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Bevezetés 

 
Az emberiség régóta használ kábító hatású szereket, melyek 

közül talán a legismertebb az opioidok családjába tartozó morfin. Az 

opioidok élettani hatásukat, melyek közül a legjelentısebb a 

fájdalomcsillapító hatásuk, az opioid receptorokon keresztül fejtik ki. 

Az opioid receptoroknak 3 fı típusát (µ, δ, κ) különböztethetjük meg 

az egyes ligandokhoz való eltérı affinitásuk alapján. Mindhárom 

receptor típus esetén egy-egy gént izoláltak, elsıként a δ-opioid 

receptor génjét klónozták. Mindhárom receptor típus esetén 

feltételezik további altípusok létezését. A δ-opioid receptor esetén 

két (δ1 és δ2) altípust különítenek el farmakológiai kísérletek 

eredményei alapján. δ1-szelektív ligandok az agonista DPDPE és az 

antagonista BNTX, δ2-szelektív ligandok az agonista deltorfin-II és 

az antagonista naltriben.  

Az egyes receptor típusok eloszlása az idegrendszer 

különbözı területein eltérı. Az agy területén belül az egyes opioid 

receptorok eloszlása nem egyenletes, vagyis az egyes agyi struktúrák 

esetén a µ:δ:κ arány szintén eltérı, jelezve ezzel eltérı élettani 

szerepüket. Mindhárom receptor típus megtalálható a neocortex, a 

nucleus accumbens és az amygdala területén. A µ-receptorok 

elıfordulnak a talamusz, a locus coeruleus területén és a gerincvelı 

dorzális szarvában is. A δ-receptorok specifikus területei a bulbus 

olfactorius és a striatum, míg a κ-receptorok a hipofízis, a 

tobozmirigy és a hipotalamusz területén lokalizálódnak legnagyobb 

mennyiségben.  
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Az opioid receptorokkal kapcsolatos kutatások 

középpontjában napjainkban a δ-opioid receptorok állnak. Ez azzal 

magyarázható, hogy a δ-opioid receptorok a µ-opioid receptorokhoz 

hasonlóan analgetikus hatást közvetítenek, ugyanakkor a δ-

specifikus ligandok kevesebb mellékhatással bírnak, mint például a 

jól ismert µ-specifikus morfin. Emellett igény van nagy 

szelektivitású δ-opioid antagonisták kifejlesztésére, amelyekkel 

egyrészt a farmakológiai hatások specifitása vizsgálható. Másrészt, 

mint kutatási eszközök felhasználhatók a receptorok vizsgálatára, 

ugyanis az agonisták esetében az eltérı G-protein kapcsoltsági 

állapotból adódóan a receptoroknak eltérı affinitási állapotai vannak, 

amelyek megnehezítik a kísérleti eredmények értékelését. Schiller és 

munkatársai nevéhez főzıdik egy olyan új δ-opioid antagonista 

család felfedezése, ahol a kettes helyzetben Tic-csoportot (1,2,3,4-

tetrahidroizokvinolin-3-karboxilsav) építettek be. A családhoz 

tartozó leghatékonyabb analóg egy mind vizes, mind puffer oldatban 

stabil, ám szerves oldószerben átalakuló tetrapeptid, az ún. TIPP 

(Tyr-Tic-Phe-Phe-OH) volt. Késıbb ezt a vegyületet módosították és 

számos TIPP-analógot szintetizáltak. Annak érdekében, hogy 

terápiás szempontból is hatékony TIPP-analógokat állítsanak elı, β-

metil-aminosavakat építettek be. Így konformációsan gátolt (metil 

csoport miatt), enzimatikus hatással szemben ellenállóbb (β-

aminosav miatt) vegyületeket kaptak. A β-metil-aminosavak 

beépítése után jelentıs változásokat tapasztaltak a ligandumok 

receptor szelektivitásában és agonista/antagonista karakterében. A 

TIPP-analógok közül a Tyr-Tic-(2S,3R)-βMePhe-Phe-OH mutatta a 
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legnagyobb affinitást a δ-opioid receptorokhoz, míg ezen ligand µ- 

és κ-opioid receptorokhoz való affinitása elhanyagolható volt. A 

SZBK Izotóp Laboratóriumában szilárdfázisú peptid szintézissel Dr. 

Tóth Géza vezetésével állították elı a TIPP-analógot, majd 

katalitikus halogénezéssel elkészítették ezen ligand tríciált formáját 

is. 
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Célkitőzés 

 

Munkánk során célul tőztük ki: 

• az új radioligand, a [3H]Tyr-Tic-(2S,3R)-β-MePhe-Phe-OH 

karakterizálását:  

o a szerkezetmódosítás affinitásra és szelektivitásra 

gyakorolt hatásainak vizsgálatát in vitro 

radioligand kötési kísérletekben, 

o az új radioligand kötıhelyeinek vizualizálását 

receptor autoradiográfiás kísérlettel, 

• intrathecalisan adott Tyr-Tic-(2S,3R)-β-MePhe-Phe-OH 

antinociceptiv hatásának tanulmányozását farok elrántási 

tesztben és a ligand in vivo altípus-specifitásának 

vizsgálatát, 

• a ligand agonista/antagonista jellegének és specifitásának 

vizsgálatát  ligand-stimulált [35S]GTPγS funkcionális 

méréssel in vitro, 

• a hipotetikus δ1- és δ2-opioid receptorok detektálására 

alkalmas körülmények beállítását in vitro 

• a ligand lehetséges in vitro δ-altípus specifitásának 

tanulmányozását 

 

patkány agyi-, vad típusú- és δ-opioid receptor knock-out (DOR-KO)  

egér agyi-, és humán δ-opioid receptorokat overexpresszáló CHO 

(Chinese Hamster Ovary) sejt (hDOR-CHO) membránokban. 
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Eredmények összefoglalása 

 

Radioligand kötési kísérletekben meghatároztuk a tríciált 

TIPP-analóg kinetikai paramétereit asszociációs és disszociációs 

kísérletekkel, majd kiszámoltuk a radioligandra jellemzı egyensúlyi 

disszociációs állandó, KD értéket patkány agyban, amely 0,64 nM 

volt. 

Egyensúlyi kötési méréseink során patkány-, vad típusú és 

DOR-KO egér agyban, továbbá hDOR-CHO sejtmembránban 

határoztuk meg a radioligandra jellemzı kötési paramétereket, a KD 

és Bmax értékeket Patkány és vad típusú egér agyban, továbbá hDOR-

CHO membránban is azt tapasztaltuk, hogy a KD érték 

szignifikánsan 4-, illetve 7-szeresére csökken 100 mM Na+ 

jelenlétében, vagyis mindhárom rendszerben igazoltuk a ligand 

antagonista jellegét. DOR-KO egér agyban nem kaptunk specifikus 

kötést a TIPP-analóggal.  

Kompetíciós kísérleteink során a tríciált TIPP-analógot 

jelöletlen µ-, δ- és κ-specifikus ligandok növekvı koncentrációjával 

szorítottuk le a receptorról patkány- és egér agyi membránban. 

Meghatároztuk az inhibíciós állandó,  Ki értékét,, amely fordítottan 

arányos a jelöletlen ligandnak a radioligand kötıhelyeihez mutatott 

affinitásával . Az összes, általunk használt δ-specifikus ligand esetén 

a Ki értékek nanomoláros nagyságrendőek voltak, míg a µ- és κ-

specifikus ligandok esetén nagyságrendekkel nagyobb Ki értékeket 

határoztunk meg, ami egyértelmően igazolja azt, hogy a TIPP-analóg 

δ-specifikus ligand. Igazoltuk továbbá azt is, hogy az eredeti TIPP 
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ligandhoz képest a szerkezetileg módosított TIPP-analóg kb. 7-, 

illetve 3-szor potensebb volt patkány, illetve egér agyban.  Az új 

TIPP-analóg hatékonyabban szorította le a radioligandot egér agyi 

membránban, mint a többi vizsgált δ-specifikus ligand, aminek egyik 

lehetséges magyarázata, hogy a TIPP-analóg más 

receptorpopulációhoz is, esetleg más receptor altípushoz is kötıdik.  

Ezen eredményeink felvetették a δ-receptor altípusok in vivo 

és in vitro vizsgálatának lehetıségét az adott TIPP-analóggal. 

Farmakológiai kísérleteink során az intrathecalisan adott, 

hipotetikusan δ1-szelektív agonista DPDPE, a δ2-szelektív Ile5,6-

deltorfin II és a µ-specifikus DAMGO antinociceptiv hatását 

gátoltuk ismert specifitású, illetve az új δ-antagonistával  patkány 

farok elrántási teszt során. Azt tapasztaltuk, hogy a TIPP-analóg 

hatékonyan blokkolta a DPDPE hatását anélkül, hogy az Ile5,6-

deltorfin II vagy a DAMGO hatását szignifikánsan befolyásolta 

volna. Ezen eredményeink arra utalnak, hogy a TIPP-analóg δ1-

szelektív antagonistaként viselkedik in vivo. 

Megvizsgáltuk a tríciált TIPP-származék által jelölt 

kötıhelyek eloszlását patkány-, vad típusú és DOR-KO egér agyi 

koronális metszeteken, majd összehasonlítottuk azt a δ2-szelektív 

Ile5,6-deltorfin II által jelölt kötıhelyek eloszlásával. Azt 

tapasztaltuk, hogy mind patkány-, mind vad típusú egér agyi 

metszeteken a TIPP-analóg kötıhelyeinek eloszlása jó egyezést 

mutat a szakirodalomból ismert δ-opioid receptorok eloszlásával. 

Vad típusú egér agyban szignifikáns különbség nem volt 

detektálható a két, farmakológiai kísérletekben eltérı δ-szelektivitást 
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mutató radioliganddal jelölt kötıhelyek eloszlása között. Érdekes 

azonban megjegyezni, hogy DOR-KO egér agyban egyik 

radioliganddal sem tudtunk specifikus jelet detektálni, ami arra utal, 

hogy a δ-opioid receptor gén mindkét altípust kódolja. 

Ligand-stimulált [35S]GTPγS kísérleteink során igazoltuk, 

hogy vad típusú egér agyi membránban a TIPP-analóg 

koncentrációfüggı módon gátolja a DPDPE-által indukált G-protein 

aktivációt, míg a µ-specifikus DAMGO hatását szignifikánsan nem 

befolyásolja. Ez arra utal, hogy a TIPP-analóg hatékony δ-

antagonistaként viselkedik. Ezek után összehasonlítottuk a TIPP és 

az új TIPP-analóg antagonista karakterét ismert δ-opioid receptor 

altípus specifikus antagonistákkal vad típusú egér agyi- és hDOR-

CHO membránokban. Kísérleteink során δ1 és δ2-szelektív agonisták 

hatását blokkoltuk fix koncentrációjú antagonistákkal, majd   

meghatároztuk az adott antagonistára jellemzı Ke értéket, amely 

fordítottan arányos az antagonista hatékonyságával.  

Vad típusú egér agyban a δ1-szelektív DPDPE-vel szemben a 

TIPP-analog Ke értéke közelebb állt a δ1-szelektív BNTX értékéhez, 

míg a δ2-szelektív agonistával szemben a δ2-szelektív naltribenhez 

volt közelebb, ami felveti annak lehetıségét, hogy az agonista 

szelektivitása befolyásolja a TIPP-analóg antagonista potenciálját.. 

Fontos azonban megjegyezni, hogy a δ2-szelektív naltriben a δ1- és 

δ2-agonistát hatékonyabban szorította le, mint a δ1-szelektív BNTX 

mindkét rendszerben.  Ezen eredményeink arra utalnak, hogy a δ-

opioid receptor altípusok elkülönítésére az alkalmazott és jelenleg 
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hozzáférhetı in vitro módszerek nem alkalmasak, ami felveti új in 

vitro módszerek szükségességét. 

 



 10 

Konklúziók 

 

A [3H]Tyr-Tic-(2S,3R)-β-MePhe-Phe-OH in vitro receptoriális és in 

vivo farmakológiai jellemzése során kimutattuk, hogy: 

• az új radioligand az alapvegyületnél 4-7-szer nagyobb 

affintású (KD = 0,64 nM), 

• a ligand δ-specifikus kompetíciós kísérleteink alapján, 

• a radioligand által jelölt receptorok eloszlása hasonló 

mintázatot mutat egér és patkány agyban, amely mintázat 

jól megegyezik a δ-opioid receptorok ismert eloszlásával, 

de nem mutat altípus specifitást, 

• a ligand δ-opioid antagonistaként kötıdik in vitro patkány – 

és egér agy, valamint hDOR-CHO sejt membránban, 

• a TIPP-analóg hatékony δ-antagonistaként hat a G-protein 

mediált jelátvitelre in vitro, azonban altípus specifitás nem 

mutatgató ki sem egér agyban, sem a homogén δ-opioid 

receptorpopulációt expresszáló DOR-CHO sejtekben, 

• egérben végzett antinociceptiv kísérletekben a TIPP-

származék hatékonyan blokkolta a δ1-szelektív DPDPE 

hatását, míg a δ2- és µ-specifikus agonisták hatását nem 

befolyásolta, ami arra utal, hogy a Tyr-Tic-(2S,3R)-β-

MePhe-Phe-OH δ1-szelektív antagonistaként viselkedik in 

vivo. 
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