkumulalddott ISC koncentraci6 idéfliggo valtozasat mutatja be. Jelentds

akkumul&ciét mertiink a belekben, gyomorban, szivben és a majban.



Szerv 10perc 30perc 45perc 60perc

plazma 0,339+0,060 | 0,268+0,002 |0,198+0,069 | 0,195+0,029
vérsejt 0,266+0,100 | 0,189+0,050 |0,097+0,030 | 0,104+0,040
lép 0,390+0,050 |0,684+0,177 |0,250+0,140 | 0,638+0,192
agy 0,506+0,100 | 0,350+0,040 |0,280+0,060 | 0,205+0,030
tadé 0,778+0,131 | 0,641+0,080 |0,518+0,190 | 0,494+0,075
sziv 1,687+0,314 | 0,914+0,039 |0,747+0,092 |0,572+0,039
gyomor 1,450+0,087 | 1,873+0,849 | 0,223+0,047 |0,243+0,070
vastagbél |0,359+0,204 | 0,386+0,147 |0,307+0,132 |0,372+0,051
vékonybél |1,593+0,417 | 6,907+1,877 |3,336+0,131 |7,390+2,511
vizelet 1,036+0,411 | 2,846+1,508 |1,779+0,922 |4,282+1,347
maj 2,611+0,450 | 2,959+0,520 |2,665+0,519 |2,105+0,547

n= 3 (atlagtS.D.)

2.tablazat: [1!C]ISC szervekben, szovetekben torténé akkumlacidja, egér modellben

A [CM]ISC ligandnak a szoveti receptorokhoz valé kotddését in vivo dinamikus PET-
vizsgélattal is tanulményoztuk (1. abra). A dinamikus PET-vizsgalatok sordn monitoroztuk a
radiofarmakon szdveti felhalmozddasat az egész allatban, tovabba artérids vérmintak
segitségévvel meghataroztuk a vérben lévé ligandkoncentracio idébeli valtozasat. A kapott
eredményekkel meghataroztuk az egyes szervek és a vér [*'C]ISC-akkumulécié Kinetikajat
(aktivitas-koncentracio id6beli valtozasa).



tidSé  péltraktus

1. dbra: A receptor ligand aktivitas eloszlasa dinamikus PET vizsgalat alatt, nyalban
(szaggitalis sikok, transzmisszios vizsgalatra helyezett emisszios képek).

El6zetes bioldgiai vizsgalataink azt mutatjak, hogy a PET izotdppal jeldlt ISC ligand

alkalmas az adenozin-receptor regulacio in vivo vizsgalatara.

2. A[*®F]FNECA adenozin-agonista szintézise és bioldgiai vizsgalata
["|F]FNECA eléallitasa 2-[*®F]fluoroetilamin jelzett prekurzor felhasznalasaval

Fluorozd panelt fejlesztettink ki, amely alkalmas nukleofil szubsztitucioval torténé
fluorozésra faziskatalizator segitsegével, illetve kis fluorozott molekuldval torténé
jelélésre egyarant. Az automatizalt fluorozopanel lehetéséget biztosit kilonbézé
tipust molekula nukleofil szubsztitucidval tortené jellésére. A kutatasi témaban egy
A1, A, és Az adenozin-receptor expresszié in vivo tanulmanyozésara alkalmas
agonista ligandot, az 5°-N-etil-karboxamidadenonozint (NECA) jeléltiink meg **F
izotoppal. Az FNECA-t a 2’,3’-O-izopropilidénadenozin-5’-uronsav és a 2-
[*8F]fluoroetilamin prekurzor reakcijaval allitottuk elé. Az [*|*F]FNECA specifikus

aktivitasa 2,3+1,1 TBg/mmol (60Ci/mmol) volt.



Biologiai vizsgalatok

A szdveti receptorok liganddal valo telitésének kinetikajat dinamikus PET-vizsgélattal
tanulmanyozva idében kovettiik a radiofarmakon akkumulacidjat a sziv, a tiid6, a maj,
az agy és a tesztisz szoveteiben. Az [*®F]JFNECA szoveti felvételének kinetikaja
altalaban gyorsnak bizonyult, a sziv és a tesztisz esetében kevesebb, mint 2 perc alatt
érte el a maximumot, mig a tiido, maj és agy esetében ehhez 6 perc kellett. Jelentds
ligandhalmozddast mértink a belekben is. A jelzett ligand specifikus kdtodését
autoradiogréafias technikaval végzett kompeticios kisérletekben bizonyitottuk egér agy
és sziv metszeteken.

Elvégeztik a NECA és F-NECA elektrofiziologiai hatasanak 6sszehasonlitd
vizsgalatat simaizomsejteken. A DDT1 MF-2 sejteken mért fesziltségfiiggo
kaliumaramot mind a NECA mind az F-NECA szignifikansan csokkentette. A
csokkenes mertéke azonban az F-NECA esetében kisebb volt. Az adenozin-analdgok
a teljes-sejt aram inaktivacidjat is gyorsitottak, az F-NECA itt is kisebb hatassal birt.
Az aram aktivécié idéallanddjat csak a NECA-val torténé perfazio csokkentette. Ezek
alapjan arra kovetkeztethetink, hogy az F-NECA a NECA egy funkcionalisan

kevésbé aktiv analogja.

P;-adenozin-receptor ligandok szelektivitasasanak farmakologiai elemzése

Az izotoppal jelélt [CM]ISC, [CM]CSC és [**F]FNECA ligandok mellett el3allitottuk
a ,hideg”, jeldletlen CSC, ISC és FNECA molekuldkat is, és elvégeztik a
receptorligandok farmakoldgiai tesztjeit is. Kontraktilitasi és relaxacios vizsgalatokkal
kimutattuk, hogy az ISC egy nagyspecificitasu és szelektivitasu Aga tipusu adenozin-
receptor ligand. A ligand Apa/Azs szelektivitdsa 15, mig az A,a/A; szelektivitasa >
200.

Elvegeztik a NECA adenozin-receptor agonista és fluorizalt, PET mérések soran
felhasznalhatd szarmazeka, az F-NECA Altal kivaltott funkcionalis valasz
Osszehasonlitidsat. Tengerimalac szoveteit vizsgalva, az Al adenozin-receptorokat
expresszald, elektromosan stimulalt pitvari szivizomzatban mind a NECA, mind az F-
NECA koncentraciofliggé modon csokkentette a kontraktilis erét. A tldoartéria-
csikokban (ahol A; és Agg is jelen van) szintén dozisfliggé mddon fazisos kontrakciot

valtott ki mindkét vegyulet (csak A;-mediélt hatds). Mindemellett az F-NECA hatésa
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kisebb volt ugyanolyan koncentracio mellett, mint a NECA altal kivaltott valasz a
pitvari szivizomzatban és a tldoartériaban is (az EC50 ertékekben mutatkozott
kilénbseg). Az A,g adenozin-receptorokat expresszalé mellkasi aorta preparatumon a
NECA és az F-NECA is dozisfliggé modon relaxaciot indukalt. A vegyuleteket
tekintve nem volt kulonbseg sem a maximalis hatas, sem a Hill-koefficiens, sem a
félhatasos dozis értekei kozott. A DPCPX-elékezelt (A; antagonista) tlidéartériakon a
NECA és az F-NECA is gyors relaxaciot véaltott ki (As-receptor-medialt hatas). Itt
sem volt killdnbség a ddzis-hatas gorbék egyik paramétere kdzott sem.

A farmakologiai vizsgalatok alapjan szintén arra kdvetkeztethetlink, hogy az F-NECA

a NECA egy funkcionalisan kevésbé aktiv analdgja.

Maodszert dolgoztunk ki multitracer vizsgalatokra allatmodellen (egér), a kilonb6z6
izotépokkal (**C, F, *™Tc) jelélt ligandok egyiittes alkalmazasara. A multitracer
vizsgalatokkal lehet6ség nyilik ugyanazon a Kisérleti objektumon azonos idében
kilonféle élettani folyamat nyomon kdvetésére (pl. adenozin-receptor regulacié és

glikoz metabolizmus vizsgalatok).

Fluoreszcencias mddszerrel kimutattuk az 6sszefiiggést a ligandok okozta membrén
struktaraban bekdvetkezett valtozasok és a sejtek funkcionalis tulajdonsagaban
bekovetkezett valtozasok kdzott. A spermasejtes modell vizsgalatunkban 6sszefiiggést
mutattunk ki a sperma aktivacio és a membran fluiditasanak megvaltozasa kozott.
Nem ingerelhet6 sejtes rendszerekben kimutattuk, hogy az izotoppal jelzett in vivo
diagnosztikai tracerek akkumuléaciojat a membran fluiditdsa és az alkalmazott

kezelések (gyogyszerek, ligandok) jelentésen befolyasoltak.

Eredményeink alapjan a szintetizalt PET izotoppal jel6lt adenozin-receptor ligandok
alkalmasak az in vivo PET mérésekre.

A kidolgozott radiokémiai és biologiai mddszerek megteremtették a lehetéseget a
PET izotdppal jeldlt receptor regulécids vizsgalatok végzésére a Debreceni Egyetem
PET Centrumaban.

A kutatasi téma keretében Ph.D. fokozatot szerzett hallgatok:
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A [CM]CSC kutatési témabol témavezetésemmel Boros Istvan PhD hallgaté PhD

fokozatot szerzett a Debreceni Egyetem 2003-ban.

A [*®F] FNECA kutatési témaban Lehel Szabolcs Ph.D. hallgaté Ph.D. fokozatot

szerzett a Debreceni Egyetemen 2003-ban.
A NECA és az FNECA farmakoldgiai és elektrofizioldgiai vizsgalata kutatasi

témédban Rubovszky Balint Ph.D. hallgatd Ph.D. fokozatot szerzett a Debreceni

Egyetemen 2004-ben.
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