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Bevezetés

Az emberiség régota hasznal kabité hatasi szensledyek
kozul talan a legismertebb az opioidok csaladjab@z6 morfin. Az
opioidok élettani hatasukat, melyek kozil a legjtisebb a
fajdalomcsillapité hatasuk, az opioid receptorokeresztil fejtik ki.
Az opioid receptoroknak Jftipusat g, 8, ) kildnbdztethetjik meg
az egyes ligandokhoz val6 eliérffinitasuk alapjanMindharom
receptor tipus esetén egy-egy gént izolaltakékélst a d-opioid
receptor génjét klénoztdk. Mindharom receptor tipasetén
feltételezik tovabbi altipusok |étezését. dPopioid receptor esetén
két @, és §,) altipust kilonitenek el farmakologiai kisérletek
eredményei alapja;-szelektiv ligandok az agonista DPDPE és az
antagonista BNTX§,-szelektiv ligandok az agonista deltorfin-Il és
az antagonista naltriben.

Az egyes receptor tipusok eloszlasa az idegrendszer
kilénbod teriiletein eltés. Az agy tertletén belll az egyes opioid
receptorok eloszlasa nem egyenletes, vagyis azseqyg struktlrak
esetén au:0:k ardny szintén eltdr jelezve ezzel eltér élettani
szerepuket. Mindharom receptor tipus megtalalhat®acortex, a
nucleus accumbens és az amygdala terlleténu-mceptorok
eléfordulnak a talamusz, a locus coeruleus teriiletea §erincvel
dorzalis szarvaban is. A-receptorok specifikus teriletei a bulbus
olfactorius és a striatum, mig a&-receptorok a hipofizis, a
tobozmirigy és a hipotalamusz teriletén lokalizabik legnagyobb

mennyiségben.



Az opioid receptorokkal kapcsolatos kutatasok
kdzéppontjaban napjainkbandeopioid receptorok allnak. Ez azzal
magyarazhaté, hogy &opioid receptorok a-opioid receptorokhoz
hasonléan analgetikus hatast kozvetitenek, ugyamak& -
specifikus ligandok kevesebb mellékhatassal birnakt példaul a
jél ismert p-specifikus morfin. Emellett igény van nagy
szelektivitasu 3-opioid antagonistédk kifejlesztésére, amelyekkel
egyrészt a farmakoldgiai hatdsok specifitasa vinsdgd. Masrészt,
mint kutatasi eszkozok felhasznalhatok a receptaniakgalatara,
ugyanis az agonistak esetében az @It&-protein kapcsoltsagi
allapotbél adéddan a receptoroknak éltgffinitasi allapotai vannak,
amelyek megnehezitik a kisérleti eredmények értskel Schiller és
munkatarsai nevéheziZsdik egy olyan Ujd-opioid antagonista
csalad felfedezése, ahol a kettes helyzetben Bipertot (1,2,3,4-
tetrahidroizokvinolin-3-karboxilsav) épitettek beA csaladhoz
tartozé leghatékonyabb analdg egy mind vizes, rpinfter oldatban
stabil, am szerves oldoszerben atalakul6 tetraghepz Gn. TIPP
(Tyr-Tic-Phe-Phe-OH) volt. Kébb ezt a vegytletet médositottak és
szamos TIPP-analdgot szintetizaltak. Annak érdakébbogy
terapias szempontbdl is hatékony TIPP-analogokissarak &, 3-
metil-aminosavakat épitettek be. igy konformaciosgtolt (metil
csoport miatt), enzimatikus hatassal szemben dlidia (B-
aminosav miatt) vegyuleteket kaptak. A&-metil-aminosavak
beépitése utan jeléist valtozasokat tapasztaltak a ligandumok
receptor szelektivitisdban és agonista/antagokistakterében. A

TIPP-analégok kézil a Tyr-Tic-&3R)-BMePhe-Phe-OH mutatta a



legnagyobb affinitast &-opioid receptorokhoz, mig ezen ligape
és k-opioid receptorokhoz vald affinitdsa elhanyagathablt. A
SZBK Izotép Laboratériumaban szilardfazisu peptitht®zissel Dr.
Toth Géza vezetésével Allitottak6ela TIPP-analégot, majd
katalitikus halogénezéssel elkészitették ezen digaicialt formajat

is.



Célkitiizés

Munkénk soran célufiztik ki:

« az (j radioligand, a®H]Tyr-Tic-(2S3R)--MePhe-Phe-OH
karakterizalasat:

0 a szerkezetmoédositas affinitdsra és szelektivitasra
gyakorolt hatdsainak vizsgalatatin  vitro
radioligand kotési kisérletekben,

o az U radioligand kd&helyeinek vizualizalasat
receptor autoradiografias kisérlettel,

e intrathecalisan adott Tyr-Tic-(53R)-B-MePhe-Phe-OH
antinociceptiv hatasanak tanulmanyozasat faroknglsh
tesztben és a ligandin vivo altipus-specifitasanak
vizsgalatat,

* a ligand agonista/antagonista jellegének és spisdfnak
vizsgalatat  ligand-stimulalt *§S]GTP/S funkcionalis
méréssein vitro,

e a hipotetikus 3,- és 5,-opioid receptorok detektalasara
alkalmas koriilmények bedllitasatvitro

 a ligand lehetségesn vitro &-altipus specifitasanak

tanulmanyozasat

patkany agyi-, vad tipusu- ésopioid receptor knock-out (DOR-KO)
egér agyi-, és humadropioid receptorokat overexpresszal6 CHO
(Chinese Hamster Ovary) sejt (h(DOR-CHO) membranokba



Eredmények o0sszefoglalasa

Radioligand kotési kisérletekben meghataroztuk ieiatt
TIPP-analég kinetikai paramétereit asszociaciosdisszociacios
kisérletekkel, majd kiszamoltuk a radioligandrdejelzd egyensulyi
disszociaciés allando, Kértéket patkany agyban, amely 0,64 nM
volt.

Egyensulyi kotési méréseink soran patkany-, vadstipés
DOR-KO egér agyban, tovabba hDOR-CHO sejtmembranban
hataroztuk meg a radioligandra jellefnizdtési paramétereket, aK
és By értékeket Patkany és vad tipusu egér agyban, bédvabOR-
CHO membranban is azt tapasztaltuk, hogy a I€rték
szignifikansan 4-, illetve 7-szeresére csokken 1®® Na'
jelenlétében, vagyis mindharom rendszerben igazolu ligand
antagonista jellegét. DOR-KO egér agyban nem k&pspecifikus
kotést a TIPP-analéggal.

Kompeticios kisérleteink soran a tricialt TIPP-agak
jeléletlenp-, 8- ésx-specifikus ligandok ndévekvkoncentraciéjaval
szoritottuk le a receptorrdl patkdny- és egér aggmbranban.
Meghataroztuk az inhibiciés allandé,; &tékét,, amely forditottan
aranyos a jeldletlen ligandnak a radioligandékétyeihez mutatott
affinitasaval . Az 6sszes, altalunk hasziadpecifikus ligand esetén
a K, értékek nanomolaros nagysagriéekl voltak, mig au- és k-
specifikus ligandok esetén nagysagrendekkel nagyqbértékeket
hataroztunk meg, ami egyértdlen igazolja azt, hogy a TIPP-analég

d-specifikus ligand. Igazoltuk tovabba azt is, hagyeredeti TIPP



ligandhoz képest a szerkezetileg modositott TIPRégnkb. 7-,
illetve 3-szor potensebb volt patkany, illetve egéyban. Az (j
TIPP-analég hatékonyabban szoritotta le a radiotigh egér agyi
membranban, mint a tébbi vizsgéispecifikus ligand, aminek egyik
lehetséges magyarazata, hogy a TIPP-analdg mas
receptorpopulaciéhoz is, esetleg mas receptonshiqe is kaidik.

Ezen eredményeink felvetettékdaeceptor altipusokn vivo
és in vitro vizsgéalatanak lehéségét az adott TIPP-anal6ggal.
Farmakologiai kisérleteink soran azntrathecalisan adott,
hipotetikusan ;-szelektiv agonista DPDPE, &-szelektiv 118
deltorfin 1l és a p-specifikus DAMGO antinociceptiv hatasat
gatoltuk ismert specifitasq, illetve az 8jantagonistaval patkany
farok elrantasi teszt soran. Azt tapasztaltuk, hagyIPP-analdg
hatékonyan blokkolta a DPDPE hatasat anélkiil, hagylle*®
deltorfin Il vagy a DAMGO hatasat szignifikansanfdlgasolta
volna. Ezen eredményeink arra utalnak, hogy a TdR&ég d;-
szelektiv antagonistaként viselkedtkvivo.

Megvizsgéltuk a tricialt TIPP-szarmazék A&ltal jelol
kotdhelyek eloszlasat patkany-, vad tipusi és DOR-Kér eqyi
korondlis metszeteken, majd dsszehasonlitottukaagi-szelektiv
lle>Cdeltorfin 1l &ltal jeldlt kothelyek eloszlasaval. Azt
tapasztaltuk, hogy mind patkany-, mind vad tipuggéreagyi
metszeteken a TIPP-analdg &ielyeinek eloszlasa j6 egyezést
mutat a szakirodalombdl ismestopioid receptorok eloszlaséaval.
Vad tipust egér agyban szignifikans kilénbség neoit v

detektalhat6 a két, farmakoldgiai kisérletekbear&lb-szelektivitast



mutaté radioliganddal jelolt kébelyek eloszlasa kozott. Erdekes
azonban megjegyezni, hogy DOR-KO egér agyban egyik
radioliganddal sem tudtunk specifikus jelet detktami arra utal,
hogy ad-opioid receptor gén mindkét altipust kédolja.

Ligand-stimulalt {°S]JGTP/S kisérleteink soran igazoltuk,
hogy vad tipusi egér agyi membranban a TIPP-analdg
koncentraciofiigg médon gatolja a DPDPE-altal indukalt G-protein
aktivaciot, mig au-specifikus DAMGO hatasat szignifikansan nem
befolydsolja. Ez arra utal, hogy a TIPP-analog Katg -
antagonistaként viselkedik. Ezek utan 6sszehastnkta TIPP és
az 0] TIPP-analég antagonista karakterét ismevpioid receptor
altipus specifikus antagonistakkal vad tipusu eggn- és hDOR-
CHO membranokban. Kisérleteink sokaréss,-szelektiv agonistak
hatasat blokkoltuk fix koncentraciéju antagonist@kk majd
meghatéaroztuk az adott antagonistara jelterikz értéket, amely
forditottan aranyos az antagonista hatékonysagaval.

Vad tipusU egér agybandg-szelektiv DPDPE-vel szemben a
TIPP-analog K értéke kdzelebb allt &-szelektiv BNTX értékéhez,
mig ad,-szelektiv agonistaval szembemaszelektiv naltribenhez
volt kozelebb, ami felveti annak leldségét, hogy az agonista
szelektivitasa befolyasolja a TIPP-analdég antaganmotencialjat..
Fontos azonban megjegyezni, hog$,szelektiv naltriben &;- és
d,-agonistat hatékonyabban szoritotta le, midt-azelektiv BNTX
mindkét rendszerben. Ezen eredményeink arra Wahmagy ad-

opioid receptor altipusok elkllonitésére az alkalotiaés jelenleg



hozzaférhet in vitro mdédszerek nem alkalmasak, ami felvetiinjj

vitro médszerek sziikségességét.



KonkllGziok

A [®H]Tyr-Tic-(2S,3R)-B-MePhe-Phe-OHn vitro receptoridlis éin

vivo farmakoldgiai jellemzése soran kimutattuk, hogy:

az (] radioligand az alapvegylletnél 4-7-szer nhagyo
affintasu (ks = 0,64 nM),

a ligandd-specifikus kompeticios kisérleteink alapjan,

a radioligand altal jeldlt receptorok eloszlasa omis
mintazatot mutat egér és patkany agyban, amelyamant
j6l megegyezik ad-opioid receptorok ismert eloszlasaval,
de nem mutat altipus specifitast,

a ligandd-opioid antagonistaként kédik in vitro patkany —
és egér agy, valamint hDOR-CHO sejt membranban,

a TIPP-analég hatékony-antagonistaként hat a G-protein
medialt jelatvitelrein vitro, azonban altipus specifitds nem
mutatgatdé ki sem egér agyban, sem a homagépioid
receptorpopuléciot expresszalé DOR-CHO sejtekben,
egérben végzett antinociceptiv kisérletekben a TIPP
szarmazék hatékonyan blokkolta &a-szelektiv  DPDPE
hatadsat, mig a@,- és u-specifikus agonistak hatdsat nem
befolydsolta, ami arra utal, hogy a Tyr-TiS@R)-B-
MePhe-Phe-OHp;-szelektiv antagonistaként viselkedik

vivo.
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