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Egy évtizeddel ezelGtt széles korl kutatas indult el intézetiinkben azzal
a céllal, hogy az amfetamin, illetve a metilamfetamin kémiai szerkezetének
valtoztatasaval a kozponti idegrendszert szelektivebben befolyasolé amfetamin
szarmazékokhoz jussunk. Ennek a kutatasnak az eredményeként sziiletett
¢ a fenil-izopropil-metil-propinilamin, Deprenyl, mely a monoaminooxidaz ,,B”
formajanak szelektiv bénitéja (Knoll és mtsai 1964, 1965a; Knoll és Magyar
1972a, b; Knoll 1976; Magyar és Knoll 1970), valamint a p-Br-metilamfetamin
is (V-111), mely fleg a kozponti idegrendszer szerotonin (5-HT) regulaciéjara
fejti ki hatasat. A V-111 farmakolégiai és biokémiai hatasaival szamos korabbi
dolgozatunk foglalkozik (Knoll és misai 1965b, 1966,1967; Knoll 1970;
Knoll és Vizi 1970a, b; Knoll és Magyar 1971; Knoll és misai 1970, 1972a, 1973;
Magyar és mitsat 1971,1972, 1976a; Magyar 1972; Magyar és Knoll 1973,
1975a, b, ¢, d). Ezekben a dolgozatokban leirtuk, hogy a vegyiilet kiilonésen
erdsen és tartésan gatolja a *H-5-HT agyi szinaptoszomalis felvételét, valamint
csokkenti a kozponti idegrendszer 5-HT koncentracigjat. A vegyiilet hatas-
tartama patkanykisérletekben messze meghaladja az amfetaminét és a metil-
amfetaminét, ezért célszerlinek latszott megvizsgalni, hogy a tartés hatas
— mely kiilonssen kifejezett volt a fenti biokémiai paraméterek vonatkoza-
sdban — mennyiben hozhaté 6sszefiiggéshe a vegyiilet szervezetbeni sorsaval.

Jelen dolgozatunkban az erre iranyulé kisérleteink eredményeit foglaljuk
ossze. A V-111 szervezeten beliili sorsat néhany vonatkozasban osszehasonli-
tottuk a metilamfetaminéval. A vizsgalatokhoz a vegyiiletek radioaktiv médo-
sulatait hasznialtuk.

Anyagok és modszerek

Jelzett vegyiiletek : 1-(4-bromfenil)-2-metilaminopropan - HCI-(1-4C), spe-
cifikus aktivitas: 3,82 mCi/mmél (V-111-1-14C); 1-(4-brémfenil)-2-metilamino-
propan- HCI-(3-14C), specifikus aktivitas: 3,67 mCi/mmél, (V-111-3-14C);
(+)-1-(4-brémfenil)-2-metilaminopropén - HCI-(metil-1“C), specifikus aktivitas:
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0,704 mCi/mmoél, ((+4)-V-111-metil-4C); (—)-1-(4-brémfenil)-2-metilamino-
propéan . HCI-(metil-*H), specifikus aktivitas: 401,0 mCi/mmél, ((—)-V-111-
metil-*H); (4-)-1-(4-brémfenil)-2-metilaminopropéan - HCI-(metil-*H), specifikus
aktivitas: 282,0 mCi/mmél, ((4-)-V-111-metil-*H); 1-fenil-2-metilaminopro-
pan-HCI-(3-14C), specifikus aktivitas: 1,56 mCi/mmél, (MA-“C); 1-(2-brém-
fenil)-2-metilaminopropan - HCl-(2-*H), specifikus aktivitas: 636,0 mCi/mmél,
(V-104-3H); 1-fenil-2-metilaminopropan - HCI-(2-*H), specifikus aktivitas: 690,0
mCi/mmél, (MA-3H); 1-(4-brémfenil)-2-aminopropan.HCI-(1-C), specifikus
aktivitas: 3,82 mCi/mmél (nor-V-111-1-1%C); 4-brémbenzoesav-(7-14C), speci-
fikus aktivitas: 9,84 mCi/mmél; 4-brémhippursav-(7-14C), specifikus aktivitas:
9.84 mCi/mmél; 4-brémfenilecetsav-(1-14C), specifikus aktivitas: 3,62 mCi/
mmol.

A jelzett vegyiileteket a Gyégyszerkutaté Intézet Radiokémiai Labora-
tériumaban Dr. Banfi Dezsé munkacsoportja szintetizalta.

Kisérleti allatok

. Kisérleteinkben altalaban CFLP specifikaciéji him egereket (20 -lg.)
és CFY him patkanyokat (100 +5g.) hasznaltunk (LATI).

Egésztest autoradiogrifia

A kisérleteinket Ullberg médszerével végeztitk (1954). A vizsgalatokhoz
him (20 g) és terhes (35—40 g) egeret hasznaltunk. A terhes allatok 4 nappal
voltak a sziilés elétt. Az egereknek 5 ©Ci/20 g V-111-3-1C-et adtunk intra-
vénasan (18,1 mg/kg), 25 uCi/ml-es oldathél. A vegyiilet beadasa utan kiilon-
b628 id8 elteltével (30 masodperctsl 24 6raig) az egereket enyhe éternarkézis-
ban vizes karboximetilcellul6zba (CMC) dgyaztuk be, majd a beagyazott allatot
szarazjéggel telitett hexanba martottuk (—75 °C). Ezutin a megfagyott
blokkot —15 °C-on taroltuk néhany napig és ugyancsak ezen a h6mérsékleten
végeztiik el a metszést. Az egerekbdl sagittalis iranyban, Leitz 1300 tipusd
microtommal 20 p-os metszeteket készitettiink gy, hogy azok egy specialis
ragasztészalagon rogziiljenek (Minnesota Mining and Manufacturing Co.
No. 810). A metszeteket —15 °C-on szaritottuk néhany napig, majd a szaritas
utan fokozatosan szobah8mérsékletre melegitve taroltuk azokat. Az expozicié-
hoz, melyet —15 °C-on végeztiink, rontgenfilmet (Geavert) hasznaltunk.
A megfelel§ expoziciés id§ (néhany naptél néhany hét) elteltével a filmeket
el6hivtuk.

Egy esetben 500 xCi V-104-°H-at adtunk terhes egérnek intravénason 0,2
ml térfogatban. A V-104-3H-t inaktiv vegyiilettel higitottuk tigy, hogy az egér
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10 mg/kg V-104-et kapjon. Egyebekben csak az expoziciéhoz hasznalt film
volt eltér6 a 14C esetében alkalmazott eljarastél. *H-jelzett vegyiilet auto-

cr0 2

esetben az expoziciés id6 fél év volt.

A relativ megoszlasi hanyados meghatarozdsa

A vizsgalandé anyagokat (MA-“C, V-111-3-C, V-104-*H) 20 ml-es
iivegdugos csébe helyeztiik, mely 5 ml petrolétert (BDH, forrpontja 60—80 °C)
és 5 ml 0,1 M-os foszfat puffert (pH 7,2) tartalmazott. A vizsgalt anyagok
koncentraciéja kiindulaskor 0,5 mg/ml volt a pufferre vonatkoztatva, amely
csovenként 5 pCi radioaktivitast tartalmazott. A specifikus aktivitast hideg
anyag hozzaadasaval biztositottuk. 20 perces razas utan (22 °C) a vizes és
a szerves fazish6l mintakat vettiink és a radioaktivitast Bray-oldatban folya-
dék-szcintillaciés médszerrel hataroztuk meg (Intertechnique S. L. 40). A pet-
roléterben mért abszolit aktivitast a pufferben mértéhez hasonlitottuk.
Kiszamitottuk a vegyiiletek metilamfetaminhoz viszonyitott relativ megosz-
asi hanyadosat is.

A radioaktivitas mennyiségi meghatdrozdasa a szovetekben

20 grammos him egereknek a radioaktiv anyagot intravénasan, subcutan,
illetve per os adtuk be. A kezelés utan kiilonboz§ id§ elteltével az allatok fejét
és mellkasat 10—20 masodpercre —75 °C-os szarazjéggel telitett hexanba
martottuk és a shock-halal allapotaban szivpunkciéval vettiink vért. Ezutan
az egereket dekapitaltuk és a kivalasztott szovetekbdl mintdkat vettiink.
A pontosan mért vérmintakat (25 mg), az egyik agy-féltekét, ill. 20—25mg
barna-zsirszovetet folyadék-szcintillaciés edényekbe helyeztiik, 0,5 ml Soluene
TM 100 (Packard) szovetoldészerrel 12 6ran at szobahén feloldottuk és a
radioaktivitast folyadék-szcintillaciés médszerrel hataroztuk meg. A méréshez
edényenként 10 ml toluolt hasznaltunk, mely 0,59, PPO-t és 0,019%; POPOP-ot
tartalmazott. A szcintillaciés oldattal feltoltott mintakat legalabb 24 6ras
varakozas utan mértiik, hogy kikiiszoboljiik a Soluene alkalmazasa miatt
keletkezd foszforeszcenciat. A relativ aktivitast (cpm) abszolit aktivitasra
(dpm) kiils§ standard segitségével korrigaltuk. A szervek radioaktiv kon-
értékek atlagaban -+ S. E. M. adtuk meg.

Kisérleteink egy részében két kiilonbozd jelzést (*H,illetve 14C) tartal-
mazé vegyiilet keverékével kezeltiik az allatokat és a szovetekben mindkét
izotép-koncentraciét szepardltan mértiikk. Az Intertechnique SL 40 késziilék
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kell§ programozas utan dpm-re korrigalja a kiilonb6z8 mérési feltételek mellett
(quench) mért cpm értékeket. Ennek megfelelen szamitasha veszi a *H csa-
tornaba valtozé mértékben atszorédé C aktivitast is. A kisérlet menete egye-
bekben azonos az egy izotép alkalmazasanal hasznalt eljarassal.

Az amfetamin szarmazékok szubcelluldris eloszlisa

100 g-os him patkanyokat 20 xCi V-111-1-1C-vel (19,8 mg/kg), illetve
20 pCi MA-1C-vel (23,7 mg/kg) vagy 30 xCi V-104-°H-val (20 mg/kg, inaktiv
vegyiilettel higitva) kezeltiink intravénasan. A kezelés utan 30 perc miilva
a patkanyokat dekapitaltuk, kivettikk az allatok agyat és Potter-rendszeri
iiveghomogenizatorral 0,25 M-os szacharézzal 10%:-0s agyhomogenizatumot
készitettink. A homogenizatumbél a szubcellularis frakcidkat differencial
centrifugéalassal preparaltuk. A szubfrakciokbdl vett 0,1 ml-es mintak aktivi-
tasat Soluene-kezelés utan folyadék-szcintillaciés médszerrel hataroztuk meg.
A kiilonb6z8 centrifugalasi sebességeknél iilepedd radioaktivitas mértékét a
kiindulasi homogenizatum aktivitasdhoz hasonlitva, szazalékosan adtuk meg

+S. E. M.
Kiiiriilési vizsgalatok

100 g-os patkdnyokat intravénasan kezeltiink radioaktiv jelzett vegyii-
letekkel. Az Aallatok V-111-1-14C-bsl, V-111-3-14C-bél, illetve MA-14C-bél 10
uCi-t kaptak (9,9, 7,23, ill. 11,8 mg/kg). Az allatokat 72 6ran keresztiil Simax
anyagcsere edényben tartottuk és kiilon gytjtottik az allatok székletét és
vizeletét. A kitiriilt radioaktivitast folyadék-szcintillaciés médszerrel hataroz-
tuk meg. A kumulativ iiriilés mértékét a beadott dézis 9%,-aban adtuk meg.

A kisérletek egy részében a V-111 elGkezelés hatasat vizsgaltuk a vegyiilet
vizeletiiritésére. A patkdnyokat (100 g, him) naponta kezeltik 15 mg/kg
(s. c.) inaktiv V-111-el, majd a kezelés végén az allatok 10 uCi, (9,9 mg/kg)
V-111-1-1C-et kaptak intravénasan és ezt kovetGen 48 6ran at Simax metabo-
likus edényben gytjtottik a vizeletet és az el6z6 médon hataroztuk meg az
urilé radioaktivitds mennyiségét.

A wvizeletben iiritett V-111 metabolitok kromatogrdfids vizsgdlata

Jelzett V-111-el kezelt (V-111-1-1*C vagy V-111-3-4C) him patkéanyok
(100 g) 24 oras vizeletének felét pH 10-nél majd pH 1-nél, éterrel extrahaltuk.
A bazikus pH-nal nyert extraktum tartalmazta a bdzikus és semleges karakteri
anyagokat (A-extraktum), mig a savas pH-nal kapott, a savas jellegi metaboli-
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tokat (B-extraktum). Az éteres oldatokat vakuumban beparoltuk, és a mara-
dékbol metanolos torzsoldatokat készitettiink. A vizelet masik felének fel-
dolgozasa annyiban kiilonbézétt, hogy extrakeié elgtt 1 6ran at 100 °C-on
5 N sésavval hidrolizaltuk.

A kromatogramokat Kieselgel PF,;, .., rétegen készitettiik, kivéve
ha aréteg lekaparasaval kvantitativ méréseket végeztiink. Ilyenkor Kieselgel-G
réteget hasznaltunk. A kromatogramokrél gondos szaritds utan Forte
rontgenfilmmel 60—120 6ras expoziciés idé mellett kontakt autoradiogramot
készitettiink.

Az alabbi oldészereket hasznaltuk a futtatashoz:

I. Butanol—viz—ecetsav (4 :1 :1).
II. Butilacetat—butanol—cec. NH,OH (20 : 10 : 1).

IIT1. Ciklohexan—dioxan—ecetsav (35 : 35 : 1).

A fenti futtaté rendszerekkel egy- és kétdimenziés kromatogramokat
készitettiink.

Kisérleteink egy részében a 0—12, 12—24 és 24—48 o6ras patkanyvizelet
vékonyréteg kromatogramjarél (Kieselgel-G) lekapartuk a V-111-1-"4C-nek
és a demetilalt metabolitnak (nor-V-111-1-%C) megfelel foltokat és folyadék-
szcintillaciés modszerrel meghataroztuk azok aktivitasat.

A metabolitok gazkromatogrifias-tomegspektrometrias (GC|MS) vizsgalata

15 mg/kg V-111-el kezelt patkanyok-0—24 éraig gydjtott vizeletét
Amicon UM—2 membranon sziirtiik. A membran csak az 1000-nél kisebb mél-
silyd vegyiileteket engedi at. Az ultrasziirletet ligos (pH 9), majd savanyi
(pH 1) kémhatéas mellett éterrel extrahaltuk és a két szerves fazist egyesités
utan beparoltuk. A maradékot metanolban feloldottuk és 1 ul mennyiségeket
vittiink be a GC/MS késziilékbe (Jeol, JMS—D 100 4+ JGC 20 K). A gazkro-
matografias elvalasztast total ion monitor (TIM) segitségével detektaltuk és
a szeparalodott anyagokat reprezentalé csicsokrdl tomegspektrumot vettiink
fel. A tomegspektrumok alapjan a bromot tartalmazé csticsokrél pontos témeg-
mérést is végeztiink szamitogép segitségével.

Az N-demetilicié vizsgalata in vitro és in vivo kisérletekben

A V-111 N-demetilaciéjat a vegyiilet N-metil jelzett médosulatanak fel-
hasznalasaval vizsgaltuk. A majmikroszémat Sutherland és mtsai médszerével
preparaltuk (1949). A majat haromszoros térfogati 0,15 M-os KCl oldatban
homogenizaltuk, mely 0,02 M Tris puffert (pH 7,4) tartalmazott. A homogeni-
zatumot 15 percig 9000 g-vel, majd a feliiliszot 60 percig 100000 g-vel centri-
fugaltuk. 10 g majszévetb8l preparalt mikroszomalis iiledéket 5 ml homo-
genizal6 oldatban vettiink fel.
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A demetilaciéhoz hasznalt inkubéciés oldat (0,15 M KCI és 0,02 M Tris
puffer, pH 7.4) 3,0 ml térfogatban 5 mM glukéz-6-foszfatot, 5 mM MgCl,-ot,
0,33 mM NADP-t és 0,7 Kornberg-egység éleszt8bél preparalt glukoz-6-foszfat-
dehidrogenazt (BDH) tartalmazott. A szubsztratkoncentracié 1—8x10-* M,
a mikroszéma mennyisége 1 mg fehérje/ml volt. A reakeiét 5 perces eldinkuba-
las (37,5 °C) utan a szubsztrat hozzaadasaval inditottuk. 10 perces inkubacié
utan 1,0 ml 59;-0s ZnSO, hozzaadasaval allitottuk le a reakciét. A denaturalt
fehérjét 1500 g-vel 10 percig iilepitettiik és a feliilisz6t hasznaltuk a meg-
hatarozasokhoz.

Kisérleteinkben az N-demetilacié soran keletkez8 aktiv formaldehidet
Amberlite XAD—2 gyantaval (60—80 mesh) valasztottuk el a demetilalatlan
V-111-t6l Thompson és Holtzman médszerével (1973).

A gyantat az agy-térfogatnak megfelel6 metanolban kétszer 2 6ran at
duzzasztottuk, majd haromszor mostuk a metanollal azonos mennyiségi desz-
tillalt vizzel és beléle 1 X 8 cm-es oszlopot készitettiink. A minta felvitele el&tt
50 ml desztillalt vizzel mostuk az oszlopot.

1,0 ml fehérjementesitett reakcidelegy felvitele utan 50 ml desztillalt
vizzel elualtunk. Az aktiv HCHO-t az eludAtum 5—8 ml-e tartalmazta. Ennek
mennyiségét folyadék-szcintillacios moédszerrel (10 ml Bray-oldatban 0,5 ml
vizes minta) hataroztuk meg. A demetildcié mértékét — legkevesebb 5 kisér-
leth8l — a képzett formaldehid mennyiségével mumél/g fehérje/perc 4+ S. E. M.
jellemeztiik. Az oszlop 50 ml desztillalt vizes mosas utan jabb minta elvalasz-
tasara alkalmas és a mérés egy oszlopon legkevesebb 10—15-szér ismételhetd
a hattéraktivitas emelkedése nélkiil. Ezutan a teljes regeneralast 50 ml meta-
nollal és 100 ml desztillalt vizzel végeztiik.

Az oszlopon inaktiv formaldehiddel kontrollaltuk a visszanyerést. A for-
maldehidet Nash szerint (1953) fotometrias médszerrel, 412 nm-nél hataroztuk
meg. A formaldehid a 4. ml-ben jelenik meg és 10 ml-ig 99,5 + 19,-0s volt
a visszanyerése. Az elici6hoz hasznélt 50 ml desztillalt vizzel torténé mosas
soran a V-111 o6sszesen 3,6 -+ 0,429,-at kaptuk vissza ebben a térfogatban.
Az oszlop tobbszori hasznalatat nagy kapacitasa teszi lehet8vé, teljes regene-
ralasat azonban csak a metanolos és vizes kezelés biztositja.

Kisérleteink egy részében human (férfi) majbol készitett mikroszéma
preparatum N-demetildciés aktivitasat vizsgaltuk meg (+)-V-111-metil-14C
szubsztrat hasznéalata mellett.

Az eredmények és azok megbeszélése

A V-111-3-1C kvalitativ szoveti eloszlasat és annak id8beni viltozasait
egérkisérletekben, a vegyiilet i. v. beadasa utan az egésztest autoradiogramok
szemléltetik (1—6. abra). Az er§sen lipoidoldékony vegyiilet (I. tablazat)
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I. tablazat

Amfetamin szarmazékok relativ megoszlasi hinyadosai

( Megoszlasi hanyados l - 3 3
Vegyiiletek koncentracié petroléterben Rele;:t\;otilécigfs:ngsag
" koncentracié puffcrhen‘ ‘
|
MA-14C 0,0703+0.002 | 1,0
V-104-3H 0.3558+0,027 5,09
V-111-114C 0,5628-+0,003 ‘ 8.03
Petroléter: BDH, forrpont 60 —80 °C.
Foszfat puffer: 0,1 M, pH 7.2.
Hémérséklet: 22 °C.
Kisérlet atlaga: + S.E.M.
lép gyomor tiido agy

B, s

y
» -
maj vér sziv csontvelo

1. dbra. Him egér egésztest autoradiogramja 0.5 perccel a V-111-3-“C i.v. beaddsa utdn.
(5 wCi/allat (20 g); 18,1 mg/kg: 0,2 ml térfogatban)

vese tiido barna-zsirszovet a

y

9

.
.
A .

magzat gyomor maj

sziv  nyalmirigy szem
2. dbra. Terhes egér egésztest autoradiogramja 5 perccel a V-111-3-14C i.v. beaddsa utdn (10 uCi/
allat (40 g); 18,1 mg/kg: 0,4 ml térfogatban)

N
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gyorsan eloszlik a szévetekben. Mar 30 masodperc milva magas koncentraciét
ér el a kozponti idegrendszerben (1. dbra), ahol koncentraciéja az 5. percre
tovabb né (2. abra), és tartésan magas szinten marad. Még a 4 éras auto-
radiogramon is mennyisége az agyszovetben a maj, illetve a vese aktivitasi
szintjéhez hasonlé (5. dbra). 24 6ra milva a vegyiilet jelentds része kiiiriil
a szervezetbdl, de még ilyenkor is szamottevd aktivitas lathaté az egér koz-
ponti idegrendszerében (6. abra).

A V-111 koncentraciéja a barna-zsirszévetben is, mint a kézponti ideg-
rendszerben gyorsan emelkedik (30. masodperc). Ez a parhuzamossag a két
szerv kozott, a lipoid-oldékony vegyiiletek eloszlasa soran gyakran észlelt
jelenség. Mig azonban az agyi koncentracié az 5. percre tovabb né és tartés
marad, a barna-zsirszéveté ekkorra jelentGsen csokken (2. abra) és a 20—60.
perchen az utébbiban mar csupén hattéraktivitas lathaté (3., 4. abra). A két

gerincveld barna-zsirszovet agy
., - :

e RSN

magzat maj sziv  nyalmirigy
3. dbra. Terhes egér egésztest autoradiogramja 20 perccel a V-111-3-1C i.v. beaddasa utan
Kisérleti koriilmények a 2. dbrdndl

izom vese tiido agy

testis belek  maj sziv nyalmirigy

4. dbra. Him egér egésztest autoradiogramja 1 6raval a V-111-3-1C i.v. beaddsa utan. Kisérleti
koriilmények az 1. dbranal
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szerv szoveti szintjének valtozasiaban észlelt eltérés a V-111-nek vagy metabo-
litjanak erés kozponti idegrendszeri kotddésére utal.

Az aktivitasi szintek gyors emelkedését mutatja a tiid§ is, ahol még
a 24 é6ras autoradiogramon is a t6bbi szervhez viszonyitva szinte legmagasabb
a radioaktivitas szintje. A maj szoveti koncentraciéja lassabban emelkedik és
csak az 5. percben éri el a legmagasabb szintjét (2. abra). Ezt kévetden a maj
aktivitasanak lassi csokkenése kovethet§ az autoradiogramokon.

vese mé_i tiido agy

magzat gyomor sziv  nyalmirigy szem

5. abra. Terhes egér egésztest autoradiogramja 4 6raval a V-111-3-14C i.v. beaddsa utdn. Kisérleti
koriillmények a 2. dbrdnal

belek vese tiido barna-zsirszévet  agy

*, *, .

P axasasexnupans

gyomor maj sziv nyalmirigy

6. abra. Him egér egésztest autoradiogramja 24 éraval a V-111-3-14C i.v. beaddsa utdn. Kisérleti
koriilmények a 2. dbranal

A szerv-koncentraciok gyors emelkedésének megfelel§en a szivben lat-

haté vér aktivitasanak gyors csokkenése egybehangzéan bizonyitja a V-111
gyors kidaramlasat a szovetekbe. A szivizom mar a 30. masodperchen a vérnél
tébb V-111-et tartalmaz, és benne a kisérleti periédus alatt végig jelentds
aktivitas lathaté.
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A lipoid-oldékony bazikus vegyiiletekre jellemz&en (Schanker 1961)

gyorsan kivalasztédik a vegyiilet a gyomorban és ott magas koncentraciot

érel (1., 2., 5. abra).
zati szovet a placentdban észlelt magas aktivitas ellenére szinte nem tartalmaz

A 2., 3., 5. abrik terhes egerek autoradiogramjai. Mint lathaté, a mag-
radioaktivitast. Nem penetral jol a vegyiilet a szembe sem (2. 4bra), bar

az 5. abran a lencse teriiletén enyhe kirajzolédas lathaté.
Az izomrendszerben alacsony koncentraciot észleltiink az egész kisérlet

folyaméan (4—5. abra).

A vese (2.,4.,5.,6. dbra) és a hélyég (6. abra) magas aktivitasa a vegyii-
let kifejezett vizeletiiritésére utal, de kivalasztédik a vegyiilet a nyalmirigyeken

agy

keresztiil is (2., 6. abra).
vese gyomor

n_ya'ﬂmirigy

vizelet magz iv

at maj sz
7. abra. Terhes egér egésztest autoradiogramja 4 éraval a V-104-*H i.v. beaddsa utan. (500 xCi/

allat; 10 mg/kg; 0,2 ml térfogatban)

dpm x104*SEM./100 mg szovet

154

T A T
24 6ra

T [ 4 % T T T

10:85! . 1 2 3 4 6
8. dbra. A vér radioaktivitdsdnak valtozdsa egérkisérletekben a V-111-1-"C i,v., s.c., ill. p.o
beaddsa utdn. Dézis: 24,7 mg/kg. 5uCi/20 g egér. 5 kisérlet atlaga + S.E.M.

Orvostudomdny 28, 1977



A PARA-BROM-METILAMFETAMIN (V-111) SORSA A SZERVEZETBEN 85

A bélfal féleg a 20—60. percig jelentds mennyiségli izotépot tartalmaz,
a bél lumenében azonban csak kevés aktivitas lathat6, ami ellene sz6l a vegyii-
let székleten keresztiil torténé intenziv iiriilésének. ;

A 7. 4bra a V-104-3H eloszlasit mutatja 4 6raval a vegyiilet beadésa
utan. Az autoradiografias kép két lényeges eltérést mutat a V-111 eloszlasatol,
amennyiben a kézponti idegrendszerben kevés, a magzati szovetekben pedig
jelentés radioaktivitas talalhaté. Ez a jelenség azért érdekes, mivel a két

dpmx104*S.E M./100mg szovet

3 pawey : T T T T

05 1 2 4 § . % 48 éra

9. abra. Az agyszovet és a vér radioaktivitdsdnak viltozdsa egérkisérletekben a V-111-1-14C
i. v. beaddsa utdn. Kisérleti koriilmények a 8. dbrdnal

dpm x104*S.E.M./100 mg szdvet

o——o agy
e—— barna-zsirszovet

25

1

T T T \ Y T B

05 1 2 4 6 2, 48 éra

10. dbra. Az agyszovet és a barna-zsirszovet radioaktivitdsdnak viéltozdsa egérkisérletekben
a V-111-1-4C i.v. beaddsa utdn. Kisérleti korillmények a 8. dbrdnil
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vegyiilet csupan a brém poziciéjaban tér el egymastél. A V-111 para; a V-104
orto-poziciéjaban tartalmazza a halogént. Ez a kiilonbség a vegyiiletek lipoid-
oldékonységaban is jelentés valtozast eredményezett (I. tablazat).

A V-111 felszivodasat a vegyiilet V-111-1-*C médosulataval tanulma-
nyoztuk. Az egereket (20 g.) 5 uCi radioaktiv V-111-gyel (24,7 mg/kg) kezeltiik
i. V., 8. €., ill. p. 0. és kiilonb6z6 id6kézokben a szivbél vett vérben hataroztuk
meg a radioaktivitds koncentracigjat (8. abra). Az eredmények azt bizonyitjak,

dpmx1042S.EM/100mg szovet

o—— V-[II-14C
—eMA-3H

<

e :
a5 i 2 4 6 24 dra

11. dbra. Az agyszovet *H és 14C radioaktivitasdanak valtozdsa egérkisérletekben a V-111-1-14C
és a MA-3H i.v. beaddsa utdn. A két jelzett vegyiilet oldatait elére osszekevertiik és azutdn
adtuk be, 0,2 ml térfogatban az egereknek. Dézis: mindkét vegyiiletbsl 9,9 mg/kg, 2 uCi/20 ¢
egér volt. A MA-3H esetében inaktiv MA hozzdaddsdval biztositottuk a V-111-el azonos
radioaktiv koncentrdci6 mellett az azonos farmakolégiai dézist. 5 kisérlet dtlaga -+ S.E.M.

%o-0s Urités

—o MA-3-14C
o——o V-111-1-14C
»— V-111-3-14C
1004
.
50 5
'1. 1:1 24 48 72 éra

12. dbra. A vizelettel iiritett radioaktivitds kumulativ valtozdsa V-111-1-14C, V-111-3-14C,

illetve MA-“C i.v. beaddsa utdn patkdnykisérletben. Dézis: V-111-1-4C-bsl 9,9 mg/kg,

V-111-3-14C-bél 7,23 mg/kg, MA-14C-bél 11,8 mg/kg. A radioaktiv dézis mindhdrom vegyiiletbsl
10 uCi/100 g patkdny volt. 3 kisérlet dtlaga
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hogy a vegyiilet hamar felszivédik a bér alatti két8szovetbdl és a gyomor-
béltraktusbél is. Az elsé esetben 10, a masodikban 30 perc milva mértiik a
vegyiilet legmagasabb vérszintjét, ami a gyors felszivodast jelzi. Az i.v.
beadas utan észlelt gyors koncentracié-csékkenés a vérben, amit az auto-
radiogramok is mutattak, a vegyiilet intenziv széveti penetraciéjara utal.
A 24 éras kisérlet gorbék alatti teriiletének 6sszehasonlitasaval azt kaptuk,
hogy az s. c.,ill. p. o.beadas utéani gorbe alatti teriiletek az i. v.-hez viszonyitva
81,3, ill. 64,9%,-nak adédtak, ami egyértelmilien a vegyiilet j6 felszivodasat
bizonyitja.

A kvantitativ jellegli eloszlasi vizsgalatainkban a V-111 agyi koncentra-
ciéjanak valtozasat kisértiik elsGsorban figyelemmel. A V-111-1-“C-vel intra-
vénasan kezelt allatok agyi koncentraciéjanak kinetikajat a vérhez viszonyitva
a 9. abra mutatja. Az egésztest autoradiografias vizsgalatokkal egybehangzéan,
a kvantitativ mérések is a V-111 gyorsan kialakulé, magas és tartés koncentra-
ciéjat bizonyitjak az egér agyszdvetében.

Az agyi koncentracié alakulasat 6sszehasonlitottuk a barna-zsirszéveté-
vel, mivel nagyszami egésztest-autoradiografias vizsgalatunk azt bizonyitja,
hogy a lipoidoldékony enyhén bazikus vegyiiletek, melyeknek disszociaciéja
a szervezeti pH mellett visszaszorul (I. tablazat), mindkét szervben gyorsan,
magas koncentraciot érnek el és ez a koncentracié a tovabbiakban is altalaban
parhuzamosan alakul (Magyar 1968, 1973; Magyar és Knoll 1970; Knoll és
mtsai 1975a, b; Magyar és mtsai 1976b). A két szerv radioaktiv koncentracié-
janak valtozasat a 10. abra mutatja. Mint lathat6, a radioaktivitas magas
szintje mindkét szervben egyszerre kialakul, azonban csak a barna-zsir-
szovetben észleltiik annak gyors csokkenését. A barna-zsirszovet koncentra-
ciéjanak tobbszorose talalhaté az egerek kézponti idegrendszerében. A gorbék
alatti teriiletek 6sszehasonlitdsa azt mutatja, hogy a 24 6ras periédusban
az agyszovetben a barna-zsirszovet V-111 koncentraciéjanak 4,54-szerese
talalhato.

A V-111 tartés és magas agyi koncentraciéja j6 dsszhangban all tehat
a vegyiilet ugyancsak tartés — az amfetaminét meghaladé — akut farmako-
légiai és biokémiai hatasaival (Knoll 1970a; Knoll és Magyar 1971; Knoll,
Vizi és Magyar 1972a; Knoll és mtsai 1972b; Magyar és Knoll 1975b;
Magyar és mtsai 1976a).

Egy masik kisérlet-sorozatban meghataroztuk a V-111-"“C és MA-3H
agyi szintjének valtozasat is ugy, hogy a két jelzett vegyiiletet elére ossze-
keverve, azonos dézisban (a radioaktiv dézis is azonos volt) adtuk be intra-
vénasan az egereknek és a 14C; ill. *H-aktivitas valtozasat parhuzamosan
kovettiik a kézponti idegrendszerben (dézisok az dbra szévegében).

Ennél a moédszernél szamitasba kell venniink a két vegyiilet kotési
helyekért torténd esetleges kompeticiojat. Azonban az ebbdl eredd hatranyt
messze meghaladé elényt biztosit az, hogy a két vegyiilet agyi koncentracigjat

Orvostudomdny 28, 1977



88 : MAGYAR - TEKES - ZOLYOMI — SZUTS— KNOLL

a nagy bioldgiai széras ellenére dssze tudjuk hasonlitani, mivel azonos kisérleti
allatokban és azomnos idében vizsgaltuk azok eloszlasat. Sajat tapasztalatok
és az irodalmi adatok alapjan azt latjuk, hogy a széveti kotési helyek szinte
kimerithetetlenek (‘Snyder és Benneit 1976), ezért a két vegyiilet kotési helye-
kért torténd versengése nem lehet jelentSs tényezs. Mas a helyzet a recepto-
rialis kotddést illet6en, ahol a hatasért felel§s molekulak kotddését vizsgaljuk
(Ehrenpreis és mtsai 1969). Az eloszlasi kisérletekben azonban helytelen lenne
a vegyiilet megjelenéséb8l egy szerv specifikus receptoraira kévetkeztetni.

A 11. abran lathat6, hogy a V-111 a MA-t meghaladé koncentraciot ér
el a kozponti idegrendszerben és szintje lassabban csokken, mint'a MA-é.
A két vegyiilet agyi koncentraciéjat jelz6 gorbékre szamitégépes analizissel
két-két exponencialis egyenes illeszthetd. A V-111 esetében a rajzolt gorbe
illeszkedése pontatlan, a szamitégép azonban a gorbérdl kies§ értékeket is
figyelembe veszi. A belglik szamitott agyi felezési id§ metilamfetaminnal
a gyors csokkenés fazisaban 27,8 4 1,6, a lassibb-fazisban 280 4 4,8 perc.
A V-1ll-re vonatkoztatott azonos paraméterek 41,9 4+ 6,04 és 361 4 44
percnek adédtak. A gérbe alatti teriiletek sszehasonlitasaval azt latjuk, hogy
24 oras periodus alatt a V-111 mennyisége az agyszovetben 2,51-szerese a
MA-énak. A'V-111 és a MA egymashoz viszonyitott szimszeri aranyat a vérben
és az agyszovetben a II. tablazat mutatja. Az els§ masodperchen a MA kon-
centraciéja még magasabb, mint a V:111-é, a kés6bbiek folyaman azonban
az utébbi koncentriciéja meghaladja a MA-ét.

II. tablazat

A V-111-1-¥C és a MA-*H koncentrdacionak arinya az egér vérében és agyszdvetében a két vegyiilet
egyszerre tortént intravénds beaddsa utdn

Vér Agy
1dé (perc) :
V-111/MA | MA/[V-111 V-IIMA | MAJV-111

0.5 0,24 4,06 0,83 1,20

5 0,11 9,22 1,08 0,92

30 0,32 3,16 178 - 0,56
60 025 | 386 2,03 0,48
120 0,20 | 488 2,56 0,39
360 035 | 2,84 3,84 0,26

‘ |

Az agyi koncentrdciékat a 11. dbra adataibdl szdmitottuk. A vér értékei azonos kisérletbgl
szarmaznak. Kisérleti korilmények a 11. dbra szovegében.

A III. tablazat adatai a MA-3H,aV-104-3H és a V-111-1-14C szubcellularis
eloszlasat mutatjak a patkanyagy homogenizatum differencial-centrifugalassal
nyert frakciéiban. A harom vegyiiletnek a mag és a haemoglobinnal egyiitt
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iilepedd frakci6hoz torténd kotddésében alig talaltunk eltérést, mig a mito-
chondrialis és mikroszomalis frakciéhoz — kiilonésen az el6bbihez — legjobban
a V-111, kozepesen a V-104 és legkevésbé a MA kotddik. Ez a sorrend egyezik
a vegyiiletek lipoid-oldékonysagaval is (I. tablazat). A 230 000 gx 300 perces
felillisz6ban — mint varhaté6 — forditott a vegyiiletek koncentraciéjanak
sorrendje.

II1. tablazat

Metilamfetamin-szarmazékok szubcelluldris eloszlisa patkanyagy homogenizitumban

%* 4+ S.EM.
gXidé (pere) iiledék S —
MA-1C V-104-5H ’ V-111-1-14C
1500x10 RS R =1.3 R =09
toretlen sejt, sejtmag, mielin 10,454-0,7 13,73+1,7 9,71+1,1
12 000 < 15 R . 2,3 ‘ 4,3

mitochondrium, mielin, idegvégziédés 13,424-0,7 31,49+0,5 58,11+1.8

100 000 %< 60 R=1 1,3 1,89
mikroszomalis frakcié 9,80+0,9 13,30+08 18,61 41,6

230 000 300 R =1 0,86 0,69
molekulasaly 80 000 folott 1,714+0.6 1,4840,3 1,194-0,11

230 000 < 300 R=1 0,64 0,29
feliilasz6: molekulastaly 80 000 alatt 62,53+3,2 40,48 42,6 18,44 +1,7
visszanyerés 97,3 +1,9 96,99+-1,2 | 103,23-+-1,6

*0p = Az egyes frakciék radioaktivitdsa a homogenizdatum kezdeti aktivitdsdnak szdza-
lékdban.
** R = a MA-hoz hasonlitott viszonyszim.

A V-111-1-4C, a V-111-3-4C és a MA-C kumulativ vizeletiiriilését
a 12. abra mutatja. Mint lathat6, a MA-C intenzivebben iiriil, mint a V-111
két médosulata. Az abra a V-111 elhiz6dé lassi iiriilését bizonyitja. A V-111-
1-14C és a V-111-3-1C, illetve ezek metabolitjainak vizeletiiriilésében észlelt
kiilonbséget nem tartjuk mérési hibanak. Ez azt jelzi, hogy a V-111 molekula
dezintegralodik és a leszakadé rész 11CO,-vé oxidalédik a szervezetben. Ezt
a feltevést igazclta, hogy ha a V-111-3-1C-vel kezelt allatok kilélegzett levegd-
jét Soluene-en buborékoltattuk at, a Soluene megkototte a radioaktiv 14CO,-t.
Ennek mennyisége 48 6ran at a beadott radioaktivitas 5—79%,-a volt.

A V-111 el6kezelés utan adott V-111-1-14C vizeletiiriilését a IV. tablazat
mutatja. 7 napos el6kezelés a V-111-nek, illetve metabolitjainak féleg 0—12
oraig és 0—24 o6raig iiriil6 mennyiségét fokozza szignifikansan. 7 napos kezelést
meghaladdan az iiriilés mar nem fokozédik tovabb.
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IV. tablazat

V-111 elbkezelés hatasa a V-111-1-'*C-nek és metabolitjainak iiritésére
patkdnykisérletekben

V-111 kezelés A vizeletben talalt aktivitas a beadott dézis %-dban -4 S.E.M.

15 myky =6 0-12h 0-24h \ 0-48 h
Egyszeri kezelés : 15,9 +2,20 23,75+4,05 50,3 43,04
4 napos 14,53+1,19 36,914-6,55 66,33-+3,61
7 napos 35,99+2,53* 54,58+ 1,98* 69,74+42,25
12 n;‘ipos 30,92 4-3.,43* 51,42+2,51* 65,784-2,48

V-111-1-1C dézisa: 9,9 mg/kg i. v., 10 uCi/dllat. A kisérletek szama: 5
* = p < 0,05 A szignifikancidt a Student t-teszttel szamoltuk.

Kisérleteinkben a székletben is meghatéaroztuk az iiritett radioaktivitas
mennyiségét. A székletet savas (pH 1) és ligos (pH 10) kémhatis mellett
éterrel extrahaltuk és az egyesitett extraktumban 48 éra alatt a radioaktivitas
10,15%-aval tudtunk elszimolni.

A V-111 tehat lassan iiriil ki a patkany szervezetébgl. Egyszeri kezelés
utan 48 6ras kisérleti periédus alatt a vizelettel 50,3, a kilélegzett levegével
5—17, a széklettel 10,159, iiriil ki a beadott vegyiilethsl (6sszesen mintegy
65—709,).

A vizeletbdl savas, illetve bazikus kémhatas mellett éterrel extrahalhaté
V-111 metabolitok azonositasat vékonyréteg kromatografiaval kiséreltiilk meg.
Nem foglalkoztunk az éteres extrakcié utan a vizes fazisban maradé meta-
bolitokkal.

A 13. abran lathat6, hogy az A-extraktumban (pH 10-nél extrahalt)
savas behatasra egy djabb folt jelenik meg, mig a B-extraktumban az egyik
folt, valamint a vizes maradékban levs folt intenzitdsa erdsen csokken.
Az A-extraktumokat a II. oldészerben is megfuttattuk (14. abra). Megallapi-
tottuk, hogy a hidrolizalt vizeletben két djabb folt jelenik meg (14. dbra A).
Nyilvan arrél van szé, hogy a V-111 metabolitjainak konjugatumai elbomlanak
és ezaltal éterrel extrahalhaték a vizeletb8l. Az A-extraktumot hig sésavval
Osszerdzva az alsé két folt a vizes fazisba keriilt, tehat ezek bazisok, mig a
hidrolizis soran keletkezett felsé két folt az éteres oldatban maradt, azaz sem-
leges karaktertiek (14. abra B).

A hig sésavban old6dé anyagokrél feltehetd volt, hogy bazikus amino-
csoportot tartalmaznak, tehat azok a valtozatlan V-111, illetve annak deme-
tilalt szdrmazékai (p-bromamfetamin, nor-V-111) lehetnek. Ennek bizonyitasat
kétdimenziés kromatografiaval végeztiik. A 15. dbran lathaté, hogy mindkét
rendszerben a foltok azonosan mozdulnak el a megfelel§ 6sszehasonlité anya-

gokkal.
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| olddszer
|."oldészer

a b £ a b ¢
hidrolizis nélkiil hidrolizis utan

13. Gbra. A vizeletb§l éterrel extrahdlt V-111 metabolitok vékonyréteg kromatogramja.
a = pH 10-nél extrahdlt metabolitok, A-extraktum:; b = pH 1-nél extrahdlt metabolitok,
B-extraktum; ¢ = vizes maradék
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14. dbra. Az A-extraktum vékonyréteg kromatogramja A. a — A-extraktum hidrolizis el&tt;

b = A-extraktum hidrolizis utdn. B. a = A-extraktum hidrolizis utdn; b = A-extraktum

savas pH-ndl (pH 3) extrahdlva, vizes fazis; ¢ = A-extraktum savas pH-ndl extrahilva,
éteres fazis

Megjegyezziik, hogy az A-extraktum vizsgalatanal a kvalitativ kromato-
grafias kép az l-es és a 3-as szénen jelzett vegyiiletek esetében azonos volt.
A B-extraktum vizsgalatat a III. oldészerben végeztiik. A 16. abran
lathat6, hogy a savas hidrolizis hatdsira a startban maradé folt intenzitasa
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15. dabra. Az A-extraktum hig sésavban 0ld6d6 anyagainak kétdimenziés vékonyréteg kroma-
togramja. a = A-extraktum hig sésavban old6dé része; b = V-111-1-4C; ¢ = nor-V-111-1-14C
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. oldészer

16. dbra. A B-extraktum vékonyréteg kromatogramja. a = B-extraktum 3-as C-jelzés; b =
B-extraktum 3-as C-jelzés, savas hidrolizis utdn; ¢ = B-extraktum 1l-es C-jelzés; d = B-
extraktum 1l-es C-jelzés, savas hidrolizis utdn
ergsen lecsdkken (a feltételezett konjugatumok elbomlanak, de a keletkezett
anyagok nem savanyu karaktertek). Az 1-es szénnel jelzett vegyiilettel kezelt
allatok vizeletében két olyan folt lathaté, mely a masik vegyiilet esetében
nem jelentkezik, ami csak gy magyarazhaté, hogy a metabolikus valtozasok
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o
Q 0 0 Do

l. oldészer

: o % i s &
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a iy

|. olddészer .

17. dbra. A B-extraktum kétdimenziés vékonyréteg kromatogramja. a = B-extraktum 1l-es
C-jelzés; savasan hidrolizdlt; b = p-brémbenzoesav-1-4C: ¢ = p-brémhippursav-1-14C; d =
p-bréomfenilecetsav-1-14C

Total lon Monitor 1x10-9A

5 10 15 20 25 30 35id6 (perc)
5°C/perc >

120°C 285°C

18. abra. V-111-el kezelt patkdanyok vizeletébdl savas, ill. ligos pH-ndl éterrel extrahdlt meta-

bolitok gazkromatografias elvdlasztdsa GC/MS kombindciéban. A patkdnyokat 15 mg/kg

V-111-el kezeltiik i.v. A vizeletet 24 éran 4t gyfijtottik

a molekula dezintegraciéjahoz vezetnek. A molekula dezintegraciéjara utalt
a V-111 két jelzési pozicidja esetén a vizeletiiritésben észlelt eltérés is (12. abra)
patkanykisérletekben. A molekula dezintegraciéja feltehet8leg oxidativ atala-
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kulas, melynek eredményeként keletkezd savas karakterti anyagok a p-brém-
fenilecetsav, p-brombenzoesav,ill. konjugaci6 révén a p-brémhippursav lehet-
nek. A V-111-1-C-vel kezelt allatok vizeletében tehat a savas karakterid
anyagokat a fenti referens anyagokkal hasonlitottuk 6ssze kétdimenzids
kromatogramon.

A 17. abrabél megallapithaté, hogy a B-extraktumban csak az l-es
jelzés esetében talalhaté két folt, a p-brémbenzoesavval, illetve a p-brém-
hippursavval azonos. Meg kell jegyezni, hogy a p-brémbenzoesav és a p-brém-
fenilecetsav kozott az alkalmazott kromatografias rendszerekben nem sikeriilt
kiilonbséget tenniink.

A V-111-1-*C-vel kezelt patkdnyok 0—12, 12—24 és 24—48 oras gyj-
tott vizeletének vékonyréteg kromatogramjardl (Kieselgel-G) lekapartuk a
nor-V-111 és a V-111-nek megfelel§ foltokat és folyadék-szcintillaciés méd-
szerrel meghataroztuk azok aktivitasat. Megallapitottuk, hogy a valtozatlan
V-111 és demetilalt szairmazéka szdmottev8 mennyiségben iiriil ki a vizelettel.
V-111-bél beadott dézis 6,85, nor-V-111-bél 15,05%,-at talaltuk meg a 0—24
ora alatt gydjtott vizeletben. Az id§ el6rehaladtiaval a nor-V-111 mennyisége
a V-111-hez viszonyitva jelentsen novekszik a vizeletben. Mig a két vegyiilet
aranya (nor-V-lll/V-lll) 0—12 o6ras vizeletben 1,19, a 12—24 6rasban 5,94,
a 24—A48 érasban pedig mar 11,5. A p-brémbenzoesav és a p-brémhippursav
a beadott dézis 7,99,-at képviselte a 0—24 6ras vizeletben (19. abra).

N-deme-— Dezami-
~-CH-NH——» CH,; -CH-NH;—— Br CH,-C-CH
BF@CHZ (l:H h|lH tilécié Br @' 2 ; 2 ndcté @ 2 1 3

CHy CH; CH, 0
V-111 6,85°% nor-V-111 15,85 p-Br-fenilpropén-2-on
B-hidroxildcié {  redukci

sr@CH-CH-r‘:H Br@CHz-(IZH-—CHg

| |

OH CHs(CHy) OH
p-Br-fenilpropdn-2-ol

p-Br-efedrin vagy oxiqugécié
p-Br-norefedrin
BF@COOH BF@CO—NH—CHz
(EOOH

p-Br-benzoesav p-Br-hippursav
7,9%

19. dbra. A V-111 metabolizmusdnak sémdja patkanykisérletekben (metabolitok a 0—24 6rds
vizeletben). A bekeretezett értékek az identifikdlt metabolitok mennyiségét jelzik a beadott
dézis %-aban. A V-111-1-1C dézisa 9,9 mg/kg, 10 uCi/ patkdny volt, i. v. beadva.

A vizelettel iirild metabolitok gazkromatografias analizisét TIM-al
detektalva a 18. abra mutatja és mint lathaté, 41 viszonylag jél elkiilonithetd
csucsot tudtunk detektalni a vizelet éteres extraktumabél. A gazkromatograf-
tomegspektrografias vizsgalat kisérleti paramétereit az V. tablazat mutatja.
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V. tablazat

A gazkromatograf-tomegspektrografids vizsgalat paraméterei

Gazkromatograf-tomegspektrograf JGC 20K + JMSD — 100

Oszlop 2 em X3 mm

Oszloptoltet 109%; PEG 20M; Gas-Chrom Q
100—120 mesh

Hélium dramldsi sebessége 2 kg/em?

Hémérsékletek

Injektor 270 °C

Oszlop ‘ 120—250 °C, 5 °C/perc

GC—MS | 250 °C

Erzékenység | 1x10-*

Vikuum 1% 105 Torx

Tonizdcios energia | 27 eV

A gazkromatografias elvalasztéssal szeparalédott komponensek tomegspektru-
maihél csak a brémot tartalmazé metabolitok analizisét végeztiik el szamito-
géppel. A GC/MS technikdval végzett vizsgalataink is alatamasztottak a
vékonyrétegen is identifikalt V-111, nor-V-111, p-brémbenzoesav és p-brém-
hippursav jelenlétét a patkanyok vizeletében. Ily médon sikeriilt azonban olyan
metabolitokat is valészintdsiteni, melyeket vékonyrétegen, referens anyag
hianyaban nem tudtunk identifikalni. Igy megtalaltuk a p-brémfenilacetont
valészintdsitd 212 témegszamid molekulaiont, valamint a 169 témegszamu
fragmens iont, ami az el6bbib6l a —COCH, leszakadasaval (—43) keletkezhet.
Mivel vékonyrétegen is azonositottuk a p-brémbenzoesavat, illetve a p-brom-
hippursavat, melyek az amfetamin metabolizmusanak is végtermékei — ter-
mészetesen a p-brom-szubsztiticié nélkiill — a reakeiéiit ismeretében a p-brom-
fenilaceton, mint koézti termék, jelen kell legyen a vizeletben (19. abra).
A p-brémfenilaceton redukciéja révén, mint a 19. dbra mutatja, kozti termék-
ként p-bréomfenilpropanol is keletkezhet. Ezt a vegyiiletet nem talaltuk meg
a vizeletben, viszont identifikaltuk a beléle vizkilépéssel keletkezd 196 tomeg-
szami fragmens iont (CyHyBr), ami a p-brémfenil-1-2-propénnel lehet azonos.
Megtalaltuk még a 170 témegszami (C,H,Br) fragmens iont, ami p-brém-
toluolnak felel meg. Ez a p-bromfenilecetsav dekarboxilalt végtermékeként
foghaté fel.

Vizsgalataink szerint tehat a V-111 {6 metabolikus dtja az N-demetildcio,
mely tovabbi enzimatikus atalakulasok révén p-brombenzoesavhoz, illetve p-
brémhippursavhoz vezet. Az eredményeket sszegezve mutatja a 19. dbra. Az
abran szereplé atalakulasi termékek, metabolitok kéziil bizonyitottuk a V-111,
a nor-V-111 a p-bréomfenilecetsav a p-brémfenilaceton jelenlétét a vizeletben
és vizsgalataink szerint kozti termékként joggal feltételezhetjilk a p-brém-
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fenilpropanolt is. Megtalaltuk és vékonyrétegen is bizonyitottuk a p-brém-
benzoesavat, illetve a b-brémhippursavat is a vizeletben. A vegyiilet f-hidroxi-
laciéja csak mint elviit szerepel a tablazatban, melynek lehet8ségét az amfeta-
min esetében masok bizonyitottak (Dring és mtsai 1966).

Az amfetamin metabolizmusa patkanykisérletekben kvalitative is eltér
a fenti képtdl, mivel annak & metabolikus itja a p-hidroxilacié. A p-hidroxi-
lalt termék patkanyban 609, -at teszi ki a vizelettel iiriil6 amfetamin metabo-
litoknak. A V-111 p-hidroxilaciéja a p-brémszubsztiticié miatt nem mehet
végbe, ezért a V-111 metabolizmusa, mint ezt bizonyitottuk, patkdnyban nem
az amfetaminhoz hasonléan toérténik. Ebben a speciesben is végbemegy

V1
. HCHO
mpumol/gfeh.

60

40+

20+

5 10 20 l.lO perc
[S1:1-10-“M
20. dbra. A (+)-V-111-metil-"'C demetilaciéjanak id6 fiiggése.
v
HCHO
mpumol/gfeh./perc
100+

50+

1 2 4 8 -104M
[S]

21. dbra. A (+)-V-111-metil-*'C demetildciéjanak szubsztralt fiiggése.
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elenyész6 mértékben a metilamfetamin N-demetilaciéja és oxidativ dezamina-
ciéja, azonban a p-halogenalt V-111 esetében ez f6 metabolikus dtta lép el8.

Kisérleteinkben in wvitro koriilmények kozott patkdnymaj mikroszéma-
preparatumon is megvizsgiltuk a V-111 N-demetildciéjat a vegyiilet metil-
jelzett médosulatainak segitségével. Kisérleteink azt mutattak, hogy a V-111
N-demetilaciéja in vitro kérilmények kozott idében 10 percig linearisan halad
(20. dbra). A reakci6 szubsztratfiiggését pedig a 21. abra mutatja.

Mivel a V-111-metil jelzett médosulataibél mind a sztereoizomerek, mind
a racem médosulat rendelkezésiinkre allott, kiilon is elvégeztiik azok N-deme-
tilaciés vizsgalatat. Az eredményeket 3 kiilonb6z8 szubsztrat koncentraciéban
a 22. abra mutatja. Az egyenesek egyenleteibél lathaté, hogy a (4 )-médosulat
N-demetilaciéja szignifikansan intenzivebb mint a (—)-izomeré. A racem
V-111 demetildciéja nem éri el a (+)-izomerét, azonban a kézottiik észlelt
kiilonbség nem szignifikans.

HCHO-3H |
mumol /g feherje/perc

1

70

—

30+

101

2 3

> -

—

(S)x10~-M
1) ap=6,331,9 a=1383*0,48  r=0,996 (+)-V-111-metil-4C

2) ag=0,87£0,46 ap =I471#048  r=0995 (¥-V-11-metil-*H
3) a0 =2,84%0,46 a1=5,13%0,42  r=0,979 (-)-V-11-metil-3H

22. gbra. A V-111-metil jelzett sztereoizomerjeinek N-demetildciéj. Az 1. és 3. sz. egyenes
kozott az eltérés szignifikans; p < 0,05. A statisztikai elemzést Student t-teszttel végeztiik

Mivel a V-111 el6kezelés patkanyon fokozza a vegyiilet, illetve metabo-
litjainak vizeletiiriilését, megvizsgaltuk azt is, hogyan befolyasolja az el6-
kezelés a méajmikroszéma-frakei6 N-demetilaciés aktivitasat. A 23. dbra azt
mutatja, hogy az N-demetilacié6 id6ben fokozédik és harom hét milva mar
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102 mumol/gfeh./perc

1 ' Ib ' 2|0 napok

23. dbra. A (+)-V-111-metil-"*C N-demetiliciéja a vegyiilettel el6kezelt patkdnyok mdj-

mikroszéma preparatumadn. Az el6kezelés sordn az édllatok naponta 15 mg/kg inaktiv V-111-et

kaptak s.c. (a dekapitdlast egy 6raval megelézden is). A (+)-V-111-metil-"C koncentrdciéja
8 - 10—*M volt a demetildaciés médiumban

a kezdeti aktivitas mintegy haromszorosara né. A V-111 kezelés tehat fokozza
a maj mikroszomalis allomanyanak N-demetilaciés aktivitasat, ezzel sajat
metabolizmusat is.

Bar az amfetamin gyengébb pszichostimuldns mint a metilamfetamin,
az N-demetilacié fokozédasanak kronikus V-111 kezelés soran nyilvanvaléan
nines befolyasa a vegyiilet kézponti idegrendszeri zavart okozé hatasaban
észlelt toleranciahoz, hiszen az id@ben is gyorsabban kialakul annal. A tole-
rancia oka ugyanis abban all, hogy a V-111 kiiiriti az els§ kezelés soran a szero-
tonin raktarakat, megsziinteti tehat a szerotonin felszabadulasahoz kotott
hatasokat, majd ezt kovetSen a szerotonerg rendszer tartés valtozasaihoz ve-

zet (Magyar és mtsai 1975d; 1976a).

VI. tablazat

Az emberi maj és patkdnymdj mikroszéma prepardtum N-demetildciés aktivitdasa in vitro kisérletekben
kiilonboz6 szubsztratkoncentrdacié mellett

F v A]it‘ivité; n’liun‘;olig fehérje/pe;c
Species =
i 1x10-M ‘ 2x10-M | 43¢10-4M
‘ 7 TR T i =
Emberi madj 28,88 +0,7* 48,72+14 96,07+1,3
Patkényméj 18,304+-2,7 40,23 £3,1 | 86,40-+9.65

Szubsztrat: (- )-V-111-metil-14C.
A statisztikai értékelést Student t-teszttel végeztiik.
* p < 0,05.

Emberen a metilamfetamin metabolizmusa eltér a patkanyon észlelte-
kétél, mivel itt a f6 metabolikus 1t eleve az N-demetilacié (Dring és mitsat
1966). Ezért megvizsgaltuk, hogy a human majmikroszéma fehérjére vonat-
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koztatott N-demetilaciés aktivitasa hogyan viszonylik a patkanyban észlelt
N-demetilaciés aktivitasahoz V-111 szubsztrat esetén.

Kisérleteink szerint (VI. tablazat) a kezeletlen human és patkany maj-
mikroszéma preparatum fehérjére vonatkoztatott aktivitasa in vitro kisérle-
tekben csak az alacsony szubsztratkoncentracié esetében tér el szignifikansan
egymastol. Ilyenkor a human majmikroszéma N-demetilaciés aktivitasa meg-
haladja a patkany majmikroszéomaét.

Osszefoglalds

A p-Br-metilamfetamin (V-111) radioaktiv jelzett médosulatainak segit-
ségével vizsgaltuk a vegyiilet szervezetbeni sorsat egér- és patkanykisérle-
tekben. Egésztest autoradiografias vizsgalatokkal és kvantitativ folyadék
szeintillaciés méréssel egérkisérletekben megallapitottuk, hogy a vegyiilet
gyorsan felszivédik és a vérbdl gyorsan penetral a szévetekbe. A kozponti ideg-
rendszerben a metilamfetamin koncentraciéjat meghaladé szintet ér el, és
lassabban is hagyja el a kézponti idegrendszert. Differencial centrifugalassal
bizonyitottuk, hogy a V-111 a metilamfetaminnal és az o-brém-metilamfeta-
minnal (V-104) jobban kétédik a patkanyagy mitochondrialis és mikroszomalis
frakciéjahoz. A kotddés intenzitasa a vegyiilet lipoidoldékonysagaval aranyos.
V-111 ill. metabolitjai féleg a vizelettel iiriilnek, de megtalalhatéak a széklet-
ben is, s6t a molekula dezintegraciéja kovetkeztében az oldallanc 3-as-14-C-jel-
zése esetében kevés mennyiségi radioaktiv CO, jelenik meg a kilégzett leve-
gbben is. A vizeletben iiriil§ metabolitok radiokromatografias és gazkromato-
graf-tomegspektrometrias elemzésével bizonyitottuk, hogy a V-111 kis részben
valtozatlan formaban iiriil, de megtalaltuk a vizeletben'a demetilalt V-111-et,
a p-bromfenilacetont (kézvetve bizonyitottuk a p-brémfenilpropanol eléfordu-
lasat), a p-brémbenzoesavat és a p-brémhippursavat is. Az amfetaminnak és
metil szarmazékanak f§ metabolikus ttja patkinyban a p-hidroxilacié, ami a
p-halogenalt V-111 esetében nem megy végbe. Ezért a patkanyban az amfeta-
min esetében csak masodlagos jelentdségii it (demetilacié, oxidativ dezamina-
ci6) a V-111 8 lebontasi ttjava valik ebben a speciesben. In vitro kisérle-
tekben is bizonyitottuk a V-111 intenziv demetilacigjat. Tartés kezelés sordn
patkanykisérletekben né a demetilaciés aktivitas.

IRODALOM

Dring, L. G., Smith, R. L. és Williams, R. T.: J. Pharm. Pharmacol. 18, 402 (1966).

Ehrenpreis, S., Fleisch, J. H. és Mittag, T. W.: Pharmacol. Rev. 21, 131 (1969).

Knoll, J., Ecseri, Z., Kelemen K. Nievel, J. és Knoll, Berta: MTA V. Oszt. Kézl., 15, 231 (1964).

Knoll, J., Ecseri, Z., Kelemen, K., Nievel, J. és Knoll, Berta: Arch. Int. Pharmacodyn., 15
154 (1965a).

Knoll, J., Vizi, E. S. és Ecseri, Z.: MTA V. Oszt. Kozl. 15, 413 (1965b).

7* Orvostudomdny 28, 1977



100 MAGYAR TEKES—ZOLYOMI - SZUTS—KNOLL

Knoll, J., Vizi, E. S. és Ecseri, Z.: Arch. Int. Pharmacodyn. 159, 442 (1966).

Knoll, J., Vizi, E. S., Knoll, Berta és Somogyi, Gy.: MTA V. Oszt. Kozl. 18, 35 (1967).

Knoll, J.: In: Amphetamines and Related Compounds, (Eds.: Costa, E. és Garattini, S. (Raven
Press, New York, 761 (1970).

Knoll, J. és Vizi, E. S.: Pharmacology, 4, 278 (1970a).

Knoll, J. és Vizi, E. S.: Pharm. Res. Comm. 2, 67 (1970).

Knoll, J., Vizi, E. S. és Knoll, Berta: Acta Physiol. Hung. 37, 151 (1970).

Knoll, J. és Magyar, K.: In: Third Int. Meeting of Int. Soc. for Neurochem. Budapest, Abstr.,
p- 231 (1971).

Knoll, J. és Magyar, K.: In: Monoamine Oxidases — New Vistas (Eds: Costa. E. és Sandler
M.) Adv. Biochem. Psychopharmacol. 5, Raven Press, New York, 393 (1972a).

Knoll, J. és Magyar, K.: Orvostudomadny, 23, 87 (1972b).

Knoll, J., Vizi, E. S. és Magyar, K.: In: Recent Development of Neurobiology in Hungary, 3,
(Ed.: Lissik, K.) Akadémiai Kiad6, Budapest, p. 167 (1972a).

Knoll, J., Magyar, K. és Vizi, E. S., Knoll, Berta, Térok, T. és Jona, Gabriella: Orvostudomdny,
23, 99 (1972b). )

Knoll, J., Magyar, K., Vizi, E. S., Térok, T., Satory, Eva és Jona Gabriella: In: Symp. on
Pharmacologycal Agents and Biogenic Amines in the Central Nervous System, (Ed:
Magyar, K.) Akadémiai Kiadé, Budapest, p. 13 (1973).

Knoll, J., Magyar, K., Makleit, S. és Zélyomi, G.: Orvostudomény, 26, 111 (1975a).

Knoll, J., Magyar, K. és Zélyomi, G.: Acta Physiol. Hung. 46, 163 (1975b).

Knoll, J.: In: Monoamine Oxidase and its Inhibition, Ciba Foundation Symp., Elsevier,
Amsterdam, 39, 135 (1976).

Magyar, K.: Orvostudominy, 19, 341 (1968).

Magyar, K. és Knoll, J.: Acta Physiol. Hung. 37, 150 (1970).

Magyar, K., Satory, Eva, Zsilla, Gabriella és Knoll, J.: In: Seventh Meeting of the Federation
European Biochemical Soc., Varna, Abstr. No. 847 (1971).

Magyar, K.: Activ nerv. sup., Praha, 14, 4 (1972).

Magyar, K., Sdtory, Eva, Jéna, Gabriella és Knoll, J.: Acta Physiol. Hung. 41, 356 (1972)

Magyar, K.: Acta Morph. Hung. XIV. Suppl. p. 142 (1973).

Magyar, K. és Knoll, J.: In: Fourth Int. Meeting of the Int. Soc. for Neurochem. Tokyo,
Abstr., 489 (1973).

Magyar, K. és Knoll, J.: In: Fifth Congr. of the Polish Pharmacol. Soc. Szczecin, Abstr. p. 35
(1975a).

Magyar, K. és Knoll, J.: In: Sixth Int. Congr. of Pharmacology Helsinki, Abstr. No. 371
(1975b).

Magyar, K. é)s Knoll, J.: In: Fifth Int. Meeting of the Int. Soc. for Neurochem. Barcelona,
Abstr. No. 444 (1975c).

Magyar, K. és Knoll, J.: Polish J. of Pharm. and Pharmacy. Suppl. 27, 139 (1975d).

Magyar, K., Hajnal, L. és Knoll, J.: In: Second Cong. of the Hung. Pharmacol. Soc. 3, Mono-
aminergic Mechanisms in the Central Neurvous System. (Ed.: Magyar, K.) Akadémiai
Kiadé, Budapest, 1976a).

Magyar, K., Zsilla, Gabriella és Knoll, J.: In: Second Congr. of the Pharmacol. Soc., 1, Symp.
on Analgetics. (Ed.: Vizi, E. S.) Akadémiai Kiad6, Budapest, p. 30 (1976b).

Nash, T.: Biochem. J., 55, 416 (1953). :

Schanker, L. S.: Ann. Rev. Pharmacol, 1, 29 (1961).

Snyder, S. S. és Bennett, J. P.: Ann. Rev. Physiol. 38, 153 (1976).

Sutherland, E. W., Cori, C. F., Haynes, R. és Olsen, N. S.: J. Biol. Chem., 180, 825 (1949).

Thompson, J. A. és Holtzman, J. L.: J. Pharmacol. Exp. Ther. 186, 640 (1973).

Ullberg, S.: Acta Radiol. Suppl. 18, 1 (1954).

KOSZONETNYILVANITAS

A dolgozatban talalhaté statisztikai értékelést és szamitogépes analizist
a Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem Szamitastechnikai Csoportjaban
dr. Kanydr Béla végezte, amiért ezittal is koszonetiinket fejezziik ki. K6szo-
net illeti Oszvald Editet és Knippel Agostonnét a technikai munkéaban vals
gondos kozremiiksdésiikért.

Orvostudomdny 28, 1977



	28. kötet / 1. sz.�������������������������
	MAGYAR KÁLMÁN, TEKES KORNÉLIA, ZÓLYOMI GÁBOR és KNOLL JÓZSEF: A para-bróm-metilamfetamin (V-111) sorsa a szervezetben����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������

	Oldalszámok������������������
	75���������
	76���������
	77���������
	78���������
	79���������
	80���������
	81���������
	82���������
	83���������
	84���������
	85���������
	86���������
	87���������
	88���������
	89���������
	90���������
	91���������
	92���������
	93���������
	94���������
	95���������
	96���������
	97���������
	98���������
	99���������
	100����������


