Doktori (PhD) értekezés tézisei
Ujonnan szintetizalt hibrid peptid szerkezetii nociceptin ligand-anal6gok
funkciondlis, biokémiai és farmakologiai jellemzése

Erdei Anna

TEMAVEZETOK:

Dr. Benyhe Sandor, Prof. Dr. Borsodi Anna

e
%, g
TUpoMANY

Magyar Tudoményos Akadémia
Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont

Biokémiai Intézet

Szegedi Tudoményegyetem
Elméleti Orvostudomanyok Doktori Iskola

Szeged
2019



BEVEZETES

1994-ben, a molekuléris klonozéssal feltd&rt MOP, DOP és KOP receptorok
strukturgjanak felfedezését kovetéen azonositottak egy addig ismeretlen, az opioid
receptorokhoz hasonlo receptort, amelyet ORL1-nek (“opioid receptor like 1) neveztek el. Az
ORLL1 receptort ,,orphan”, azaz ,,arva” receptorként is emlegették, mivel az endogén ligandjat
csak késobb, 1995-ben tudtak azonositani. A 17 aminosavbol allo peptidet, az akkor még tjnak
szdmitd forditott farmakoldgia megkdzelitést alkalmazva, két egymastol fliggetlen
kutatdcsoport fedezte fel. Akkor az ORL1 endogén ligandja az orphanin-FQ (OFQ), illetve
nociceptin nevet kapta. A peptid mai neve nociceptin, roviditése N/OFQ. A receptorat
nociceptin receptornak, NOP receptornak, vagy NOPr-nak nevezzik.

A NOP receptor a G-fehérje kapcsolt receptorok szupercsaladjaba és azon belil a Gi/Go
fehérjek csaladjaba tartozik. A NOP receptor cDNS-ét 6sszehasonlitva a klasszikus opioid
receptorok és mas GPCR-ek cDNS-ével azt talaltdk, hogy szdmos konzervalt aminosavat és
motivumot tartalmaz. A NOP receptor és az opioid receptorok egyes transzmembran domenjei,
aTM2, TM3 és a TM7 70% korlli homologiat mutattak, mig az intracellularis domén 3 (ICL3)
esetében az egyezés meghaladta a 80%-ot. Tovabbi hasonldsag, hogy mind a négy receptor
kotézsebe a TM hélixeken belll talalhato meg, ami azt jelenti, hogy az opioid peptidek és a
nociceptin ,,message” doménje (YGGF, ill. FGGF) is ide kotodik be.

Habar a NOP és a klasszikus opioid receptorok szerkezete nagyon hasonlo, farmakol6giali
homoldgiardl mégsem beszélhetlink, mivel a nem szelektiv, morfinvazas opioid antagonista
naloxon nem képes gatolni a NOPr-on medialt hatast. Tovabbéa az opioid receptorok endogén
peptidjei nem vagy csak nagyon gyengén kotédnek a NOPr-hoz, ahogy a klasszikus opioid
receptorok sem kotik a NOP receptor endogén ligandjat, a nociceptint (N/OFQ). A
szelektivitdsért az opioid endogén ligandok N-termindlisan talalhatd erdsen konzervalt
tetrapeptid szegmens tehet6 felel6ssé, amit ,,message” doménnek neveztek el. Schwyzer
hipotézise szerint a ,,message” domén hordozza azt az Uzenetet, hogy egy peptid opiat hatast
kozvetit-e, vagy sem, amig az ,,address” domén a cimzést tartalmazza, azaz, hogy a ligand a
MOP, DOP vagy KOP receptorhoz kétédik-e. Mivel a nociceptin ,,message” doménjének
Uzenetet hordoz, ami miatt a nociceptin csak nagyon gyengén tud a klasszikus opioid

receptorokhoz kotddni.



A NOP receptor és ligandja nem csak az idegrendszerben, hanem mas szdvetekben is
eléfordul. Szerepet jatszik a sziv- és érrendszer, valamint a vesefunkcidk szabalyzasaban,
illetve aktivalasan keresztul gatlodik a gasztrointesztindlis és a légzérendszer motilitasa.
Emellett immunomodulatorként is miikodik, igy szerepet jatszik a szepszis és az asztma

A NOP receptor és a nociceptin nagy mennyiségben megtalalhatdo az eléagyban, a
kdzépagyban, az agytorzsben és a gerincvel6 dorzalis és ventralis szarvaban. Megfigyelhet6ek
a fajdalommal és a jutalmazéassal kapcsolatos agyi régiokban is.

A fajdalom, a jutalmazas, a stressz és a szorongas mellett a NOP receptor és ligandja
szamos mas kozponti folyamatban is szerepet jatszik, mint példaul a tanulas, a memoria, és a
neuroendokrin szabalyozas.

Az N/OFQ hatasat elsdsorban két tényezd befolyasolja: a dozis és az adagolas modja. A
nociceptin i.c.v. adva, ragcsalokban hiperalgéziat és allodiniat okoz, és blokkoljaa MOP, DOP
és KOP receptorok fajdalomcsillapité hatasat. A gerincvel6ben az N/OFQ hatésa a dozistol
fugg: nagyon alacsony (femtomoléris) koncentraciokban pronociceptiv hatdst mutat, viszont
magasabb (nanomolaris) koncentraciokban fajdalomcsillapitd hatast. Emiatt ugy gondoljék,
hogy a NOP receptor medialta pronociceptiv hatas csak a szupraspinalisan adott NOP receptor
antagonistakkal gatolhato.

A morfin felfedezése 6ta szamos Uj opioid receptoron hatd farmakofort fejlesztettek ki
azzal a céllal, hogy kikuszdbdljék az opioid receptorokon hatd gyogyszerekre jellemz6 sulyos
és kellemetlen mellékhatasokat. Mivel a fajdalomcsillapitas szempontjabél a MOP receptor
jelenti a legfontosabb célpontot, igy elsésorban erre a receptorra fejlesztenek Uj hatdanyagokat.
Azonban ezek az Ujonnan létrehozott gyogyszerek is tobbé-kevésbé az opioid tipusd

hatéanyagokra jellemz6 nem kivant mellékhatasokat mutatjék (1. tblazat).

1. tblazat: MOP receptoron hat6 gydgyszerek és ezek gyakori mellékhatésai.

MOPr-on haté Gyakori mellékhatasok

gyogyszerek

Kodein szédulés, szedacid, l1égszomj, hanyinger, hanyas, izzadas,
székrekedeés

Fentanyl laz, 1égzési depresszio, hanyinger, hanyas, izzadas

Levorfanol hanyinger, hanyas, hangulatingadozas, viszketés, vizelési
nehézségek, székrekedés, borkilités

Meperidin fejfajas, szédilés, szedacio, hanyinger, hanyas, izzadas

Metadon eufdria, szedacio, l1égzési depresszio, miozis, bradikardia, fizikai
fiigglség

Morfin almossag, szédulés, szedacio, laz, szorongas, zavartsag, remeges,
izzadas, letargia, melegség érzet, légszomj, szajszarazség,
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székrekedés, hanyinger, hasmenés, anorexia, hasi és mellkasi
fajdalom, hanyas, vérszegénység, fehérvérsejtszam csokkenés,
borkitités, periférids 6déma

székrekedes, hanyinger, hanyas, aluszékonysag, szédulés,
viszketes, fejfajas, szajszarazsag, gyengeseq, izzadas, fejfajas, 1az,
székrekedes

hanyinger, hanyas, laz, aluszékonysag, viszketés, fejfajas,
szédulés, szekrekedés, zavartsag, hasmenés, almatlansag,
faradtsdg, etvagycsokkenés, hasi fajdalom

hanyinger, hanyas, székrekedeés, szajszarazsag, aluszékonyséag,
szédulés

Oxycodone

Oxymorphone

Tramadol

Az egy receptoron hatd gyogyszerek mellett 1éteznek kevert hatasu vagy bifunkcionalis
hatéanyagok is. Ezek a ligandok egynél tobb receptoron fejtik ki hatasukat. Ezektdl a
bifunkciondlis hatéanyagoktol azt reméljik, hogy a kedvezé hatasaik feler6sodnek, valamint
kevesebb és mersékeltebb mellékhatasokat mutatnak. Annak ellenére, hogy a jelenleg
forgalomban 1év6 bifunkcionalis opioid tipusu gyogyszerek mar enyhébb mellékhatasokat
mutatnak, még mindig nem tekinthet6ek teljesen biztonsagosnak, ugyanis tobbek kodzott a

fliggdség is megjelenik a hasznalatuk soran (2. tablazat).

2. tablazat: Kevert hatasu opioid hatéanyagok és mellékhatasaik.

Kevert hatasu opioid
agonistak/antagonistak

Hatas a receptorokon

Gyakoribb mellékhatasok

Buprenorfin

a MOPr-on parcialis
agonista, a NOPr, KOPr
és DOPr-on antagonista
hatés

fejfajas, almatlansag, fajdalom,
hanyinger, hanyas, székrekedes,
fokozott verejtékezés, szédulés,
aluszékonysag, szajszarazsag,
borkiités, kabitoszer-ablzus

KOPr-on agonista hatas

Butorfanol a MOPr-on antagonista, a | aluszékonysag, széduilés, hanyinger,
KOPr-on agonista hatds | hanyas, kabitdszer-abuzus
Nalbufine a MOPr-on antagonista, a | izzadas, zavartsag, hanyinger,

hanyas, szédilés, szajszarazsag,
fejfajas, kabitdszer-abuzus

Pentazocine

a MOPr-on antagonista, a
KOPr-on agonista hatas

hanyinger, hanyas, széddlés,
fejfajas, eufdria, kabitdszer-ablzus

Az opioid heterodimerek felfedezése Ota egyre tobb kutatocsoport foglalkozik olyan

bifunkcionalis és bivalens ligandok fejlesztésével, amelyek az opioid receptorokat célozzak

meg, ugyanis Szamos

kutaté ugy Véli, hogy egyes betegségek kezelésében egy

gyégyszerkoktélnal sokkal hatékonyabb megoldast jelenthetnek a multitarget ligandok. Ennek



az az oka, hogy egyetlen ligand, mely tobb terapias célpontot céloz meg, kevesebb mellékhatast
okozhat ¢s altaluk hatékonyabb terapias hatas érheto el.

Mivel viszonylag Uj teruletet jelentenek a bifunkcionalis és bivalens hatéanyagok, ezért
ezek az irodalomban gyakran 6sszemosddnak, és a megnevezéseket sokszor egymas
szinonimajaként hasznaljak. Dietis és kollégai szerint azok a vegyliletek nevezhetéek
bifunkcionalisnak, amelyek két fehérjek6t6 hatdanyagrészletet tartalmaznak, és tdébb
receptorhoz szelektivek. Bivalens ligandnak pedig azok a vegyiiletek nevezhetdek, amelyek
két, ,,tavtartoval” osszekotott farmakofort tartalmaznak, és tobb receptoron egyszerre hatnak.

Az opioid receptorok kozil az egyik legkedveltebb célpont a MOP receptor. Azért, hogy
a MOP receptor kozvetitette analgetikus hatast megérizzék, es a nem kivant mellékhatasokat
kikiszéboljék, MOP/DOP, MOP/NOP, MOP/CCK2, MOP/NK1 és MOP/NTS bivalens
ligandokat is fejlesztettek mar.

Az emlitett bivalens ligandok mellett MOP/NOP bivalens farmakoférokat is gyakran
fejlesztenek. A NOP/MOP receptor teljes agonistak kozil a cebranopadolt érdemes kiemelni,
amely MOP, DOP, KOP és NOP receptorokon mar nanomolaris tartomanyban is hatdsosnak
bizonyult. Mivel a cebranopadol az in vivo vizsgalatokban is jol teljesitett, igy ez a vegyulet
jelenleg a Kklinikai vizsgalatok I1., és a I1l. fazisaban tart.

Szamos kutatd hasznalta az Ac-RYYRIK-NH: hexapeptidet, hogy MOP/NOP és més
opioid/NOP és bivalens ligandokat hozzanak létre, abbol a célbol, hogy tanulményozhasséak a
heterodimerek kialakulasat, csékkentsék a morfin okozta mellékhatasokat, és hogy Uj terapias
szereket hozzanak létre.

Kawano és munkatarsai az Ac-RYYRIK-NH2 mellett a dermorfint hasznaltak, hogy egy
MOP receptor agonista és NOP receptor antagonista ligandot hozzanak létre. Az altaluk
készitett ,,Analog 1 a kiindulési ligandokhoz képest 200-szor nagyobb affinitassal k6t6dott a
MOP receptorhoz, és 17-szer nagyobb affinitassal a NOP receptorhoz.

Guillemyn és munkatarsai egy hatékony MOP agonista és gyenge NOP antagonista
hatasu peptidet, a ,,13a” (H-Dmt-D-Arg-Aba-p-Ala-Arg-Tyr-Tyr-Arg-lle-Lys-NH>) ligandot
fejlesztették ki. A ,,13a” intravénasan a morfinnal elhizéddobb hatasu, és intratekalisan a
morfinnél és az Ac-RYYRIK-NH2-nél is jobb antiallodinias és antihiperalgézias hatéssal birt.
Osszességében errdl a ligandrol elmondhatd, hogy mar nanomolaris koncentracioban is
hatasos, és mind az akut, mind a neuropatias fajdalom kezelésére is alkalmas lehet.

Az el6z6 kutatécsoportokhoz hasonldéan Lagard és munkatarsai is az Ac-RYYRIK-NH»-
ot hasznalta a MOP/NOP bivalens ligandjaik megalkotasaban. Az akut és neuropétias

fajdalomtesztek elvégzését kovetden a vizsgalt ligandjaik kozil a ,,KGNOP1” (H-Dmt-D-Arg-
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Aba-bAla-Arg-Tyr-Tyr-Arg-lle-Lys-NH>) bizonyult a legigéretesebbnek, mivel analgetikus
hatdsa a tramadolnal és a morfinnal is hatadsosabb volt, mig a Iégzésdepressziora gyakorolt

hatasa minimalisnak bizonyult.



CELKITUZESEK

Az N/OFQ-NOP receptor rendszer megtalalhat6 a kdzponti és a periférids idegrendszer
mellett a Iégutakban, a gyomor-bél traktusban, a sziv- és ér-, az urogenitélis-, valamint az
immunrendszerben is. Mivel az N/OFQ-NOP receptor rendszer szamos kilonb6zé biologiai
funkci6 szabalyzasaban vesz részt eltéré modon, ezért a NOP receptor agonistak, antagonistak
és a parcialis agonistadk is alkalmasak lehetnek a NOP receptorhoz kotheté betegségek
kezelésere és a nem kivant gyogyszermellékhatasok csokkentésére.

A dolgozatban 12 UGjonnan szintetizalt peptid ligandot jellemeztliink: 3 opioid és
nociceptin receptorokon haté bifunkcionalis ligandot és 9 nociceptin varianst. A N/OFQ
variansok kozll 4 csak az N/OFQ szekvencia elemeket tartalmazza, amig a maradék 5 Ac-
RYYRIK-NH> szekvencia elemeket is hordoz.

A tézis célkitiizései a 3 bifunkcionalis ligand és a 9 nociceptin varidns:

e MOP, DOP, KOP és NOP receptor affinitisanak meghatérozasa radioligand

kompeticios kotési tesztben

e agonista, parcialis agonista, antagonista karakterének és receptor szelektivitasanak

meghatarozasa funkcionalis [®S]GTPyS kétési tesztben

o farmakoldgiai hatasanak meghatarozasa izolalt egér vas deferens tesztben.



MODSZEREK

Radioligand kompeticios kotesi tesztek

A radioligand kompeticios kotési tesztben a jeldletlen ligand affinitasat (Ki) vizsgaltuk

A MOP, DOP és NOP receptoraffinitasra iranyulo kisérleteket patkanybdl szarmazo agyi
membranpreparatumokban végeztik el. A KOP receptoraffinitasra iranyuld kisérletekhez
pedig tengerimalac agyi membranpreparadtumot hasznaltunk, mivel a tengerimalac agya tébb
KOP receptort tartalmaz a patkanyehoz képest.

A kisérleti adatok elemzését kovetden a pontokat a GraphPad Prism 6.0 gorbeillesztd

program segitségével illesztettlk.

Funkcionalis [*S]GTPyS kotési teszt

A funkcionalis [*®S]GTPyS kétési tesztben a novekvd koncentracidban adott ismeretlen
ligandok G-fehérje aktivald képességét vizsgaltuk.

Ahhoz, hogy megmérjik a ligandok G-fehérje stimulélé hatasat, a GDP—GTP cserét
monitoroztuk egy radioaktivan jel6lt, nem hidrolizalo GTP analdg, a [**S]GTPyS jelenlétében.

Ez a kotési teszt informéacidt adott a ligandok maximalis G-fehérje aktivalo képessegérol
(Emax),  hataser6sségér6l  (ECso),  agonista, antagonista  jellegérél,  valamint

receptorszelektivitasarol.

Izolalt egér vas deferens (MVD) bioesszé

Az egér vas deferens bioesszét arra hasznaltuk, hogy megéllapitsuk a ligandok agonista,
parcialis agonista, €s antagonista tulajdonsagat.
Az antagonistak affinitasara jellemz6 ekvilibrium disszocicios konstans (Ke) erteket a

‘single-dose’ modszerrel hataroztuk meg.



EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Bifunkcionalis ligandok

e Megallapitottuk, hogy a harom bifunkcionalis ligand a DOP, KOP, NOP receptorokhoz
mar Kis koncentréacidban is kotédik. A BA55 a KOP és NOP receptorokat, a BA61 a NOP és a
DOP receptorokat, a BA62 pedig a DOP és a KOP receptorokat preferalta a legnagyobb

mértékben.

o A G-fehérje aktivacios tesztek eredményei azt mutattak, hogy a BA55 és a BA62 is
hatékonyan stimulalta a G-fehérjeket. Az eredmények alapjan ezt a stimulaciét a DOP, KOP
és NOP receptorok kozvetitették. A BA61 csekélyebb mértéki stimulacidja vélhetéleg a DOP,
NOP, gyengén a MOP receptorokon keresztul ervényestlhet.

e Az MVD bioesszében kapott eredmények alapjan arra a megallapitéasra jutottunk, hogy
mind a BA55, mind a BA62 a DOP és a KOP receptorokat preferaljak a legnagyobb mértékben.
A K értékek alapjan a BA61 hatasat a DOP és a NOP receptorok kozvetithetik.

Nociceptin analdgok és nociceptin-RYYRIK hibrid peptidek

e A radioligand kompeticids kotési tesztek eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy a
kiindulasi peptidekhez képest a P1, P2, P4, P6, P7 ligandok mutattdk a legnagyobb NOP
receptor affinitast.

e A G-fehérje aktivacids kisérletekben a P2 és a P3 peptidek mutattak teljes agonista
hatast, ami a NOP receptoron érvényesulhet. A maradek 7 peptid parcialis agonistaként

viselkedett.

e Az egér vas deferens bioesszében a P1, P4, P5, P6 és P7 peptidek parcialis agonistaként
viselkedtek. Koziluk a P4, P5, P6 peptidek a kontroll JTC-801-hez képest is hatékonyabban

gatoltak a nociceptin hatasat.



KONKLUZIO

Az opioid receptorokon hato bivalens és bifunkcionalis ligandok fontos kutatasi tertletet
jelentenek, amit az is bizonyit, hogy néhany opioid receptoron haté bifunkcionalis hatéanyag
mar a klinikai vizsgalat human szakaszaban tart. Tovabba a NOP receptoron haté vegyuletek
a N/OFQ-NOP rendszer tanulmanyozésara is alkalmasak lehetnek.

Az (jonnan szintetizalt bifunkciondlis ligandok kozul a BA61 mutatkozott a
legigéretesebb és legérdekesebb vegytiletnek, mivel a NOP receptor mellett nem vart médon a
DOP receptorhoz is képes volt kotédni, annak ellenére, hogy az opioid ,,message” domén nem
az autentikus helyen fordult eld.

A 9 nociceptin varians kozul a P1, P2, P4, P5, P6 és P7 peptidek kotédtek a NOP
receptorhoz a legnagyobb affinitassal. A P4, P5, P6 és P7 ligandok ezen fellil hatékony NOP
receptor antagonista hatast mutattak az egér vas deferens tesztben is. Ezek a peptidek N-
termindlis végukon a nociceptin “message” domén helyett az ,,Ac-RYYRIK” motivumot
hordozzék, ami azt sugallja, hogy ez a tetrapeptid hatdkonyan lecserélhet6 az ,,Ac-RYYRIK”
motivumra.

Ahhoz, hogy a fent emlitett ligandok farmakologiai hatasat jobban megértsik, olyan
tovabbi in vitro és in vivo Kisérletek szlikségesek, melyek a ligandok gasztrointesztinalis
motilitasra, légzésdepressziora és fajdalomérzetre (pl. patkany farok elmozditas teszt)

gyakorolt hatasat vizsgaljék.
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a pénziigyeinket.

Koszonettel tartozom Dr. Témboly Csabanak, Tothné Papp Evanak és Dvoracsko
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