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BEVEZETES

Opioid gyogyszerek, kabitoszerek és jelenkori kihivasok

A morfin az opioid agonistdk prototipusa, mely a MOR fehérjehez kotdédik és maig
nélkuldzhetetlen gyogyszer az erés fajdalmak kezeléseében. Analgetikus hatdsa mellett sulyos
mellékreakciokat okozhat, amelyek kozil a belégzési reflex gatlasa (Iégzésdepresszio), a
vékonybél motilitasanak csokkentése (konstipacio), valamint a drog abuzussal kapcsolatos
mellékhatasok, mint a tolerancia, pszichikai és szomatikus dependencia, tovabba a megvonasi
tlnetek a legjelentGsebbek. Az opiat gyodgyszerek akut tdladagolasa és a drog-fliggbség
(addikcio) fennall&sa esetén torténd drog elvonas is az életfunkcidkat kozvetleniil veszélyezteto,
akar halalos kimenetelii lehet. Ezért nagyon fontos olyan Uj hatéanyagok kutatas-fejlesztése,
amelyek tovabbi, a morfinénal kedvezObb hatasspektrummal rendelkezd, hatékony, de karos
mellékhatasokat nem- vagy kevésbé mutatd gyogyszerekké valhatnak.

A 21. szazadban ujra erére kapott opioid krizis elsésorban az addiktiv opioid
gyogyszerekkel kapcsolatos tdlhasznalat kovetkezménye, amely jelentds egészségugyi-,
tarsadalmi- és gazdasagi terheket is jelent. Az “Opioid-krizist” az USA tisztiféorvosa hirdette ki,
elsésorban az opiat tartalma gyogyszerek receptre felirasanak meredek és ijesztd emelkedése
miatt. A miitét utani vagy egyéb erds fajdalmak kezelése (égési-, sziilési-, vagy daganatos
betegségek altal okozott fajdalom) céljabol beadott opioidok egyben a jelenkori drog
visszaélések (ablzus) egyik vezet6 okozojava valtak. Az amerikai Center for Disease Control
(CDC) és az Egészségligyi Vilagszervezet adatai szerint pl. 2016-ban a fentanil és analdgjai
voltak a tdladagolasos halalesetek leggyakoribb okozoi az Egyesiilt Allamokban (a kb. 20000
személyt érintd, opioidokkal Osszefliggé halalozasok mintegy fele kotodott fentanil
szdrmazékokhoz). Nem tiint el a sokaig “piacvezetd” utcai heroin hasznalata sem. A leghjabb
“slagerkészitmények” pedig illegalisan eldallitott fentanil-szerii vegyliletek “raadas” heroinnal
vagy kokainnal kombinalva.

Az opioid taladagolas és toxicitas harom fontos tiinete a 1égzésdepresszid, dntudatvesztés
és a tlthegynyire sziikiilt pupillak (mio6zis). A naloxon terdpia (pl. Narcanti injekcio) az opioid
toxicitas alapvetd kezelési modszere. Opioidok, amelyek nagyobb naloxon dozist igenyelnek a
kovetkezok: kodein, metadon, difenoxilat, propoxifén, pentazocin, butorfanol és nalbufin. A

naloxon enyhitheti az elvonasi tiineteket, igy a szorongast, ingerlékenységet és nyugtalansagot,



libabérosséget, izzadast, izom-, csont- és izileti fajdalmakat, remegést, hanyingert, hanyast,
hasmenést, valamint a megndvekedett nyugalmi pulzusszamot (tachycardia).

Az opioidok és nem opioid gyogyszerek kombinacidja a tolerancia és a fliggdség
kockazatat csokkentd mérsékelt és stulyos fajdalom kezelésének masik mddja (példaul Perkodan:
oxikodon/aszpirin, Percocet: oxikodon/paracetamol, Vicodin: hidrokodon/paracetamol,

Vicoprofen: hidrokodon/ibuprofen).

Kinurénsav (KYNA), kinureninek és a fajdalom

A kinureninek manapség a tudomanyos érdeklédés kozéppontjaban allnak, mivel szamos
fiziologias és patologias folyamatban részt vavé bioldgiailag aktiv természetes molekulak. Az
esszencialis triptofan aminosav (Trp, W) elsGsorban a kinurenin-Gtvonalon keresztil
metabolizalédik. Az enzimatikus lebontds soradn kinurenin-aminotranszferdzok segitségével
keletkezik az egyik fontos koztes termék, a kinurénsav (KYNA). A KYNA endogén
excitatorikus receptorok ligandja, pontosabban antagonistaja és neuroprotektiv tulajdonsagu. A
KYNA szintjének abnormalis csokkenése vagy nodvekedése a neurotranszmitter-rendszerek
egyensulyanak felboruldsdhoz vezethet, és ez tobbféle neurodegenerativ és neuropszichiatriai
betegségben is szerepet jatszhat. Az L-kinurenin (kyn) a triptofan anyagcsere egy kevéshé ismert
kozti terméke, amely ugyancsak tobb idegrendszeri korkép kialakuldsdban miitkédhet kozre. A
KYNA kynbdl torténd szintézisét a kinurenin aminotranszferaz enzim (KAT; E.C.2.6.1.7.) végzi.
Ez az enzim az agyban is megtalalhat6. A kyn Gtvonal masik metabolikus terméke a kvinolinsav
viszont excitatoros receptor agonista ligandnak mutatkozik. A formalinnal kivaltott arcfajdalom
patkdnyokon végzett allatmodelljében kilonféle NMDA ioncsatorna receptor kotéhelyeket
vizsgaltak. Kimutattdk, hogy a kinurenin szarmazékok gatoltdk a nociceptiv viselkedési
valaszokat kolcsonhatva az NR2 alegységekkel, vagyis a kynurenineknek szerepik lehet a
gyulladasos fajdalommal jaro betegségekben. Az intraciszternalisan bejuttatott KYNA enyhitette
az allatokban a formalin altal okozott nocicepcidt, valamint az NMDA glicink6té helyének
aktivitasat is. Periféridsan a KYNA csokkentette a nociceptiv valasz reflexeket a “tail flick” és
“hot plate” teszteken. A Kyn és a probenecid beadasa a KYNA analogokkal egyiitt gatolta az
NMDA receptorokat a trigeminalis aktivacios es szenzibilizicios allatmodellekben.

Laboratoriumunk negyedik éve vesz részt egy a kynureninekkel kapcsolatos konzorcialis
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iranyit. Mivel csoportunk egyik érteklddési teriilete a bifunkcionalis receptor ligandok kutatasa, a
mi részfeladatunk kinurenin molekularészleteket (alegység, oldallanc) is tartalmazé maddositott
szerkezetl opioid ligandok megalkotdsa €s hatastani vizsgalata volt biokémiai és farmakologiai

kisérletekben.

Bentley analogok

A természetes morfin-alkaloidak (pl. morfin, kodein, tebain, neopin, oripavin) kémiai
modositasokkal kilonféle, farmakoldgiai szempontbol elénydsebb vegyiiletekké alakithatok,
ezeket az analdgokat félszintetikus opioidoknak vagy opiatoknak nevezik. llyenek példaul az
ugynevezett nal-vegylletek (naloxon, naltrexon, nalbufin), vagy a morfin ciklohexén szerkezetii
C-gytriijén modositott szarmazékok (6,14-etenomorfinanok vagy Bentley-vegyiletek, példaul
etorfin [9], buprenorfin, diprenorfin). Doktori munkam soran kilenc kordbban szintetizalt
orvinol, illetve tevinol tipusi MOR-szelektiv ligandot vizsgaltam (le, 1f, 2a, 2b, 2d, 4, 5, 7, 8
[3-metoxi-etorfin]). A hatéanyagok tobbsége ismert kémiai szerkezetii, mar publikalt szarmazék
volt, azonban ezek szélesebb kor(i hatastani vizsgalata csak a 8-as jelil analog esetében tortént
meg. A 6-O-dezmetil-dihidroetorfin (2c) egy ujonnan fejlesztett ligandanaldg, amelyet jelen

vizsgalathoz szintetizéltak egylittmiik6d6 kémikus partnereink.

Kinurenin egységet tartalmazé opioid oligopeptidek

Kinurenin szerkezetek eléfordulnak egyes természetes fehérjékben és peptidekben is.
Ennek gyakori oka a Trp (W) oldallancokat érinté enzimatikus, vagy oxidativ poszttranszlacios
fehérje maddositas folyamata. Kinurenineket tartalmaznak egyes peptid vazas antibiotikumok is,
mint a daptomicin vagy a ciklomontanin B. Egy ausztraliai békafaj (Litoria rubella) borébol
izolalt FP-kyn-NH, szerkezetli tetrapeptidnek enyhe opioid hatasat is kozolték. Mindezek alapjan
olasz egyiittm{ikodé partnerek bevonasaval (vezetd kutato prof. Adriano Mollica, Dipartimento
Farmacia, Universita degli Studi "G. d'Annunzio™ Chieti — Pescara, Olaszorszag) hat kdzdsen
tervezett uj opioid oligopeptid analogot allittattunk eld olasz vegyész kollégainkkal. Abbol
indultunk ki, hogy az kyn alkalmas lehet az ugyancsak aromas fenilalanin (Phe) helyettesitésere,
mig a savas karakterti KYNA pl. C-terminalisként épithet6 be a peptid vazba. A hat Uj, kinurenin

motivumokat tartalmaz6 opioid peptid in vitro biokémiai-farmakoldgia vizsgalata szegedi
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laboratoriumunkban tortént, mig az olasz egyiittmikodok a kémiai szintézis mellett in vivo
farmakologiai kisérletekkel egészitették ki megfigyeléseinket.

A KA1 peptid részben megérizte a MOR agonista DAMGO primer szekvencidjat (Tyr-D-
ala-Gly-nvePhe-Gly-ol), de a C termindlist KYNA-val észtereztéek. A K2 és a K3 peptid olyan
endomorfin-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe) analogok, amelyekben a 3. és 4. helyzetben 1évé Phe-
oldallancokat L-kinureninnel és/vagy L-kinurenin C-terminalis amidokkal helyettesitették. A K4,
K5 és K6 peptidek enkefalin-szerti peptidek (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu/Met), amelyek az 5.
helyzetben L-kinurenin szubsztitdciét tartalmaznak, C-terminalisként pedig a metilészter-, sav-

vagy amid-csoportot hordozzak.



CELKITUZESEK

Az ismert opioid gyogyszer hatéanyagok tobbsége, de az egyéb opioid ligandok jelentds

hanyada is fontos szerepet toltott és tolt be jelenleg is az opioid receptor tipusok muiikddésének

jobb megértésében valamint nagyobb szelektivitdst, potens, ugyanakkor veszélytelenebb

gyogyszerjeloltek kifejlesztése sordn. PhD d&sztondijas hallgatoként 9 mar ismertetett, de

részletesen nem vizsgalt és 1 U, eredeti szerkezetii Bentley analdgot, valamint 6 Gjonnan

szintetizalt kinurenin oldallancot is tartalmaz6 opioid oligopeptidet tanulmanyoztam doktori

cselekményem kisérletes részeként.

A dolgozatban ismertetett munka kdzvetlen céljai a kovetkezdk voltak:

A vizsgélatunkba vont Bentley-vegyiletek MOR, DOR és KOR, valamint a 6 Uj
kinurenines opioid oligopeptid MOR, DOR, KOR és NMDA receptorhoz valo
kotodésének szisztematikus mérése patkany és tengerimalac agyi membranfrakcioin
receptor tipus-specifikus radioligandok jelenlétében vegrehajtott in vitro egyensulyi
kompeticids kotési tesztekben.

Viszonylag gyorsan elvégezhetd, kis anyagigényli in vitro [®S] GTPyS kotési
modszerekkel akartuk meghatarozni a kisérletekben részt vevd ligandok G-fehérje
aktivacidos mintazatait, ami mintegy eldre jelzi (jelezheti) az adott hatéanyag

funkcionalitasat, azaz agonista, vagy éppen antagonista jellegét.

Az in vitro kisérleteinkben igéretesnek talalt Bentley analégok és a bifunkcids
ligandoknak remélt oligopeptidek fajdalomcsillapitd (antinociceptiv) hatasait —
elsésorban egylittmiikddd partnereink révén — Kivantuk tovabb vizsgaltatni gyulladasos
fajdalommal kapcsolatos in vivo allatmodellben.



A doktori munkaban vizsgalt opioid ligandok kémiai szerkezetei

Bentley molekuldk:

1a-f
a: Ry = CHs, R, =CPM, X-Y = CH,CH,
b: Ry =tert-Bu,  R,=CPM, X-Y=CH,CH,
¢ R, = n-Pr, Ry =CHs, X-Y = CH,CH,
d: Ry = CH,CH,Ph, R, = CH3, X-Y = CH=CH
e R, = CH, Ry =CH;, X-Y = CH=CH
f: R1 = CH3. Rz = CH;. X-Y = CHchZ

Kinunerinekkel szubsztitualt oligopeptid ligandok:
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MODSZEREK

Receptor preparatumok azokkal kdlcsénhaté ligandok in vitro vizsgalataihoz

A kiilénboz6 opioid receptor készitményeket CO, atmoszférdban elkabitott, majd dekapitalt
kisérleti allatok frissen eltavolitott agyaibdl homogenizélds és differencial-centrifugélas
modszereivel allitottuk eld. A szdveti membranpreparatumok aliquotjainak tarolasa —80 °C-on

tortént felhasznalasuk napjaig.
In vitro equilibrium kompeticids kotési tesztek, “leszoritasi” (displacement) gorbék

A radioligand kompeticids kotési kisérletek soran radiojelzett primer ligandot
(esetiinkben tricium- [*H]-jel6lés) igen alacsony (nM 1), de &llandé koncentraciéban inkubéljuk a
vizsgalandd jeloletlen ligand novekvd koncentracidinak (higitdsi sorozat) jelenlétében. A
kotodési reakciot specialis, a receptor kotési kisérletekhez Kkifejlesztett (vegszalas filter
korongokon val6 nagyon gyors vakuum sziiréssel és pufferes mosassal allitjuk le (Whatman GF
filter, Brandel Cell Harvester). A receptor-ligand komplex (bound) és a “szabad” (free) ligand
sziiréses szeparacioja utan a receptorhoz kotott radioligand mennyiségét folyadékszcintillacios
maodszerrel mérjik (Packard LSC counter). Az egyensulyi kompeticios gorbék szamitdgépes
elemzésével a receptor kotés jellemzd paramétereit, pl. az 1Cso értéket, vagy az inhibicios

affinitasi allandét (K;) hatarozhatjuk meg.
G-protein aktivacié elemzése funkcionalis [*°S|GTPyS kotési tesztekben, in vitro

A [*°S]GTPyS kotési vizsgalatokban elsésorban az agonista ligandok &ltal kivaltott G-
protein stimul&cidt mérjik, mint a ligand kotédést kovetd funkcionalis elvaltozast, a Ga fehérje
alegységen zajlé GDP — GTP nukleotid csere kvantitativ nyomon kovetése révén. A maédszer
kulcsszereplje egy B-sugarzé [*S] kénizotoppal jelzett nem hidrolizalé guanin-nukleotid
szérmazék, a [*>S]GTPyS. A médszer alkalmas teljes (full) vagy parciélis agonistak és neutralis,
vagy akar inverz antagonistak elkulonitésére is. A tdbbnyire szigmoid dézis-hatds gorbék
szamitdgépes analizise utan meghatarozhatjuk a ligand-indukalt és receptor-kozvetitett G-fehérje

aktivacio jellemzé paramétereit, amelyek koziil a maximalis stimulacié (Emax Vagy efficacy),

crer
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PECso, vagy potency). A jelzett ligand nagy specifikus aktivitdsa miatt (tobbnyire > 1000
Ci/mmol) ennek a mérésnek fehérje igénye, vagyis a kisérletben hasznaland6 szévetminta

(membranpreparatum) mennyisége alacsony.
In vivo Kisérletek a ligandok antinociceptiv hatdsainak jellemzésére

A Bentley analogokat him Wistar patkanyokon tanulmanyoztadk monojod ecetsavnak
(MIA, 1 mg/30 ml) a jobb hatso lab tibiotarsalis izlletébe torténd injektalasaval (2 egymast
koveté napon) kivaltott csontiziileti gyulladas (osteoarthritis) allatmodelljében (SZTE AOK
Elettani Intézet). Az oligopeptideket CD-1 torzsbe tartoz6 him egereken elemezték egy
masmilyen, az ugynevezett formalin-tesztben (olasz partnereink vizsgaltak). A mérés soran a
formalin hig oldatanak (1%, 20 pl/talp) injekciozésa az egér hatsé talpadnak hatulso fellletébe

kétfazisu viselkedési valaszokat valtott ki.



EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Bentley anal6gok

In vitro kompeticios kotési kisérletekben az 6sszes szarmazek alacsony, szubnanomolos (Ki< 1
nM) affinitasi értékeket mutatott a MOR kolcsonhatasban, vagyis hataserésségiik a morfin
receptoran extrém mértékben nagy. A DOR esetében a ligandok kisebb, de még mindig jelentds
kotési affinitast eredményeztek, nagyobbat, mint a szelektiv DOR agonista lle>®-deltorfin 11
peptid, amit referencia ligandkent mértem meg. Kivétel volt a 8-as vegyilet, amelynek affinitasa
a mikromolos savba tartozott (Ki> 3000 nM). A KOR kotési vizsgalatokban az analdgok
nanomoléris affinitdst mutattak. Az affinitasi sorrend ezért MOR > KOR > DOR formulaval

frhaté le.

A G-protein aktivitds mérések alapjan az 1f, 2a, 2b vegyuletek neutralis antagonista, az
le, 2c, 8 parcialis agonista, mig a 2d, 4, 5, 7 tiszta agonista hatasinak bizonyultak. Az orvinol és
a tevinol-szarmazékokban talalhaté egyes funkcios csoportok jelenlétét vagy hianyat nem tudtuk
egyértelmiien Gsszefiiggésbe hozni a megfigyelt biokémiai farmakoldgiai mintazattal. Példaul a
17-N-szubsztituens minésége mintegy valaszatként miikodik a morfinan-vazas agonistak és az
antagonistak kozott, attol fliggden, hogy kis térkitoltésit pl. H- (normorfin), metil- (CHs-,
morfin), avagy nagyobb helyet elfoglalo (‘bulky substituens’) csoportot (pl. allil-, vinil-,
ciklopropilmetil-, stb.) tartalmaz. Az opioidok most vizsgalt analégjain azonban ez nem
érvényesiilt, mivel a 17-N-ciklopropilmetil-szarmazékok kozétt is taldltunk jo agonista
ligandokat. Az osteoarthritis gyulladasos modelljében végzett in vivo tesztek soran a tevinol-
szadrmazékok szignifikdns fajdalomcsokkent6 hatast valtottak ki, mig az orvinol szarmazékok
nem, talan a 2c kivételével. Megjegyzendd itt az a megfigyelésiink is, hogy az in vitro
méresekben kimagasld affinitdsi Bentley ligandok nem multék fellil a referencia hatdanyagként

vizsgalt etorfin in vivo mutatott hatasat.



Oligopetidek

A kompetitiv receptor kotési vizsgalatokban a KYNA-tartalmi peptid, a KAL szelektiven
kotoédott a MOR-hoz, alacsony K; értékkel és magas szelektivitasi arannyal, a tobbi oligopeptid
szintén MOR szelektivitdst mutatott a K3 ligandanaldg kivételével, amelyik kdzel azonos
affinitassal kotodott a MOR-hoz és a DOR-hoz is.

A G-fehérje aktivacios tesztekben az endomorfin-2 alapszerkezett 0 ligandok, igy a K2 és K3
kis mértekben stimulaltak a G-proteint (parcialis agonista hatas), a KA1, K4, K5 vegyilet tobbé-
kevéshé tiszta agonistaként viselkedett, mig a K6 kdzvetitette stimulacié mértéke még magasabb

is volt, mint a DAMGO referencia vegyuleté.

A funkcionalis kotési tesztekben az 6sszes oligopetidiink gatolhatonak bizonyult referencia
antagonistdk, igy a MOR szelektiv ciprodim (Cyp) és a DOR szelektiv naltrindol (NTI)
jelenlétében a patkany agyi membran prepardtumokban. A tengerimalac agyi sejtmemran
frakcioban a K4 és a K6 is aktivalta a membran-kapcsolt regulaciés G-fehérjéket; mig a K4
stimulaciot a KOR referencia inhibitora, a szelektiv antagonista norbinaltorfimin (nor-BNI)

gatolta, ugyanakkor a K6 hatasat nem.

Az egerekben végzett in vivo tesztekben a K6 peptid szamottevé antinociceptiv hatast mutatott.
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