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1. Bevezetés

Az opioidok kutatdsanak f6 célja hatékony fajdalomcsillapitok kifejlesztése,
amelyek az opiatok karos mellékhatdsait (fizikai fliggéség, tolerancia és 1égzés
depresszio) kikiiszobolhetik és hatékonyan helyettesithetik a morfint. Marha agybol majd
késObb human agybdl izolalt két endogén peptid, endomorfin-1 és -2 (EM-1, H-Tyr-Pro-
Trp-Phe-NH,; EM-2, H-Tyr-Pro-Phe-Phe-NH,) nagy affinitassal ¢és szelektivitassal
kotddik a p-opioid receptorokhoz. Mivel az endomorfinok nagy affinitdssal kotddnek a p-
opioid receptorokhoz, és ezen receptorok felelések a fajdalomérzékeléséért ¢és
moduléciojdért, ezen tetrapeptidek fontos modellek lettek a fajdalomcesillapitok
kifejlesztésének kutatasaban. Az endomorfinok hasznalatit szamos tényezd befolyésolja,
pl. rovid hatastartam, hatastalan ok per os adagolas esetén, a kotlatozoth vér-agy géaton
vald atjutdsok és a proteolitikus enzimekkel szemben metabolikus stabilitdsuk gyenge. A
korlatozé tényz6k lekiizdése érdekébeni tobb nem természetes aminosavval (Dmt', cisz-
(18,2R)Achc?/cisz-(1R,2S)Achc?, cisz-A(1S,2R)Acpc?, cisz-A(1S,2R)Achc?, Hyp?, fPro?,
(2R,3R)BMePhe4/(2S,3S)BMePhe4) szubsztitudlt endomorfin analdgot szintetizaltunk. Az
igy szubsztitualt endomorfin analdgok a proteolitikus stabilitds ndvekedéséhez vezettek,

mikdzben megtartottdk vagy novelték azok biologiai aktivitasat.

2. Célkitiizés

Kutatasunk {6 célja olyan endomorfin analogok kifejlesztése, ahol a proteolitikus
enzimekkel szemben ellenallobb, ¢és az eredeti endomorfinokhoz hasonld, vagy
hatékonyabb bioldgiai aktivitassal rendelkez6d analdogokhoz jutunk.

Célunk volt:

Dmtl, Achcz, AAchc?/ AAcpcz, BProz, Hypz, BMePhe4 és pFPhe4 nem
természetes aminosavakat tartalmazo endomorfin szarmazékok eldallitasa. Meghatarozni
az 1) analogok biolodgiai affinitasat és szelektivitasat radioreceptor kotési vizsgalatokkal
Megvizsgalni az j analogok funkcionalis tulajdonsagait [“S]GTPyS kotési
vizsgalatokkal. A receptor kotési és funkcionalis vizsgalatok alapjan kivalasztott
analogok kozlill. A leghatékonyabb peptidek stabilitdsat vizsgaltni proteolitikus
enzimekkel (dipeptidyl peptidase IV, carboxypeptidase Y, Amino peptidases etc)
szemben. Tricidlt endomorfin szarmazékokat alkalmaztunk vér-agy gaton vald atjutés
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vizsgalatokhoz. A leghatékonyabb endomorfin-2 analdégokat in vivo kronikus iziileti

fajdalom modelben spindlis szinten vizsgalni az anti-allodinikus hatasok felderitésére.

3. Alkalmazott modszerek
3.1. Peptid szintézis, tisztitas és azonositas

A peptid szintézist Boc védOcsoporttal ellatott aminosavakkal 4-Metil-
benzhidrilamin gyantéan, szilard fazist peptidszintézis mddszerével valositottuk meg. A
nyers peptideket RP-HPLC kromatografidval tisztitottuk. A vegyiiletek azonositasa
tomegspekroszkopiaval, HRMS/ESI-MS modszerrel tortént.

3.2. Radioligandum kotési vizsgalatok
[PHIDAMGO (1 nM, 25°C, 1 h, GF/C filter, {ivegesé), and ["H]Ile™*-deltorphin-2
(2 nM, 35°C, 45 min., GF/B filter, plastic cs6) radioligandumokat alkalmaztunk p és &

opioid receptor affinitdsok méréséhez..

3.3. Ligandum-stimulalta [3SS]GTPVS kotési teszt
Az 1 analogok agonista or antagonista tulajdonsagait vizsgaltuk ezzel a

modszerrel.

3.4. Stabilitasi vizsgalatok
Az 1j peptidek stabilitasat proteolitikus enzimekkel (dipeptidil peptidaz IV,
karboxipeptiddz Y, amino peptidaz etc.) szemben patkany agy homogenatumon

vizsgaltuk.
Minden biologiai assay-t (modszer 3.2 - 3.4) patkédny agy preparatumon mértiik. .
3.5. n-Octanol/viz megoszlasi hanyados

Az 1) analdgok hidrofobicitasat vizsgaltuk HPLC kromatografiaval igy

meghataroztuk a peptid koncentraciot a két fazisban.



4. Eredmények és azok megbeszélése

A peptid szintézist Boc védOcsoporttal ellatott aminosavakkal 4-metil-
benzhidrilamin gyantén, szilard fazist peptidszintézis modszerével valdsitottuk meg.Az
1) endomorfin analdégok hatékonysagéanak és szelektivitasanak elemzése patkany agyi
membranpreparatumon radioligand-kotési teszttel tortént. A p-receptor affinitds méréshez
["HIDAMGO-t, mig a d-receptor affinitds méréshez [3H]Iles’6-deltorphin II-t hasznaltunk.

Az 1 vegyliletek koncentracio fliggdé mddon versengtek a radiojelzett p- és o-receptor

ligandumokkal a receptor kotési helyekért. [3SS]GTPyS mérésekkel hataroztuk meg a
ligandumok funkcionalis tulajdonsagait.

A receptor kotési vizsgalatok analizise kimutatta hogy mindkét endomorfin
esetében a (15,2R)Achc’ és a (25,35)pMePhe’ egyiittes hasznalata az eredeti peptidekhez
képest hasonldan potens analégokhoz vezetett. A kapott eredmények aldtdmasztottak,
hogy a Dmt' szubsztitucid fokozza a p-opioid receptor affinitast, mikozben csokkenti a
ligandumok szelektivitasat. A (2R,3R)pMePhe’-al szubsztitualt analog kisebb affinitast
mutatott, mint a masik izomer a (ZS,3S)BMePhe4 tartalmu peptid. Az Achc? és a pF Phe’
egylittes szubsztitucidja olyan analdgokat eredményezett, melyek bioaktivitasa az
aliciklikus B-aminosavak kiralitasatol fiiggdtt. Az Osszes analdg kozil a Dmt',
(1S,2R)Achc®, pFPhe’-endomorfin-2 rendelkezett a legnagyobb p-opioid receptor
affinitassal (Kj = 0.13 nM).
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Hyp” szubsztituci6 csokkentette p-opioid receptor affinitast (K; = 44 nM), A pPro’
tartalmu analdg alacsonyabb affinitashoz vezetett (K; = 27 nM) az eredeti endomorfin-2 —

hoz képest (K; = 1.35 nM). A peptidgerinc CH,-csoporttal valdo meghosszabitasa (BPro), a



Pro tercier amid molekularész megdrzése mellett, nem eldnyds az endomorfin-2 p-
receptor aktivitdsara. A PPro’ szubsztitucié esetében észlelt hatds nem biztos hogy
altalanosan alkalmazhat6 minden p-receptor ligandumra, mivel egy korabbi vizsgalat
soran a PPro-endomorfin-1 a DAMGO-hoz ¢és az endomorfin-1-hez hasonld p-receptor
affinitast, "efficacy" profilt és agonista karaktert mutatott. A -CH,-csoport beillesztése a
pirrolidin gytirti és a kaboxil csoport kozé (BPro) az endomorfinban, masképpen
befolyasolja a receptor-ligandum kdlcsonhatést, ha a kdvetkezé aminosav Trp vagy Phe.
A cisz-(1‘5’,2R)AAcpcz/cisz-(lS,2R)AAchc2 tartalmu analdégok az eredeti endomorfin-2-
hoz hasonlo affinitdst mutattak. A telitetlen aliciklikus B-aminosav tartalmti endomorfin
analogok kotési affinitdsa Gsszehasonlithatd a telitett B-aminosav tartalmu endomorfin
analogokéval. A cisz-(15,2R)AAcpc*-endomorfin-2 azonos affinitast (K; = 1.3 nM) és
nagyobb p-opioid receptor szelektivitast mutatott a eredeti peptidhez képest.

A heteroloég leszoritdsi kisérletek eredményei alapjan valasztottuk ki a
legpotensebb analdgokat a [>>S]GTPyS mérésekhez. A potencia (ECsg) és a hatasfok
(efficacy, Emax) €rtékekeket a tiszta agonista DAMGO értékeihez hasonlitottuk. A

vegylletek dozis fiiggd moddon stimuldltdk a funkcionaélis [3SS]GTPyS kotést. Az
endomorfin-1 és az endomorfin-2 a DAMGO-hoz hasonlé ECs, értéket, de alacsonyabb
hatasfokot mutat, mely alatamasztja hogy az endomorfinok parcialis agonistak. A cisz-
(1S2R)AAcpc’, cisz-(1S,2R)AAchc®, (1S2R)Achc®, és  (25,35)BMePhe’  tartalmi
analogok nagyobb hatasfokot mutattak, tiszta agonistaként viselkednek. Hyp®
szubsztitucid az endomorfin-2-ben alacsonyabb hatdsfokot eredményezett, mely

mérsékelt agonista hatast sugall. A fPro® tartalmé analog szolgaltatta a legalacsonyabb

hatasfokot, gyenge agonistaként viselkedik. A naloxon jelenlétében elvégzett [3SS]GTPyS
mérések eredménye kimutatta hogy a ligandumok opioid receptorokon keresztiil
aktivaljak a G-proteineket.

A biologiai aktivitdsi eredmények alapjan a hatékony analdgokon stabilitasi
vizsgalatokat végeztiink patkanyagyi membran preparatumon. Az (15,2R)Achc” tartalmu
analogok felezési ideje (>20 ora) jelentésen emelkedett az eredeti endomorfinok felezési
idejéhez (t;» = 5-7 perc) képest, mely az 0j analégok enzim rezisztenciajat bizonyitja. Az
endomorfin-2 esetében a Hyp® szubsztiticié 3x-os, a BPro” beépitése 6x-os ndvekedést

eredményezett a proteolitikus stabilitisban az eredeti vegylilethez képest. Ezen
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eredmények aldtamasztjdk, hogy az aliciklikus B-aminosavak beépitése proteolitikusan
stabil analogokhoz vezet.

Laboratériumunkban szamos tricidlt endomorfin-, €és neuropeptid analogot
allitottunk eld, kiilonb6zd biokémiai vizsgdlatokhoz. A triciummal jelzett radioaktiv
peptidek elénye, hogy a radioaktiv anyag szerkezete megegyezik az eredeti peptidével,
igy a biologiai aktivitdsuk is hasonld. A tricidlt ligandumokat felhasznaltuk prekurzor
proteinek bioszintetikus Utvonaldnak keresésére €s homoldg vagy heteroldg leszoritési
kisérletekben az 0j analdgok biologiai jellemzésére.

A leghatékonyabb endomorfin-2 analogokat in vivo kronikus iziileti fajdalom
modelben spindlis szinten vizsgaltuk az anti-allodinikus hatasok felderitésére. Az
allodynia egy olyan allapot, amelyben egy rendesen nem fajdalmas inger, fajdalmat valt
ki. Morfint haszndltunk kontrollnak. Az 6sszes analog koncentracid fliggé modon valtott
ki antinociceptiv hatast. Ezen eredmények azt sugalljdk, hogy a Dmt, az aliciklikus (-
aminosavak, a fMePhe, ¢és a pFPhe aminosavak beépitése az endomorfin-2-ben egy
igéretes stratégia lehet a peptidek biohasznosithatosdganak ndvelésére, és szerepet
jatszhat 0j endomorfin analdgok kifejlesztésében, melyek fokozott terapias lehetdséggel
birnak. Mindamellett tovabbi vizsgalatok sziikségesek ezen ligandumok Iehetséges
mellékhatasainak felderitésére.

Korabbi eredmények alapjan ismert hogy az endomorfinok hatékony, nagy
szelektivivasii p-opioid receptor agonistdk. A gyenge metabolikus stabilitds és a
korlatozott vér-agy gaton valo atjutds, mind eimitalja a fajdalom klinikai kezelését
endomorfinok szisztémas adasaval. Az endomorfin-1-ben ¢és endomorfin-2-ben
végrehajtott szdmos igéretes szerkezeti modositds megndvekedett antinocicepcidhoz
vezetett, melyet a peptid periférids beadasa utan észleltek, ez a hatds a jobb vér-agy gat
permeablitasnak vagy a megnovekedett degradacid elleni rezisztencianak vagy
mindkettonek tulajdonithatd. A vizsgalt endomorfin-2 anal6gok [Dmt-Pro-Phe-Phe-NHa,
Tyr-(18,2R)Acpc-Phe-Phe-NH,, Tyr-(1S,2R)Achc-Phe-Phe-NH;] viszonylag alacsony, de
jobb vér-agy-gat permeabilitdst mutattak az eredeti peptidhez képest. Az agyi endotél
sejtek életképességére egyik vizsgalt peptid sem hatott citotoxikusan. A jobb vér-agy gat

permeablitas, az antinociceptiv hatds és a megnovekedett enzimatikus rezisztencia mind


http://en.wikipedia.org/wiki/Allodynia#cite_note-0

azt bizonyitja hogy ezen peptidek prekurzorként szolgalhatnak opioid gyodgyszerek

fejlesztésében.
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