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Irodalmi attekintés

A kozponti idegrendszerre hatd drogok nagy része specifikus
receptorok kozvetitésével fejti ki hatéséat.

Ez természetesen igaz az S6pidt narkotikumokra is, amelyek olyan
receptorokkal Ilépnek kolcsonhatdsba, melyeknek endogén ligand jai
pl. az enkefalinok és a p-endorfin.

A receptor a sejt felszinén, a membrénba integrédlédott olyan
fehérje molekula vagy bonyolultabb szerkezetii komplex egység,
amely specifikusan, nagy affinitdssal és szelektiven kot bizonyos
molekulakat, a ligandjait, és ez a kot6dés a sejten beliil megha-
tArozott biokémiai eseményeket indit el, amelyek specifikus élet-
tani valaszt eredményeznek.

Az opioid receptorok jelenléte az agyban mar azonositdsitdsuk
elétt évtizedekkel bizonyosnak latszott, hiszen szinte 6sidék dta
ismert az OSpiat alkaloidok farmakolégiai hatésa.

A morfint elészor 1803-ban izolaltak az
opiumbdl, szerkezeti felépitése 1925 6ta
ismert.

A szerkezet felismerése utdn oSridsi len-

diilettel indult meg a kutatds, é&s kémiai

morfin modositasok sorozataval prébaltak elSal

litani a  morfin "kellemetlen" mellékha-

tasoktsl (légzésdepreszszio, fiigghség, stb.) mentes fdjdalomesil-
lapitét. Ezen kutatdsok nagy eredménye a szerkezet-hatds vizsgdla-
tok garmada, amelyek ahhoz a felismeréshez vezettek, hogy az Spiat
hatds egy specifikus receptorral valé kolcssnhatdson keresztiil jon

létre.
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A szerkezeti médositdsokkal nyert anyagok kozott vannak antago-
nistdk is (pl. a ﬁnloxon), amelyeknek egyaltaldn nincs f4djdalomcsil-
lapitéd hatdsuk, de hatékonyan gatoljiak az Spidt agonistdk hatdsat.

Az antagonistak léte is megerdsitette azt

HO
@ a feltételezést, hogy az agyban specifi-
0 ' -

kus opioid receptoroknak kell lenniiik. A

.’ NCHZCH=CH2 receptorok  mindkét csoportba tartozé
0 ligandokat kotik, de élettani vélasz csak

naloxon az agonistaval valé kot6dés nyomdn jon létre.

Szamos Spidt sztereoizomerje nagysagrendekkel kisebb hatékonysagu.
A sztereospecificitds ténye szintén megerdsiti egy specifikus
receptor-ligand kolcsonhatds valdsziniiségét.

Az opioid receptorok agyban valé kimutatasa végiil is radioaktiv
ligandokkal torténd kisdérletekkel sikeriilt.
Goldstein €s mtsai (1) 1971-ben végeztek kotési kisérleteket 3H-
levorphanollal egér agy homogenizdtumon. Azonban ekkor csak igen
alacsony specifikus kotést sikeriilt mérniiik. A nagyobb specifikus
radioaktivitdsi ligandok kifejlesztése végiil 1973-ban vezetett
eredményre, amikor tobb laboratdérium is sikeresen azonositotta az
opioid receptort (Pert, Snyder (2); Terenius(3); Simon (4)).
Az in vitro receptorkotési kisérletek sikeresen igazoltak, hogy
valéban egy, az élettani hatdssal 0Osszeegyeztethetd receptort
mutattak ki.

Az opioid receptor kotésre jellemz8, hogy telithetS, az o6piat
ligandok disszocidciés konstansa (Ka) nanomoldris nagysigrendben
van. Teljes agy homogenizdatumon telitéskor a kotés kb.

0.25-0.3 pmdl/mg fehérje (2-4).
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Az Spiatok kotddése sztereospecifikus, a (-)izomerek tobb nagy-
sdgrenddel hatékonyabbak a receptoron. Ez egyébként a drogok far-
makolSégiai hatdsdaval is jol parhuzamba éllithatd.

A drogok élettani hatdsossiga ardnyos a receptorkotési kisérle-
tekben mért tricidlt ligand leszoritdsi képességiikkel. A ten-
gerimalac ileumdan végzett kisérletekbél (5, 6) kideriilt, hogy az
6piat agonistik gatoljak az elektromos ingerlésre kivaltédé izom
osszehzédasokat, mig az antagonistidk ezt a hatdst kivédik. A
tengerimalac ileumon felallithaté drog hatékonysdgi sorrend szoros
egyezést mutat a 3H-naloxon kotés leszoritdsdval mért affinitdsok-
kal (7).

Receptorkotési és autoradiografias kisérletek sorozataval kimu-
tattak, hogy az opioid receptorok megoszldsa is igen specifikus. Az
agyban fordulnak el6 a legnagyobb mennyiségben, ezen beliil is a
limbikus rendszerhez kapcsolt agyrégiSkban. A periféridn a gerinc-
velGben, valamint a simaizom beidegzéseknél (pl. tengerimalac

ileum, egér vas deferens) taldlhaték meg.

Endogén ligandok

Méar az opioid receptorok felfedezésének ténye is bizonyossa
tette endogén ligandok létének sziikségszeriiségét az idegrendszerben.
Endogén opioidok jelenlétére utaltak Reynolds (21), majd késS8bb
Mayer és mtsai (22) kisérletei, amelyekben f4jdalomcasillapitast
értek el az agytorzs kozponti sziirkedllomanydnak elektromos inger-
lésével. Feltételezték, hogy bizonyos neuronok elektromos inger-
lésére endogén anyagok szabadulnak fel, amelyek kozvetitik a faj-

dalomcsillapité hatdst. A tovabbi megfigyelésekbdl kideriilt, hogy
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ez a hatds naloxonnal antagonizalhaté (23). Végiil in vitro recep-
torkotési kisérletekben endogénen kot8dott ligandok leszoritdsédra
utalt, hogy kotés novekedést tapasztaltak elGzetes Spiat kezeléssel
(24) ill. az agy homogenizatum 37 °C-on valé inkub&aldsdval (10).
Hughes 1975-ben (25) agy extraktumokkal morfin-szerii hatéast
mért ki az elektromosan osszehuzdédédsra ingerelt tengerimalac ileumon
ill. egér vas deferensen.
Végiil még ugyanabban az évben (26) sikeriilt disznd agybdl izoldlnia
az endogén anyagot, két pentapeptid - a met- és leu-enkefalin -
keverékét. Majd ezt megerdsitette Simantov é€s Snyder (27), akik
borji agybdl nyerték a peptideket, és azokat 3H-naloxon kotési

kisérletekben tesztelték.

OH
0]
Leu-enkefalin: >_\_/<OH
NH
H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH NH; Oy
—~9 H
Met-enkefalin: HN H (N
H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-OH o)

Leu-enk. szerkezeti képlet

A morfin és éz enkefalin szerkezeti analégiai (pl. a tirozin
fenol-csoportja és az Spiat A gyiiriije, az enkefalin C-termindlis
karboxiljanak OH-csoportja és a morfin C-6-os helyzetii OH-csoportja)
is alatdmasztjik, hogy ezek a ligandok azonos felismerShelyen

kot&dnek.
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A megéallapitott peptid szekvenciabdl (26) kideriilt, hogy az az
agyalapi mirigyben taldlhaté p-lipotropin (p-LPH) egy darabkaja.
Tobb laboratérium (28-30) egymastsl fiiggetleniil kozolte, hogy a p-
LPH C terminalisdanak 31 amindsavbdl 8116 szekvencia-részlete, amelyet
p-endorfinnak neveztek el, szintén hatdsos opioid peptid mind recep-

torkotési, mind tengerimalac ileumon végzett farmakolégiai kisérletekben.

Opioid receptor altipusok

Az opioid receptorok sokféleségére vonatkozs elmélet elGszor a
Martin és mtsai (31) Altal spinalis kutydn végzett farmakolégiai
kisérletek oOsszegzése alapjan vetSdott fel. Szdmos Spidt drog farma-
kologiai hatasdanak kiillonbozdsége alapjan harom opioid receptor tipus
megkiilonboztetését javasoltak.

Az altaluk p-nek nevezett receptorok kozvetitik a morfin-szeri Sépiatok
hatasat és az eufdria kialakuldsdban is szerepet jatszanak.

A x receptorokon haté anyagok fdjdalomcsillapité és nyugtaté hata-
stak, eufdéridt nem okoznak. Ezen vegyiiletek a ketociklazocinok.

Végiil a G receptorok, amelyeken keresztiil a hallucinogén hatdsok koz-
vetitédnek. Az SKF 10 047 jelii, kevert agonista-antagonista vegyii-
lettel mutattak ki ezt a csoportot. Manapsag a G altipus opioid
receptorokhoz vald tartozasat kétségbe vonjak, mert a naloxon nem
antagonizalja azt.

Az enkefalinokkal végzett farmakoldgiai és receptorkotési kisér-
letek azt bizonyitottdk, hogy az endogén opioidoknak mas hatésaik
vannak egér vas deferensen, tengerimalac ileumon és patkiny agyon
(32). Ezek a kisérletek egy 0j receptor altipus (d) létezését vetették
fel. A d receptor nagy affinitdssal koti az enkefalinokat, mig az

6piat alkaloidokhoz alacsonyabb az affinitédsa.



Opioid receptor altipusok

- Agonista prototipus

Szelektiv agonista

Antagonista

Szelektiv antagonista

Endogén ligand

Kézvetitett hatasok

Jellemzd eldfordulas

DAGO

Morficeptin
(Tyr-Pro-Phe-ProNHz)

Szufentanil
Naloxon

Naloxon—-azin

Béeta—endorfin

analgézia

eufdoria

katalepszia

légzés gatlas
prolaktin release
taplalkozas fokozasa

nyul kisagy
tengerimalac ileum
nyul filartéria

Leu—-enkefalin
D-Pen2-D-Pen% -enk.

DADLE

Deltakefalin (DSLET)
Naloxon

ICI-154,129
ICI-174,864
Leu—enkefalin
stressz—-analgézia
letalitas

hipotenzid

GH release

leukocita kemotaxis

NG-108,15 sejtvonal
egér vas deferens

Etilketociklazocin

U-50,488H

Naloxon

MR-2266

Dinorfin-(1-13)

analgézia

szedacid

flexor reflex—-gatlas
ADH release
pupillasziikiilet

nyul nagyagy

nyul vas deferens
kecskebéka agy
tengerimalac kisagy

§91U139})8 TW[BpPOa]
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Agyszovetben végzett in vitro autoradiogréfidas kisérletekkel
szintén jelentS8s kiilonbségeket mutattak ki a 3H-D-ala-enkefalin,
3H-dihidromorfin és a 3H-diprenorfin kotés megoszliasaban.

A két kiilonbozé - p(morfin) és d(enkefalin) - kotShely 16tét meg-
er6sité tények interpretdldsat az tette nehézzé, hogy a recep-
torkotési kisérletekben tobbfazish gorbéket kaptak.

Ezt azzal magyaraztik, hogy pl. az enkefalinok mindkét (n és d)
kotShelyhez kotSdnek (34).

Pasternak és mtsai 3H-D-alaD-leu-enkefalinnal (3H-DADLE) vettek
fel telitési gorbéket morfin kis koncentraciéban (1 nM) valé
jelenléte mellett és anélkiil. A két telitési gorbe osszehasonlitd—
84bdl  kideriilt, hogy a rendszerben jelenlevd morfin az enkefalin
nagy affintdsi hotdhelyén jelent vetélytarsat. A morfin jelenlété-
ben felvett telitési gorbéken eltiinik a nagy affinitdst kotShely.
Ugyanezt a kisérletet forditott felalldsban elvégezve szintén azt
tapasztaltdk, hogy a 3H-dihidromorfin nagy affinitdsi kotShelye
tiint el enkefalin jelenlétében (35).

A N-etilmaleimiddel (NEM) végzett korai kisérletekb&l mar ismert
volt, hogy a 3H-dihidromorfin nagy affinitds kotShelye kiilonos
médon érzékeny a reagensre (36). Ezért megvizsgdltak a 3H-DADLE
kotés érzékenységét is a reagensre. Szintén a nagy affinitdsa
kotShely elvesztésdt tnpasztaltak (35).

Ezen biokémiai tények alapjdn jutottak arra a feltételezésre,
hogy a morfin ill. az enkefalinok harom kiilonb6z8 receptor kotShelyhez
kapcsolédnak. A Pasternak és mtsai (35) altal felvetett elképzelés
szerint mind a morfin (és morfin-szerii épidtok) mind az enkefali-

nok egy kozos, nagy affinitdsa kotShelyért versengenek. Ezt a
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kotShelyet ji-nek nevezték el. A pa-vel jelolt kotShely megfelel a
morfin alacsony affinitdasti kotShelyének, é&s végiil a d kotShely az
enkefalinok alacsony affinitasi kotShelye.

A m1 szelektiv irreverzibilis antagonistdk (naloxazon, naloxon-
azin) kifejlesztése igen jelentésen hozzdjarult a receptor kotGhelyek
és az altaluk kozvetitett élettani hatds kozotti oOsszefiiggések
feltarasara.

Pasternak ¢és munkacsoportja szamos tanulmanyt (37-39) kozoltek
arrdl, hogy ezekkel az irreverzibilis antagonista ligandokkal in
vivo kivéaltott ui kotShely gatlds jelent8s mértékben csokkenti az
6pidtok és az endogén ligandok fajdalomcsillapité hatasat. Példaul

a morfin egéren mért fajdalomcsillapité hatdsanak EDso-e (az esetek
50 %-aban hatdsos ddézis) 12-ed részére casokkent a u1  kotShelyek
gatlasakor.

Spindlis transzszekcié utdn egéren végzett kisérletekbSl megdlla-
pitottak, hogy a 1 kotGhelyek a fajdalomcsillapitds szupraspinalis
kozvetitésében jétszénak szerepet, mig a spindalis folyamatok wvalo-
sziniileg a d receptorokon keresztiil mennek végbe (40).

A farmakoldogiai kutatidsokban igen fontos kérdés, hogy vajon
hogyan lehet elkiiloniteni a morfin fdjdalomcsillapité és légzés-
bénité hatasat.
u1  irreverzibilis antagonistdval kezelt patkdnyokon figyelték a
morfin fdjdalomcsillapitd és légzésdepresszald hatasat (41). A
kisérletekbdl kitiint, hogy mig a fdjdalomcsillapité hatds megsziint
a légzésdepresszid nem csokkent a p1  kotShelyek irreverzibilis

gatlasa kovetkeztében.
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Igy megallapithatd, hogy a yui1 kotShelynek a fajdalomcsillapités
kozvetitésében van szerepe, a légzésbénité hatdsért mas receptor
altipus, valdsziniileg a p2 felelGs.

p-endorfinnal patkdany vas deferensen végzett farmakoldgiai
kisérletek (42), valamint nagy specifikus aktivitdasi 3H-p-endorfin-
nal patkdny agyhomogenizdtumon végzett receptorkotési kisérletekben
azt tapasztaltdk, hogy a p-endorfin egy olyan kotShelyen kotddik,
amelyhez az dSpidtok, ill. az enkefalinok sokkal kisebb affinitdssal
kapcsolédnak (43).
Ez alapjan a kutaték feltételezik egy € kotShely létezését,
amelyet az autoradiografids eljarassal megallapitott p-endorfin
kotés teriileti eloszldsa is aldtdmaszt (33), hiszen ez eltér mas

opioidok kotésének teriileti eloszlasatol.

Az opioid receptorok reguldcidja

Az 6piat farmakolégia egyik legnagyobb problémdja azon a kelle-
metlen tényen alapult, hogy a kiilonboz8 6pidtok folytonos atmenetet
mutatnak az agonista és antagonista jelleg kozott. Igen csekély
kémiai mdédositds mdris antagonistdvé valtoztathatja az eredetileg
agonista molekuldt. Az opioid receptor kutatds egyik fontos célja
volt ezért, hogy megtaldiljn a kiilonbeéget az agonistik és antago-
nistak kotési aktivitdsdban. Ennek a megfejtéséhez két, egymasnak
latszdlag ellentmonds tudomdnyos kozlemény vezetett. Pert és Snyder
a Na' opioid kotésre gyakorolt kisebb, fokozd hatdasat kozolték (2),
mig Simon és mtsai a Na' jelenlétében a kotés gatldsardsl szamoltak

be (4).
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Az ellentmondést az oldotta fel, hogy mig az egyik csoport agonis-
tAt a masik antagonisté_t hasznalt az opioid kotés mérésére.

A Nat* tehdt gdtolja az agonista kotést, az antagonistédét viszont
eldsegiti. Az kationok kozott ez a hatds specifikusan csak a Nat-ra
érvényes, bar igen kis mértékben a Lit-ndl is megfigyeltek hasonld
hatast (8).

A "Nat-index" (a Nat* jelenlétében és tavollétében mért affinitd-
sok hanyadosa) bevezetése hatékony tesztelési mdédszernek bizonyult.
A tisztdn antagonista tulajdonsagha vegyiiletek receptorhoz kotddése
Nat* hatdsara fokozddik, a kevert tipus( agonista-antagonista karak-
teriiek kotési affinitdsa Na' jelenlétében 2-3-ad részére csokken, a
tisztdn agonistdké pedig drédmai mértékben, 12-60-adéra.

A kétértékiu kationok kozott a Mn*t és Mgt mddositja az opioid
receptorkotést (9), az agonistdkét novelik, csokkentik az antago-
nistdkét.

A Na* hatdsdnak részletesebb biokémiai tanulmidnyozéasakor a
receptorkotési kisérletekbdl kideriilt, hogy a Na‘ szelektiven a
nagy affinitdst kotShelyet befolyasolja (10). Ez az eredmény arra
utal, hogy Na' jelenlétében az opioid receptor valamilyen konformécis-
valtozdson mehet keresztiil.

Ezt a feltevést a NEM-mel végzett kisérletek is aldtdmasztottak
(11). NEM elSkezelésnek kitett membrédnon végzett kotési kisérletek-
ben a kotés jelentés mértékben csokken. Ha NEM-el torténd el8inku-
bélds alatt kis mennyiségii épiat is jelen van, akkor a NEM kotés
csOokkenté hatdsa kivédhetS. Ez egyértelmiien arra mutat, hogy a
kotShely kozelében SH-csoport taldlhats, amely a NEM dltal hozzé-

férhetetlenné vélik, ha a kotShelyhez ligand kapcsolédik.
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Ha az inkubalé elegyben 100 mM NaCl van jelen a NEM mellett, a
membrédn szintén védhetsd az alkildlédastol.
Miutdn a Nat-nak semmilyen hatdsa nincs az SH-csoportok alkildla-
sara, ezért valdsziniinek latszik az a kovetkeztetés, hogy a Na*t
jelenlétében a receptoron konformécié valtozds torténik, melynek
kovetkeztében az SH-csoport egy, a NEM dltal nem tdmadhats térbeli
helyzetbe keriil.
Simon és mtsai (12) NaCl jelenlétében végzett antagonista kotési
kisérletekben 1.5-2-es Hill-coefficiens értékeket taldltak, amely
pozitiv kooperativitasra utal.

Mindezek alapjan Simon (13) a Na'* ionok alloszterikus hatésat

leirandSé a kovetkezé modellt inditvdnyozta:

ligand kotShely

Voo

A
H < [GH SH :

t ?

Na* kotShely

Amikor a Na* kotddik az alloszterikus kotShelyhez, megvaltozik a
receptor molekula konforméciéja. Ebben a poziciéban a receptor a
NEM tamaddsdval szemben ellendllébb és az agonistdkhoz vals affi-
nitasa csokken.

Egy Nat*-ot nem kotd vagy a Na* kotésével konformécidvaltozdsra nem
késztethetd monomer meglétével magyardzhaté az, hogy 100 mM NaCl

jelenlétében taldlhaté a rendszerben "Nat*-mentes" konformer (14).
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Szamos receptor-rendszerben bebizonyosodott, hogy a GTP, mint
szabdlyozd anyag szerepet jatszik a receptor adenildt ciklazhoz
valé kapcsoltsagaban.

A Blume 4&altal végzett kisérletek azt igazoljdk, hogy &a guanin-
nukleotidok az opioid rendszerben is élettani szabalyozdként hatnak.
Kisérleteikben a GTP csokkenti az épiat agonista kotést mind agy
membranon (15), mind neuroblastoma x glioma hibrid sejteken (16).
A GTP és a NaCl hatasa additiv, egyiittesen teljesen eltiintetik az
agonistak nagy affinitdsa kotShelyét (17).

Agy homogenizatumban (18) €s neuroblastoma x glioma hibrid sejtek-
ben (19) az Spidt agonistdk gatoljdk a prosztaglandin E: adenilat
cikldz serkentd hatasat. Enkefalinokkal pedig kimutattdk az adenilat
ciklaz alapaktivitasanak gatlasat is (20).

A fenti eredmények és az a tény, hogy a GITP kozvetlen hatast
gyakorol az opioid receptor és agonistdi kolcasonhatdsaban, azt
valdsziniisitik, hogy az opioid receptor adenilat cikldazhoz kapcsolt

rendszer lehet.

AffinitasjelolSk

Az egyszeri reverzibilis kompetitiv gatlék haszndlatdval igen
sokrétii é€s fontos informacidk keriiltek napvildgra és szamos munka-
hipotézis megalapozasit tették lehet6vé a receptor kutatdsban.
Hamar vildgossa valt azonban, hogy annak a meghatidrozasara, hogy
milyen aminésavak alkotjak a kotShelyet, stabil, kovalensen kot&dé
ligandok alkalmazisa sziikséges.

Mint mar az elz8ekben is lathattuk az irreverzibilis ligandoknak

nagy szerepe volt az opioid receptorok sokféleségének bizonyitasaban.
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A meglehet8sen tdg meghatdrozéds szerint affinitdsjelolé lehet
mindazon molekula, amely bizonyos specifitdssal és affinitdssal
kotédik egy enzim- vagy receptorfehérjéhez, egy olyan molekula-
részlet segitségével, amely nem-egyensilyi kotédést eredményez, és
szerkezetében egy kémiai vagy fizikai mddszerrel detektalhatd
részletet (jelet) tartalmaz.

Az affinitdsjelold kot6dése nem feltétleniil jelent kovalens kap-
csolatot. Elképzelhetd, hogy térbeli okok miatt jon létre egy nem
egyensulyi kotddés, vagy a ligand affinitdsa olyan nagy a koté-
helyhez (Ka<10-12 M), hogy a disszocidcié sebessége igen csekély.

Az affinitdsjelolének két nagy csoportjat kiilonboztetjiik meg.

Az elektrofil affinitdsjelolék olyan elektrofil részletet _tartal—

maznak, amely elégségesen reaktiv ahhoz, hogy a receptor egy nukleofil
részletéhez kapcsoldédjanak.

A fotoaffinitds-jelol6k esetében fény hatdsara keletkeznek reaktiv
intermedierek - leggyakrabban nitrén vagy karbén csoportok -,
amelyek aztdn kovalens kotést alakitanak ki a receptor molekuldval.

Az elektrofil részt hordozé affinitdsjelelének négy kritériumot
kell teljesitenie ahhoz, hogy nagy szelektivitdsii receptor jelold
legyen.

1. A ligandnak nagy affinitdssal kell kot6dnie a receptorhoz.

2. A ligandnak szelektivnek kell lennie.

3. A ligand elektrofil centrumdnak megfelelé térbeli helyzetben
kell lennie.

4. Az elektrofil csoportnak reaktivnak és kémiailag szelektivnek
kell lennie.

Az elektrofil affinitasjelolék két egymast kovetd folyamatban

képeznek irreverzibilis kapcsolatot a receptorral.
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Az elsd lépésben a ligand affinitdsdnak és szelektivitdsdnak van
szerepe. Ekkor kialakul egy receptor-ligand reverzibilis egység, a
mésodik lépésben pedig az elektrofil centrum megfeleld helyzetébdl
és annak reaktivitdsibsl adédéan kialakul a receptor és ligandja
kozott a kovalens kotés.

A nagy reaktivitdsii elektrofil csoportot tartalmazé molekula ese-
tében a kovalens kotés szelektivitdsat elsGdlegesen a receptor
ligandhoz vald affinitasa hatdrozza meg.

A fotoaffinitis-jelol6k esetében meghatdrozott hulldmhossz
(energiajii) fény hatdasdra fotokémiai reakcié sorédn olyan reaktiv
csoport keletkezik, amely gyakorlatilag barmilyen aminésav oldal-
lanchoz hozzakotSdhet.

A fotoaffinitas-jelol6k sotétben reverzibilis ligandok, igy még a
fotoreakcié el6tt a rendszerbdl eltdvolithatdk a nem specifikusan
kotddott molekulak.

Fotoaffinitas-jelolck megtervezése konnyebb feladat, hiszen az
elektrofil affinitdsjeloléknél az elektrofil csoport térbeli helyzete

is fontos szempont. Mindemellett a fotoaffinitds-jelol6k alkalmazésa
korlatozottabb, hiszen a sziikséges fotolizis csak in  vitro
koriulmények kozott lehetséges.

May és mtsa (44) Allitottak elS elsGként opioid receptorok jelo-
lésére alkalmas elektrofil funkciés csoportot tartalmazé ligandokat.

Ezek az anyagok a benzomorfdan bromalkil szdrmazékai voltak,

N-R R: CHzCHzBr
CH CH
C H3 2CHBrCHs

amelyeknek csak kis mértékii fajdalomesillapité hatdsuk volt egéren.
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Tobb kiilonféle probdlkozas utdn Nagamatsu és munkacsoportja irta
HO le a morfinont, amely agyi membrédnon irre-

verzibilisen gétolta a 3H-naloxon kotd~

0 ’ dését opioid receptorokhoz (45).
‘ A késdbbi tengerimalac ileumon, valamint
egér vas deferensen végzett in vivo és in
morfinon vitro kisérletekben (46) azonban reverzi-

bilis agonistanak mutatkozott.

Az oximorfon nitrogén mustdr szArmazéka a p-kloroximorfamin (p-COA)

@) “O
0K T ew o
‘ o3 < ANew,
. X o
(CICH,CH,),N

oximorfon p-COA

mondhaté az els8 igazén sikeres irreverzibilis jelolének (47).
Tengerimalac ileumon és patkdny agyon végzett kisérletekben je-
lentés agonista aktivitdsa van és a p-COA-val kezelt membrénon 8
6rés dializdlds utdn is gétoltak az opioid kotShelyek (48). A p-
COA-val elSidézett fajdalomcsillapitds idStartama egéren négyszer
hosszabb volt, mint az oximorfon hatésa.

A p-COA mintdjara megszintetizdltdk a p-klornaltrexamint (p-
CNA), amely hatékony irreverzibilis antagonistdnak bizonyult (50).
Az agykamrdba adott (i.c.v.) p-CNA a morfin kivaltotta fdjdalom-
csillapitds hossza idejii (kb. 6 napig tartd) gétlasidt eredményezi (49).
Tobbek kozott 3H-p-CNA-t haszndltak opioid receptor komponensek

izolalédsdra agy membranbdl (51).
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f

2Z2X ,0

(CICH,CH,),

naltrexon p-CNA

Pelton €s mtsai szintetizdltdk meg az elsd elktrofill affinitas-
jelolé peptidet (52), a DALECK-et, amely a [D-Ala?-lL.eu’lenkefalin
(DALE) klormetilketon szArmazéka.

A naloxon, a naltrexon és az oximorfon hidrazon szarmazékai is
hossztideji hatdst fejtenek ki és az opioid receptorokhoz valé

kotédésiik nem egyensulyi jellegu (53, 54).

HO

0

q R: CH2CH=CH: naloxazon
‘ N-R CHz - naltrexazon

OH |
NH 2N CHs oximorfazon

A tovabbi vizsgédlatok (55) eredményei szerint a hidrazonokbdl
keletkezd azinok felelGsek ezen szdrmazékok nem reverzibilis visel-
kedéséért. Az azinok 20-40-szer hatékonyabban gaitoljak az opioid
kotést in vitro, mint a megfeleld hidrazonok.

A szarmazékok specifikusan gatoljdk a j1 kotShelyet. Ezeknek a
szelektiv p1 irreverzibilis ligandoknak nagy szerepe volt a kozos
nagy affinitdsi morfin és enkefalin kotShely létezésének bizonyi-
tasdban (37, 56). Azonban az opioid receptoron valé hatdsuk médja,

a kotés mechanizmusa nem tisztdazott.
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Célkitiizések

A rohamosan fejl6dd Spidt kutatds mar szamos kérdésre megfelelt,
de az JOpiat rendszer teljes megértésétsl még tdvol vagyunk. A
kiilonbozé tipust opioid receptorok tisztitdsa és szekvendldsa, az
endogén peptidek metabolizmusianak é€s élettani szerepének teljes
feltdrdsa, a receptor-ligand kapcsolat kialakuldasdaval kezd&dd
biokémiai folyamatok leirasa, az egyéb neurotranszmitter rendsze-
rekkel valé kapcsolatok felderitése és az Spidt rendszer elhelyezése
az idegrendszeri miikodés szerves egészébe mind nagy feladatai a
jové kutatasainak. Gydgyaszati, farmakoldgiai szempontbdl pedig
kiilonlegesen aktualis az Spidt kutatds, hiszen pl. a hozzdszokés
és fiiggdség kialakuldsanak okdra és mechanizmusdra adott magyara-
zat a vildgméreteket 6lt5 narkoménia elleni harcban is jelentds
lépést jelentene.

Ezen feladatok egyrészének megolddsdban az affinitdsjelolék
fontos szerepet jatszhatnak. Az "idedlis" affinitdsjelolé megterve-
zéséhez feltétleniil sziikséges az irreverzibilis kotédés mechaniz-
musanak ismerete. Fontos tovabba azt is vizsgédlni, hogy a molekula
egy€éb szubsztituensei a kotdhelyen vald térbeli elhelyezkedés mdédo-
sitasdval hogyan befolyasoljak a kovalens kotés kialakulasat.

Intézetiinkben az opioid receptor tisztitdsdahoz elGallitottak
egy izotdoppal jelzett affinitasjelolét, a H-oximorfazont.

A liganddal valS receptor izolilds meghkezdése elGtt sziikséges volt
a lehetséges reakcidmechanizmus vizsgdlata.

Irodalmi adatok és elméleti megfontoldsok alapjan az oximorfazon

C-6-0o8 helyzetben levS hidrazon csoportjanak valamelyik szerkezeti

eleme felelés az irreverzibilis kot&désért.
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Ezt a szerkezeti elemet préobaltuk felderiteni olyan szarmazékok
segitségével, amelyek a hidrazon csoport kisebb nagyobb részét nem
tartalmazzak. Kisérleteinkben négy vegyiiletcsalddot - oximorfon,
dihidromorfinon, oxikodon, dihidrokodeinon - tanulmdnyoztunk.

Az affinitasjeloldk esetében fontos tudni, hogy a kialakitdsuk-
kor végzett szubsztitucid nem valtoztatja-e meg a ligand farmako-
16giai karakterét. Ezért azt is vizsgaltuk, hogy a szubsztitucié a
C-6-08 helyen mennyiben befolyasolja a ligand agonista-antagonista
karakterét és affinitdsat a kiilonboz8 opioid altipusokhoz.

Az ismeretes, hogy a C-3-as helyzeti fenolos OH-csoporthoz a
receptoron egy felismerdhely tartozik, €s ennek ﬁxédositésa az
affinitds nagymértékii csokkenéséhez vezet. Vizsgiltuk azt, hogy ez
az affinitds csokkenés eredményez-e egyben irreverzibilitas
csokkenést is.

Az oximorfon és oxikodon szarmazékok a C-l4-es helyen OH-
csoportot tartalmaznak. Amennyiben a C-14-es OH-csoportnak a recep-
toron egy felismerdhely felel meg, ez a kotShelyen vald elhelyez-
kedés mddositasaval befolydsolhatja az irreverzibilis kotés kiala-
kulasat.

Ezért Osszevetettiik C-14-es OH-csoportot tartalmazd és nem tartal-

mazd szarmazékok irreverszibilitdsat.
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Roviditések

p-LPH p-lipotropin

NEM N-etil-maleimid

GTP Guanil-trifoszfat

p-COA p-kloroximorfamin

B-CNA p-klornaltrexamin

i.c.v. intra cerebroventricularis
DADLE D-Ala2-D-Leu’-enkefalin
DALE D-(Ala?-Leu’)enkefalin

DALECK D-(Ala?-Leu’)enkefalin-klérmetilketon

DAGO [D-Ala?2,N-Metil-Phe?t,Glyol]Jenkefalin
EKC Etilketociklazocin

TRIS Trisz-(hidroxi-metil)-amino-metéan
PPO 2,5-difenil-oxazol

POPOP 1,4-di[2-(5-fenil)-oxazoil]-benzol
PMR proton magnetic resonance

MS tomegspektrografia
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Anyagok és modszerek

A vizsgalt vegyiiletek

Az 4dltalunk tanulmanyozott morfin analégokat a Tiszavasvéri
Alkaloiddban Stein (57), valamint Sargent (58) kozleményében leirt
mdédszerekkel Hosztafi Sandor szintetizalta (59).

A vegyiiletek szerkezetét és sztereokémidjst a PMR és MS spektrumok
elemzésével igazoltak. Valamennyi anyag kristidlyos a dihidrimorfinon-
fenilhidrazon kivételével. A mintak tisztasagat vékonyréteg-
kromatografiaval 1is ellendrizték, MERCK 5554 szilikagél Fass

félidkat hasznalva. Az anyagok szerkezetét az 1. tdbldzat mutatja.

Felhasznalt anyagok

A receptorkotési kisérletekben felhasznalt izotépok koziil 3H-
naloxont (57 Ci/mmdl) és a 3H-DALE-t (37 Ci/mmdl) Varga Eva készitette
a Szegedi Bioldgiai Kozpontban. A 3H-EKC (27 Ci/mmdl) és a 3H-DAGO
(57,5 Ci/mmdSl) NEN (New England Nuclear), valamint Amersham készitmények.
A jelzetlen ligandok koziil a DADLE (Sigma), a naloxon (ENDO Labs.)
€és a morfin kereskedelmi termékek. A DAGO (Roemer, Sandoz Ltd.), az
EKC (Sterling, Winlhorp Institute) az oximorfon, dihidromorfinon,
dihidrokodeinon és oxikodon (Hosztafi Sandor, Tiszavabsvéri Alkaloida)
pedig ajandékba kapott vegyiiletek voltak.

Ezeken kiviil a kisérletekben felhasznaltunk még TRIS-t (Sigma),
NaCl-t (Sigma), PPO-t (Reanal) és POPOP-ot (Reanal).

A radioaktivitis méréséhez hasznalt szcintilliciés koktélokat a
kovetkezs oOsszetétellel készitettiik:

Dioxanos koktél: 3 g PPO, 0.15 g POPOP, 120 g naftalin, 1000 ml dioxan

Toluolos koktél: 4 g PPO, 0.2 g POPOP, 1 1 toluol
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Membranpreparalas

A durva membran preparitumot a Pasternak dltal kidolgozott maéd-
szer szerint készitettiik (36).
Kisérleteinket PVG/C torzsii, 1560-180 g sulyn, aszeptikus korilmé-
nyek kozott, allathdzban nevelt patkdnyokon végeztiik.
Az 4llatok dekapitaldsa és a hoponyacsont felvagasa utdn kivett
agyrol eltdvolitottuk a kisagyi féltekéket é€s rogton jéghideg
50 mM-os Tris/HCl (pH:7.7) pufferbe helyeztiik. Kisérletenként
legaldabb két 3llat agyat hasznaltuk fel. A nedves szovetsuly
lemérése utan az agyakat teflonos homogenizaléval homogenizaltuk,
tigyelve arra, hogy a szovet a homogenizalds kozben ne melegedjen
fel. A homogenizatumot négyrétegii gézen sziirtith keresztiil, elta-
volitva az esetleges homogenizilatlan darabkakat. A szuszpenziét
ezutdn 20 percig 4 °C-on 49 ezer g-vel centrifugaltuk. A centri-
fugalas utdn a csapadékot friss pufferrel szuszpendaltuk fel és az
eredeti szovetsitlyhoz képest kb. 40-szeres térfogatba vettiik fel.
Az endogén opioidok eltavolitdsa érdekében a szuszpenziét fél oraig
37 °C-on inkubaltuk, majd még egyszer megismételtiik a centrifugalast.
A csapadékot ismét felszuszpendaltuk és a kisérletiSl fiiggben vagy
5-8z0ros (mosasi kisérletck) vagy 80-szoros (egyensiulyi receptor-
kotési kisérletek) térfogatban vettiik fel és frissen hasznaltuk.
A preparatum fehérjetartalmat Bradford mdédszere (60) szerint

hataroztuk meg.



Anyagok és médszerek . S

A receptorkotési kisérletek elvi alapjai

A receptorkotési kisérletek (61) azon az elven alapulnak, hogy
radioaktiv, jelzett ligandot adnak a receptorban diis membrédn vagy
szinaptoszéma prepardtumhoz. Az adott korilmények kozott a recep-
torhoz kotSdott ligand mennyiségét a kotetlen ligand eltavolitdsa
utdn folyadékszcintilldciés mér6berendezéssel mérjiik.

A membran természetébdl adéddan a ligand nemcsak a specifikus
receptorhoz kotddhet, hanem gyakorlatilag ba’rmily_‘en fehérjéhez,
membranrészlethez hozzatapadhat. Ez a nem specifikus kotés, amelyre
jellemz3 - a specifikussal ellentétben -, hogy nem telithetd.

Ha az inkub&aciés elegyben az izotdp mellett, annak 100-8zoros
koncentraciéjaban a jelzetlen ligand is jelen van, akkor az nagy
valosziniiséggel leszoritja a specifikus kotShelyekrdl a  jelzett
ligandot. Az ilyen mintikban mért radioaktivitds a nem specifikus
helyekre kot6dott izotép mennyiségét jelzi, tehat ebbdl a nem
specifikus kotés kiszamithatd.

A receptor-ligand kolcsonhatds a klasszikus enzim-szubsztirat
kapcsolat kinetikajaval kozelithetd meg. A receptor (R) és a
ligand (L) kozott kialakulé reverzibilis kotést a kovetkezd

egyenlet irja le:

ki
al[R]l4+b(L) === c(RL) $))
Kk-1

ahol (RL) a receptor-ligand komplex.
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Egyensulyi Allapotban az oda- és visszaalakulds sebessége egyenlé:

kKi[RJ?[L]* = kalRL]® 2

Az egyensulyi kotési dllandSé mind asszocidciés (Ka) mind disszo-

ciaciés (Ka) allandoként definialhatd.

1 k-1 [(RI[L]

Ka ki [RL] )

Adott szovetben meghatdrozott szamiG specifikus receptor (Bmax)

taldlhaté - hisz a receptor egyik kritériuma a telithetSség.

Bmax = [RL]+[R] 1)

A két utébbi egyenletbdl levezethetd a kovetkezd osszefiiggés:

[RL] = —————amm )

Ha a receptor-ligand komplexet (RL) mint kotott ligandot (B)
definidljuk, és az egyenstlyi szabad ligandot F-el jeloljiik ([L]=[F1]),

akkor az (5)-08 egyenlet a kovetkezéképpen irhatd le:

T (8)
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Ebb8l az osszefiiggésbdl latszik, hogy ha egyensulyban ismert a
szabad és kotott ligand koncentracidja, akkor meghatarozhaté mind
az egyensulyi disszocidciés allandé - tehdt a receptor affinitdsa

a ligandhoz -, mind a maximalis kotShelyek szama.

Igy tehat meghatdarozott szovetmennyiség mellett mérjiik a kotott

ligand mennyiségét a radioligand koncentréciéjanak fiiggvényében.

A jelzett ligand koncentraciéjat kétféleképpen valtoztathatjuk:

1. Azonos specifikus aktivitds mellett valtoztatjuk a ligand

2. Azonos izotdp koncentracié mellett noveljiik a jelzetlen ligand
mennyiségét a reakcidelegyben, és ezzel mintegy meghigitjuk az

izotépot, a specifikus aktivitds csokken - leszoritdsi kisérlet.

Megjegyzendd, hogy az egyensilyi szabad ligand koncentréacidjat
némi egyszeriisitéssel azonosnak vessziik a kiindulasi ligand kon-
centraciéval (T). Ezzel az elhanyagoldssal azonban csak akkor nem
kovetiink el szamottevd hibat, ha az osszes ligand mennyiségének
csak kevesebb mint 10 %-a kot&dik a receptorhoz.

Ha tehat az egyensulyi receptorkotési kisérletb8l szamitott B/F
értékeket dbrézoljuk a B fiiggvényében, akkor az igy kapott
Scatchard-gorbe x tengely metszete meghatdrozza a Bmax ©&rtékét,
az egyenes irdnytangensének reciproka pedig a Ka-t.

A nemlinedris Scatchard-gorbe komplexebb modell felallitdsat
sugallhatja. Utalhat tobb kiilonb6zd affinitdsi kotShely jelenlétére
a rendszerben ill. arra, hogy a kotShelyek kooperativ kolcsonhatdsban
vannak egymédssal. Hiperbolikus Scatchard-gorbe esetén a gorbe

asszimptotaival becsiilhetjiik a két kotShely kotési paramétereit.
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Kinetikai kisérletekkel is meghatdrozhaté a ligand affinitasa.
A (3) egyenlet alapjin az egyensilyi disszocidcidés AllandSé kiszé-
mithaté az asszociacios (Ki) ill. disszocidciés (K-1) sebességi
dllandé ismeretében.
A kinetikai kisérletekben konstans receptor és ligand koncentra-
cié mellett a radioligand kot&6dését az idd fiiggvényében kovetjik
nyomon.

Ha az asszociaciés sebességi dallandé meghatarozédsanal eleget
tesziink annak a kovetelménynek, hogy az ossz. bevitt ligandnak csak
kevesebb mint 10 %-a kot6dik a jelenlevd receptorokhoz, akkor a

szabad ligand koncentracisjit konstansnak vehetjiik.

Igy a d[RL]

ki [RI[L] M

ki ' -t (8)

kapunk, ahol ki’ = ki[R][L]

Ha a specifikusan kotitt ligand mennyiségét abrazoljuk az id8
fiiggvényében, a gorbe meredeksége a ki’, amelybdl kiszamithatd a
ki.

A disszociiciés sebességi adllandé meghatdrozésakor az egyen-
sulyig inkubalt reakcidelegyet oly mértékben higitjuk meg, hogy az
asszocidcié lehetdségét kizdrhassuk, majd a specifikus kotést

mérjiik az idd fiiggvényében.
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Ilyen korilmények kozott ki [R][L] = O, és:

_______ = —k-1[RL] )

Ha az In([RL]/[RLJo) értékeket az id8 fiiggvényében abrazoljuk -
[RL]o a to iddpillanathoz tartozé kotés -, akkor a kapott egyenes
meredeksége -k-1.

Heteroldog leszoritasi kisérletben a receptor a jelzetlen ligand-
hoz valé affinitdsAat hatdrozhatjuk meg.
A hideg ligand hatékonysdga legegyszeriibben azzal a koncentracid ja-
val (ICso) Jjellemezhet&, amely a jelzett ligand 50 %-at képes
leszoritani a receptorrdl.
A Cheng-Prusoff oOsszefiiggés alapjin az 1Cso értéhkbdl az  aldbbi
médon szamithats ki a jelzetlen ligand disszociaciés allanddja (Ki;

inhibiciés konstans):

ki 2 —————mmmee (10)
1 + [L]/Ka

Egyensulyi receptorkotési kisérletek

A kotott és szabad ligand elvalasztdasiat kétféle médszer szerint
végeztiik.
Az egyik esetben Millipore sziir6dobokon, a masikban Dynatech
"cell-harvester'-en sziirtiik le az inkubdciés elegyeket. A két
sziirési eljaras elméletileg nem kiilonbozik egyméstsl. A reakcio-

elegyek mennyisége azonban nem egyforma a két kisérlet esetében.
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A sziir6dobos kisérletnél a reakcidelegy 1 ml végtérfogati volt,
mig a 'cell-harvester" haszndlatakor 96 Ilyuk( tenyésztStalcan
végeztitk a kisérleteket, 300 pl végtérfogatban. A kétféleképpen
végzett kisérletek kozott nem tapasztalhaté kiilonbség, a '"cell-
harvester'" haszndlata megkonnyiti a receptorkotési kisérleteket.
Egyszerre tobb minta sziirhetd és a reakcidelegy térfogatanak
csokkentése miatt olcs6bb a mddszer. Ezt a morfin szérmazékok
affinitdsanak meghatidrozdsdnal €és a Nat-hatds vizsgalatdnil hasz-

naltuk.

300 ul-es reakcidelegy:
30 pl izotdp
30 nl jelzetlen ligand*
40 nul 50 mM TRIS/HCl puffer

200 pl 25 mg nedves szovet/ml-es membrAnprepariatum

1 ml-es reakcidelegy:
100 pl izotop
100 ul jelzetlen ligand*

800 pl 12.5 mg nedves szovet/ml-es membrédnprepardtum

¥ a totdl kotés mérésére szolgdlé csovekben csak izotép taldlhatd,

a jelzetlen ligand helyett puffert tettiink.

A telitési kisérletekben a 3H-naloxonbdél 10-11-10-® M koncentra-
cidtartomainyban készitettiink higitdsi sort, a leszoritdsi kisérle-
tekben 1 nM 3H-naloxon volt a reakcidelegyben. A vizsgdlt anyagokbdl
10-12-10-5 M koncentraciétartomdnyban készitettiink tizedes higitasi

sort. A nem specifikus kotést 10-5M naloxon jelenlétében mértiik.
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A Nat-hatas vizsgalatanidl a reakcidcelegy 100 mM NaCl-t is
tartalmazott.
A reakciét a membréanpreparatum hozzaadasaval inditottuk. Az ele-

gyet 1 Sraig 0 °C-on inkubdltuk. Inkubdlds utdn a reakcidelegyet

Whatman GF/B sziir6papiron sziirtiitk. A Millipore sziir6dobon wvalé

sziréskor 3x5 ml jéghideg pufferrel mostuk a sziir6korongokat.
A sziirGkorongokat legalabb 2 &éran keresztiil 37 °C-on szaritottuk,
majd toluolos szcintillicios koktélba tettiik, 1 Séra 4llds utdan LKB
Minibeta szcintillaciés mérdberendezéssel mértiik.
"Cell-harvester'"-es sziirésnél program szerint mosdsi, majd szari-
tasi fdzis koveti egymést (15 masodperces mosds 7 ml jéghideg
vizzel, 45 masodperces szAritas). A sziir6korongokat dioxdAnos kok-
télba tettiik majd egy-két oras allds utdn folyadékszcintillacids
mérSberendezéssel mértiik.
A dioxéanos ill. toluolos koktél elvileg nem kiilonbozik egymastdl,
a gyakorlatban csak a mérési hatdsfok fokozhaté a toluolos koktél
hasznalataval.

A kiilonbozd valtipusok mérésénél SH-DAGO-t (3 nM), 3H-DALE-t
(3 nM) vagy 3H-EKC-t (3 nM) hasznaltunk. Mivel ezek a ligandok
csak korlatozott mértékben szelektivek, ezért a tobbi receptor
altipushoz valé kotGdésiiket nagy mennyiségben adott szelektiv
jelzetlen liganddal gatoltuk. Igy a d receptor mérésénél a reakcid—
elegyben 10 nM DAGO, ¢ receptor mérésénél 100 nM DAGO és DADLE
jelen volt.
A 3H-DAGO-val végzett kotési kisérletnél az inkubdciét 37 °C-on 45
percig, a JH-DALE és *H-EKC esetében szobah&mérsékleten 45 percig

végeztiik.

is
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Irreverzibilitdis mérések (mosdasi kisérletek)

A vizsgalt vegyiiletek irreverzibilitdsat indirekt Gton hatdroztuk
meg (62). Az anyaggal vald elSinkubdlds utdn a membrant intenziven
mostuk, majd ezutdn mértitk a 3H-naloxon kotést. A kotés csokkenése
jelzi, hogy a vizsgalt anyag az elSinkubdldas sordan nem kimoshatdan
kot8dott a receptorhoz.

Az anyagokat harom kiilonbozd koncentracioban 1, 10, 100 uM-ban
vizsgaltuk. Az inkubacids elegy 1 ml volt. A 200 pl vizsgalt anyagot
az 500 nl 5-szoros térfogatban felvett membrant 300 pl pufferrel
egészitettiik ki. A kontroll cssvek ligand helyett 200 pl puffert
tartalmaztak. Az Osszekevert elegyet 1 6ran keresztiil jégen inku-
baltuk, majd ezutin szobahémérsékletii pufferrel 30 ml-re
toltottiik a csoveket €s 10 percig 38ezer g-vel 4 °C-on centrifugdl-
tuk. A csapadékot Gjabb szobah&mérsékletii pufferrel szuszpendaltuk
fel és a higitasi €s centrifugdldsi 1épéseket még négyszer ismé-
teltiik. Az utolsé centrifugdlis utdn a csapadékot az eredeti szovet
sulynak megfelelGen 80-szoros térfogatban vettiik fel (8 ml puffer-
ben centrifugacsovenként) és az igy elSinkubalt és mosott membrant

azonnal felhasznaltuk receptorkotési kisérletre.

A mérési eredmények értékelése

A  kisérletek eredményeit a Munson és Rodbard (63) altal kifej-
lesztett LIGAND programmal értékeltiik ki Apple II tipusi 8zAmité-
g€épen. A program nemlinedris regresszion alapulé médszerrel tobb
ligand tobb receptorral valé egyidejii reakciéja esetéh a kotodési
paraméterek optimdlis becslését adja. A receptor-ligand kolcson-
hatas leirdsira egzakt matematikai modellt alkalmaz, és a legkisebb
négyzetek mdédszerén alapuld algoritmus segitségével vizsgdlja az

illesztés pontossigAat.
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Eredmények

Egyensulyi receptorkotési kisérletek

Elészor a vizsgalt anyagok opioid receptorokhoz valé affinitédsa-
nak megdllapitdsira egyensilyi leszoritdsi kisérleteket végeztiink.
3H-naloxon kotSdését mértiik kiilonb6z8 koncentraciéju - 10-5 -
10-12 M tartomanyban - jelzetlen morfin analég jelenlétében.

Az adott anyag affinitdsatdl fiiggd koncentricidban képes a jelolt
liganddal versengve azt leszoritani a receptorrdl. Az 1. dbrén az

oximorfon-szarmazékok leszoritdsi gorbéi lathatdk.

B/T[%] =
100 + ®
<l

50T

l }
T T

D om0 - -8 1 - =
LOG [T] (M)

1. 4bra: A membrant (20 mg nedves szovet/ml) 1 nM 3H-naloxonnal
inkubdltuk novekvd koncentraciéju oximorfon-oxim ([]),
oximorfonszemikarbazon (0 ), oximorfon-fenilhidrazon (gg)

ill. oximorfon-dinitrofenilhidrazon ( @) jelenlétében.
A kotési szazalékot (B/T %) abrazoltuk a vizsgalt ligand
koncentraciéjanak (log T) fiiggvényében.
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Szembetiind, hogy a C-6 helyen kiilonbozd csoportokkal tortént helyet-
tesités megvaltoztatja a molekula affinitdsat. Leginkabb a legnagyobb
méretii dinitrofenilhidrazon csoport jelenlétében tolédik jobbra a
leszoritasi gorbe, tehdt az anyag nagyobb koncentréiciéja sziikséges a
3H-naloxon opioid receptorrdl valé leszoritdsdhoz. A 2. dbra az oxim
szarmazékok leszoritasi gorbéit mutatja. LéAthatd, hogy az azonos
szubsztituenssel ellatott vegyiileteknél az alapvegyiiletekre jellemzd
affinitdsbeli kiilonbségek jellemzéek. Az oximorfon és dihidromorfinon
oxim szarmazékai, ahogy az eredeti vegyiiletek is, viszonylag nagy
affinitdassal rendelkeznek, mig az oxikodon- és a dihidrokodeinon-
oxim gorbéi ezekhez képest jobbra helyezkednek el, egy nagysdgrenddel

kisebb affinitdst mutatva.

B/T (%)
100-}

50

0-7++ + + + t
-12 -1 -10 -9 -8 =7 -6 -5

Log [T] (M)

2. dbra: A membrant (20 mg nedves szovet/ml) 1 nM 3H-naloxonnal
inkubaltuk névekvdé koncentréciéji dihidromorfinon- (e),
oximorfon- ([0, dihidrokodeinon- (0) ill. oxidon-oxim ()
jelenlétében.

A kotési szazalékot (B/T %) Abrazoltuk a vizsgalt ligand

e
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A leszoritdsi kisérletek szamitogépes értékelésébdl kapott
affinitdsi értékeket (Ki) a 2. tdblazat tartalmazza.
Megfigyelhet8, hogy az oxim szarmazékok affinitdsa a legmagasabb,

mig a dinitrofenilhidrazon szarmazékoké alacsony.

2. tablazat:

Vegyiilet Ki (nM)
-Na* +Nat Na—-index
Naloxon 13.0 1.5 0.1
Oximorfon 1.6 27.0 16.9
Oximorfon—oxim 2.3 17.9 7.8
-szemikarbazon 3.7 66.7 18.0
~fenilhidrazon 20.0 55.5 2.8
—dinitrofenilhidrazon 22.7 144.9 6.5
Dihidromorfinon 0.9 13.3 14.8
Dihidromorfinon—oxim 1.7 13.0 7.6
-szemikarbazon 3.0 58.8 19.6
~fenilhidrazon 5.0 14.9 3.0
—dinitrofenilhidrazon 28.6 90.9 3.2
Oxikodon 127.0 1100.0 8.7
Oxikodon—oxim 32.3 455.0 14.0
-szemikarbazon 588.0 769.0 13
~fenilhidrazon 1150.0 1000.0 0.86
~dinitrofenilhidrazon 610.0 1190.0 1.9
Dihidrokodeinon 476.0 204.0 4,3
Dihidrokodeinon—-oxim 52.6 500.0 9.5
—fenilhidrazon 323.0 508.0 1.5
—dinitrofenilhidrazon 833.0 625.0 0.75

A membréant (20 mg nedves szovet/ml) 1 nM 3H-naloxonnal 100 mM
NaCl jelenlétében vagy anélkiil inkubdltuk a vizsgalandé anyag

kiilonb6zé koncentracidjaval. Ki értékek a leszorildsi gorbékbdl
szamitott affinitdsi értékek. A Na-index a Na* jelenlétében és

tavollétében mért Ki értékek hanyadosa.
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Valdsziniileg ez a szubsztituciés csoport nagysagéval 4ll oOssze-
fuggésben. Az oxim csoporttal valé helyettesités a csoport mére-
teinél fogva gyakorlatilag nem véaltoztatja meg az eredeti molekula
méreteit. A dinitrofenilhidrazon csoport viszont erdteljesen meg-
noveli azt, és valésziniileg ennek kovetkeztében csckken az affinitas.
Az oxikodon €és dihidrokodeinon szédrmazékok affinitédsa akarcsak az
alapvegyiileteké alacsony. Bar é&rdekes, hogy az oximmal vald
helyettesités mindkét esetben megnoveli az affinitast.

A kovetkezd kérdés, amelyet vizsgaltunk, hogy vajon megvaltozik-e
a helyettesitéssel az anyagok farmakolégiai karaktere, agonista
jellege.
Fishman és munkatarsai (64) feltételezik, hogy az eredetihez hasonlé
térbeli konfiguraciéji csoporttal végzett helyettesités nem vAl-
toztatja meg a molekula agonista ill. antagonista karakterét.

A 3. és 4. abrakon elSszor a Na* agonista ill. antagonista épiat
ligandok kotddésére gyakorolt hatasat mutatjuk be.
A 3. &bran az oximorfon leszoritdsi gorbéje lathaté Na' jelen-
létében ill. anélkiil. Ez jol szemlélteti a Na* hatdsiat az agonista
karakterii ligand opioid receptorhoz valé kotGdésére. A Na*t hatdsara
a leszoritasi gorbe jobbra tolédik el, a ligand affinitdsa csokken.
A 4. abra a naloxon homolég leszoritdsi gorbéjét mutatja Nat
jelenlétében ill. anélkiil. Itt az el6z6 forditottja tapasztalhatd.
Na* hatdsira az antagonista kotés novekszik, a gorbe balra tolédik
a kontrollhoz képest. A naloxon affinitdsa Na* hatdsiara egy nagy-

sagrenddel novekszik.
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B/T[%]
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3. dbra: A membrant (20 mg nedves szovet/ml) 1 nM 3H-naloxonnal é€s

TR

jelenlétében (@) ill. andlkiil (o).
A kotési szazalékot (B/T %) abrazoltuk a vizsgalt ligand

s e,

B/T[%]
1004

=9 6 -7 -6
LOG [T] (M)

4. dbra: A membrant (20 mg nedves szovet/ml) 1 nM 3H-naloxonnal és
novekvd koncentrécioban adott jelzetlen naloxonnal inkubdl-
tuk 100 mM NaCl jelenlétében (e ) ill. anélkiil (0).
A kotési szazalékot (B/T %) dbrazoltuk a vizsgalt ligand
koncentraciéjanak (log T) fiiggvényében.
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A vizsgalt anyagok Nat jelenlétében mért affinitdasi értékeit (Ki)
szintén a 2. tablazat foglalja ossze, valamint ez tartalmazza a Na‘-
indexeket is, amely a Na' jelenlétében ill. Nat* tavollétében végzett
leszoritdsi kisérletekbdl nyert Ki értékek hédnyadosa.

A Nat*-index alapjan konnyen osztdlyozhaték a ligandok. Az l-es
érték alattiak antagonista karakteriiek, 1-12 kozott kevert tipusua,
agonista-—antagonista ligandok, 12 folott pedig agonistak.

Méréseink alapjan azt tapasztaltuk, hogy az agohista karakter
csokken a helyettesités hatdasdra. Ez aldl csak a szemikarbazon-
szarmazékok a kivételek, amelyeknél megmarad az oximorfon ill.
dihidromorfinon agonista karaktere.

Erdekes, hogy a kevert jellegii agonista~antagonista oxikodon és
dihidrokodeinon C-6 helyen oximmal torténd helyettesitése a Nat-
index alapjan fokozni latszik az agonista karaktert.

A nagyméretii fenilhidrazon és dinitrofenilhidrazon csoportok jelen-
léte gyengiti leginkdAbb az agonista jelleget, oxikocdon és dihidro-
kodeinon szarmazékaiként pedig egyenesen antagonista jellegii ligan-
dokat képeznek.

Az anya-vegyiiletek p karakteri ligandok. A vizsgalt analégok
koziil az oximorfon szarmazékainak altipus specificitdasat vizsgaltuk.
A vegyililetek affinitasat a n, d és &« kotShelyekhez altipus specifikus
tricidlt ligandok segitségével mértiik.

A 1 receptor mérést 3H-DAGO, a d-t 3H-DALE a & -t pedig 3H-EKC
ligandokkal végeztiik, a keresztreakcidkat a megfeleld jelzetlen
ligandok hozzaaddsdval gatoltuk (lsd. Anyagok és mddszerek). Az

eredményeket a 3. tablazat foglalja Ossze.
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3. tablazat:
Ligandok ICso (nM)
n d K
SH-DAGO SH-DALE 3H-EKC
Morfin—— 1 40 -
DADLE 20 4 -
DAGO 2 80 60
EKC - - 2
Oximorfon 5 100 20
Oximorfon-hidrazon 2 2000 2
~fenilhidrazon 25 75000 9000
—-dinitrofenilhidrazon 10 5000 5000
—oxim 20 10000 8
-szemikarbazon 18 5000 10

A membran preparatumot (12,56 mg nedves s8zovet/ml) novekvd
koncentracicji hideg ligand jelenlétében 3 nM 3-DAGO-val (37 °C-

on, 45 perc), 3 nM 3H-DALE-val (szobah&mérséklet, 45 perc) 10 nM
DAGO jelenlétében vagy 3 nM 3H-EKC-vel (szobahdmérséklet, 45 perc)
100 nM DAGO és 100 nM DADLE jelenlétében inkubaltuk.

ICso azok a koncentraciék, amelyek a specifikus kotés 50 %-os
gatlasat okozzak.

-! nincs mérési adat

Lathaté, hogy az oximorfon szarmazékok pu karaktere megmarad. Meg-
figyelhetd, hogy a helyettesités hatdsdra szignifikdnsan csokken

az affinitdsuk a d kotShelyekhez. A nagyméretii szubsztituensek
esetén (fenilhidrazon, dinitrofenilhidrazon) a Kk kotShelyhez vald

affinitdasuk is nagysagrenddel kisebb, mint az oximorfoné.
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Irreverzibilitds mérések

Az anyagok irreverzibilis kotSdését indirekt wUton vizsgsaltuk,
mivel a vegyiiletek tricidlt formdja nem 4&llt rendelkezésiinkre. A
viszonylag koltséges €s idSigényes tricidlds elStt feltétleniil indo-
kolt a vegyiiletek irreverzibilitdsanak tesztelése az Altaldnosan
alkalmazott indirekt mosdsi kisérletekben. Ezeknél a méréseknél
gyakorlatilag a 3H-naloxon kot&désének véltozasat mérjiik olyan
membrédnprepardtumon, amelyet a vizsgdlati anyaggal el6inkubéaltunk,
majd tobbszoros mosassal a reverzibilisen membranhoz kotS8dott
ligandot eltavolitottuk. Amennyiben az anyag az elSinkubdlds soran
irreverzibilisen kot3dik a receptorhoz, ez nem tavolithats el, és
csokkent 3H-naloxon kotést fogunk tapasztalni.

A pufferben ill. az anya-vegyiilettel eldinkubalt membranokon a 3H-
naloxon kotés nem valtozott. Szintén nem véltozott a 6-amino-dihidro-
morfinnal elé’inkubélt. membran 3H-naloxon kotése.

Az 5-14. &brdkon az oximorfon é€s dihidromorfinon szarmazékokkal
végzett mosdsi kisérletek diagramjai lathatdk.

Az egyes anyagokat 3 kiilonboz8 koncentriciéban vizsgaltuk (1, 10,
100 uM). Az oOsszes vizsgalt szdrmazék ddézis fiiggSen, kisebb vagy
nagyobb mértékben irreverzibilitdst mutatott.

A legerdteljesebb 3H-naloxon kotés gatldas a oximorfon-hidrazon (5.
dbra) és -dinitrofenilhidrazon (6. &Abra) esetében volt tapasztal-
haté. Ezek az anyagok mAr a legkisebb koncentréciéban (1 uM) is

76-80 %-os kotés gatlast hoznak létre.
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5. dbra: Oximorfon-hidrazon kiilonboz8 koncentracisjsval (1, 10,
100 uM) 1 Sran a4t 0 °C-on eldinkubaltuk a membrant (0,2 g
nedves szovet/ml), majd a membrént tobbszori centrifuga-
lassal €s higitdssal atmostuk és 1 nM 3H-naloxonnal inku-
balva mértitk a receptorkotést. A maradék 3H-naloxon
kotést a kontroll kotés %-ban fejeztiik ki. '
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6. abra: Az oximorfon-dinitrofenilhidrazonnal eldinkubilt membranon
mért 3H-naloxon kotés a kontroll kotés %-ban kifejezve.
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Erdekes, hogy mig az oximorfon-dinitrofelhidrazon ilyen hatésos,
addig a dihidromorfinon-dinitrofenilhidrazon (7. é&bra) a leg-
nagyobb koncentraciéban is csak a kotés 40 %-4t gétolta. A két
szemikarbazon szdrmazék (8-9. dbra) esetén pedig €pp ellenkezbleg,
a dihidromorfinon sziarmazék mutat nagyobb irreverzibilitdst. Ez 66
%-os kotésgatlast okoz, mig az oximorfon-szemikarbazon csak 26 %-
ban gatol.

Ezek alapjdn az irreverzibilitdsi adatok alapjdn semmilyen
osszefiiggés nem &llaptihaté meg a 14-es OH-csoport megléte és a

vegyiilet irreverzibilitdsa kozott.

N &
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7. dbra: A dihidromorfinon-dinitrofenilhidrazonnal eloinkubalt
membrdnon mért 3H-naloxon kétés a kontroll kotés %-ban
kifejezve.
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8. abra: A dihidromorfinon-szemikarbazonnal el8inkubdlt membrénon
mért *H-naloxon kotés a kontroll kotés %-ban kifejezve.
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9. dbra: Az oximorfinon-szemikarbazonnal elSdinkubdlt membranon
mért 3H-naloxon kotés a kontroll kotés %-ban kifejezve.
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A dihidromorfinon szarmazékok esetében az anyagok affinitdsa és
irreverzibilitdsuk parhuzamba &llithaté. Az oxim (10. dbra), fenil-
hidrazon (11. Abra) és szemikarbazon szadrmazékok affinitdsa (lad.

2. tablazat) kozel megegyezik, az alkalmazott legnagyobb koncentra-
cidban is kozel azonos médon, 66-74 % kozott gatoltdk irreverzibi-
lisen a 3H-naloxon kotést. A dinitrofenilhidrazon szarmazék pedig

affinitdsban és irreverzibilitdsban is elmarad az el8z8ektdl.

v
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10. abra: A dihidromorfinon-oximmal elSinkubalt membrénon mért
SH-naloxon kotés a kontroll kotés %-ban kifejezve.
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11. dbra: A dihidromorfinon-fenilhidrazonnal el8inkubalt membranon
mért 3H-naloxon kotés a kontroll kotés %-ban kifejezve.
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12. dbra: A dihidromorfinon-hidrazonnal el8inkubdlt membranon mért
3H-naloxon kotés a kontroll kotés %-ban kifejezve.
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Eredmények

Az oximorfon szarmazékok esetében azonban az affinitds és irrever-
zibilitds ilyen pArhuzamdArdl mar nem lehet beszélni. Itt épp a
viszonylag nagyméretii szubsztituenst tartalmazé vegyiiletek, amelyek-

nek az affinitdsa kisebb, mutatnak nagyobb irreverzibilitdst.
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13-14. abra: Az oximorfon-oximmal (fent), oximorfon-fenilhidrazon-
nal (lent) elSinkubdlt membranon mért 3H-naloxon
kotés a kontroll kotés %-ban kifejezve.
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Az oxikodon ¢€és dihidrokodeinon szarmazékok irreverzibilitasat
csak egy koncentraciésban (100 puM) vizsgaltuk. Ennek eredményeit a 4.
tablazat tartalmazza. Az oxikodon-dinitrofenilhidrazon nem mutatott
irreverzibilitdst, a tobbi vizsgdlt anyag 1is c¢sak igen kis
mértékben gdtolta irreverzibilisen a 3H-naloxon kotést, ahogyan

affnitasuk is jéval kisebb, mint a morfinonoké.

4. tablazat:

Vegyiilet 3H-naloxon kotés gatlasa (%)
Oxikodon-fenilhidrazon 8
~dinitrofenilhidrazon 0
Dihidrokodeinon-fenilhidrazon 20
~dinitrofenilhidrazon 37

A membran preparatumot (0,2 g nedves szovet/ml) a vizegalt anyag
100 uM-javal 1 Sraig 0 °C-on elSinkubdltuk, majd tobbszori mosas
utdn a membrdnt 1 nM 3H-naloxonnal 1 éraig 0 °C-on inkubdaltuk.

A 3H-naloxon kotés gatldsat a kontroll %-dban adtuk meg.

Egyik anyaggal sem lehetett a 3H-naloxon kotést 100 %-ban
irreverzibilisen gétolni. Ez azonban azzal magyarazhats, hogy ezek a
vegylletek a naloxon kotShelyek c¢sak bizonyos populacidéjidhoz

kotddnek irreverzibilisen.
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A hidrazon szarmazékokkal (naloxazon, oximorfazon) végzett kisér-
letekben (54) azt bizonyitottdk, hogy a membrant ezekkel az anya-
gokkal elSinkubdalva a ?H-naloxon nagy affinitasi kotShelyét lehet
irrverzibilisen gdtolni, a kis affinitdsi kotShely nem befolyAsol-
haté. Mi is vizsgaltuk, hogy az el6inkubdlds milyen hatédssal van a
3H-naloxon kotSdésére. E célbdl az eldinkubdldssal és mosdssal elé-
készitett membranon 3H-naloxonnal telitési kisérletet végeztiink. A
156. 16. és 17. &brak a dihidromorfinon kiilonb6z6 szarmazékaival

elGéinkubalt membranon mért 3H-naloxon Scatchard-gorbéket mutatjak.

B/F
0.0

0.025+

05 %10 1010
BOUND [M/L]

1s. abra: 10 pM dihidromorfinon-oximmal (o) ill. pufferrel ([J)
elGinkub4dlt, majd mosott membrant (12,5 mg nedves
szovet/ml) 0,3-20 nM 3H-naloxonnal 1 éran 4t 0 °C-on
inkubaltuk. A telitési gorbe Scatchard transzformacisjat
abrazoltuk, ahol B a kotott ligandok szdma és F a szabad
ligandok szama.
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B/F
0.05

0.025 ¢

o,s*. 10-10 10~
BOUND [M/L]

i

l16. abra: 10 pM dihidromorfinon-fenilhidrazonnal ( 0) ill. pufferrel ([J)
eldinkubalt, majd mosott membrant (12,5 mg nedves
szovet/ml) 0,3-20 nM 3H-naloxonnal 1 6rdn at. 0 °C-on
inkubaltuk. A telitési gorbe Scatchard transzformécisjat
abréazoltuk, ahol B a kotott ligandok szama és F a szabad
ligandok szama.

B/F

0.05
0.025+
o a
0 — +
0 0,5x10~10 10-10

BOUND [M/L]

17. dbra: 10 pM dihidromorfinon-szemikarbazonnal (o) ill. pufferrel ()
elcdinkubAalt, majd mosott membrant (12,5 mg nedves
szovet/ml) 0,3-20 nM 3H-naloxonnal 1 éran at 0 °C-on
inkubaltuk. A telitési gorbe Scatchard transzformacidjat
abrazoltuk, ahol B a kotott ligandok szdma és F a szabad
ligandok szAma.
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LAathatd, hogy a pufferrel eléinkubdlt membranon végzett 3H-
naloxon telités esetében a Scatchard gorbe hiperbolikus, a 3H-
naloxonnak két kotShelye - egy nagyobb és egy kisebb affinitdsi - van.
Mindhdrom esetben a vegyiiletekkel végzett elGinkubalds utdn vizs—
galva a 3H-naloxon kotést, csak a naloxon alacsony affinitasa
kotShelyét sikeriilt kimutatni. Mindez arra utal, hogy ezek az
anyagok irreverzibilisen kot6dnek a pi-nek nevezett nagy affinitasa

kotShelyhez.

5. tdblazat:

Az elGinkubsaldishoz 3H-naloxon kotési paraméterei
hasznalt ligand Ka (nM) Bmax (fmol/mg fehér je)

1. 2. 1. 2.

Kontroll 0.269 7.69 69 497

Dihidromorfinon-oxim 6.5 432

-szemikarbazon 5.9 4176

~fenilhidrazon 4.5 380

A 10 puM anyaggal elGinkubdilt és mosott membrant (12,5 mg nedves
szovet/ml) 0,3-20 nM *H-naloxonnal inkubdltuk. A telitési gorbék
analizisét szamitégéppel végeztiik.

Az 5. tAablazat mutatja a kiilonboz8 eldinkubdldsokndl mért affini-
tasokat (Ka), valamint a kotShelyek szamat (Bmax).

A  BzAmitSgép Altal szAmitott értékeket Omszevetve jSl lAtszik,
hogy az elSinkubdlds utdn a 3H-naloxon csak ahhoz a receptor
populdcichoz kot&dik, amely szAmaban megegyezik a kontroll kisérlet
kis affinitdsti receptoraival. Ezeket az affinitdsi értékek is

megerdsitik.
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Megbeszélés

Kisérleteinkben dihidromorfinonok és dihidrokodeinonok C-6-os8
helyen helyettesitett szArmazékainak - fenilhidrazon, dinitrofenil-
hidrazon, oxim, szemikarbazon - opioid receptor kotési paramétereit
vizsgaltuk patkdny agyi membran prepardtumon.

Az alapvegyiiletek ~ dihidromorfinon, oximorfon, dihidrokodeinon,
oxikodon - 6piat ligandok, melyek agonistik vagy a két utéSbbi
esetében kevert, agonista-antagonistak, nagyobb ill. kisebb affi-
nitdssal reverzibilisen kotédnek az opioid receptorokhoz.

A naloxon és oximorfon C-6 helyen hidrazonnal helyettesitett
szdrmazékai (naloxazon, oximorfazon) (53) igen jelentés irreverzi-
bilis ligandok. Ezek az anyagok az opioidok nagy affinitasa
kotShelyeit gatoljak (54). Az irreverzibilis gatldsnak - az in
vivo farmakolégiai kisdérletek alapjan - egy tartésan megmaradd
fajdalomcsillapitds lesz a kévetkezménye ill. irreverzibilis anta-
gonista esetén ez a morfin fdjdalomcsillapité hatasat felfiiggeszti,
de a letalis légzésdepressziét nem képes kivédeni (37, 65). Ezekbdl
a kisérletekbdl ugy tiinik, hogy sikeriilt a fajdalomcsillapitast
kozvetité receptor altipust - pn; - a tobbi opioid receptor altipustél
megkiilonboztetni az irreverzibilis hidrazon szArmazékok segitségével.

Az irreverzibilis kétés kialakuldsidnak mechanizmusirsl azonban
keveset tudni.

A gyodgyszerfejlesztés szempontjabdl igen fontos ismerni azokat a
folyamatokat, amelyek a receptor és irreverzibilis ligandja kozott

létrejonnek.
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Erre vonatkozéan harom kiilonbozé elmélet vetédott fel az irrever-
zibilis ligandokkal folytatott kisérletek eredményeképp.

Els6ként azt a lehetdséget vetették fel, hogy a hidrazonok
dimerizaciéjabsl szdrmazd azinok rendelkeznek olyan szerkezettel,
amely lehet6vé teszi az opioid receptorok hosszii idejii gdatlasat
(55). A dimér két egymadshoz kozeli opioid receptorhoz kotddik
egyidejileg - "kettds elfoglalds" -, ezzel magyaraztdk a komplex
hossz( €lettartamat, amely tehadt nem kovalens kolcsonhatiasnak,
hanem az igen lass(i disszocidciénak tudhatsé be.

Egy masik elképzelés szerint maga a hidrazon csoport rendelkezik
olyan reaktivitassal, amely sziikséges a kovalens kotés kialakula-
sahoz (66). A hidrazon csoport szabad amino-csoportja képezhet
Schiff-béazist a receptor egyik elektrofil helyével.

A leghjabb feltételezés szerint egy erdsen elektrofil csoporttal
torténé helyettesités a 6-os szam( C-atomot pozitiv toltéstivé val-
toztatja €s mint ilyen, Mictlael-acceptorként reagalhat a receptor
! nukleofil részletével (67).

A C-6 helyen derivatizalt dihidromorfinon és dihidrokodeinon
szarmazékokkal végzett kisérletekkel megprébaltunk annak a kérdésnek
a megvalaszoldsdhoz kozelebb keriilni, hogy milyen szerkezet sziikséges
az irreverzibilis kolcsonhatds kialakuldsahoz.

A C-6 helyen tortént szubsztitiicid utdn is megmaradt a vegyiiletek
affinitdsa az opioid receptorhoz. A kisméretii szubsztituensekkel
végzett helyettesités utin n szdrmazék affinitdsa az eredeti mole-
kula affinitisdtsl csak kis mértékben tér el, a nagyobb méretii

csoportok jelenléte a C-6 helyen csckkentette a vegyiilet affinitdsat.



Megbeszélés 52

Ebbd&l arra lehet kovetkeztetni, hogy bdr a C-6-os helyzetii szubsz-
tituens megvaltozdsa nem olyan kritikus az Spiat hatds szempontji—
bdl, mint a C-3-as helyzetii fenolos OH-csoport mdédositdsa, de a
rajta levd nagyobb szubsztituensek a molekula térszerkezetét az
affinitds szempontjabsl hatranyosan befolyasolhatjsk.

A mért Na*-indexek alapjin megallapithaté, hogy a helyettesités
kivéve a szemikarbazonokat csokkentette a vegyiiletek agonista karak-
terét. Ebben az esetben is a nagyméretii csoportokkal tortént helyet-
tesités valtoztatta meg jelent8sebben a vegyiiletek jellegét. A
dihidrokodeinonoknal antagonista karakteri vegyiiletek alakultak ki
dinitrofenilhidrazonnal és fenilhidrazonnal valé helyettesités utén.
Megjegyzendd, hogy a vegyiiletek farmakoldgiai karakterének vizega-
latandl a Nat*-indexen kiviil elengedhetetlenek az izoldlt szervi és
egyéb farmakoldgini  vizsgdlatok, ezek elvégzése azonban jelen
munkaban nem volt célunk.

Az alapvegyiiletek p karakterii ligandok, mi az oximorfon szdrma-
zékok specifitdsat vizsgaltuk. Ezekbd&l a kisérletekbdl megallapit-
haté, hogy a helyettesités nem valtoztatta meg a vegyiiletek pn
specifikus karakterét, sdt affinitdsuk a masik két altipushoz (d
és K ) csokken. F&képp a d kotShelyhez kotGdnek szignifikdnsan
kisebb affinitdssal, a nagy szubsztituenseket tartalmazdé vegyiile-
teknél a i receptorhoz valé affinitdsuk is szembetiinGen csokken.

A vegyiiletek irreverzibilitasat indirekt Gton mértiik.

A vizsgalt dihidromorfinon é€s oximorfon szadrmazékok mind képesek
voltak a 3H-naloxon kotést irreverzibilisen gatolni. A gatlas
dozis-fiiggd, amely a receptor és ligand specifikus kolcsonhatdsara
utal. A ligandok affinitdsa és irreverzibilitisuk mértéke nem

mindig hozhaté pdrhuzamba. Az azonos csoporttal helyettesitett
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szarmazékok affinitdsa kozel egyforma akér dihidromorfinon akér
oximorfon derivativok. A ?H-naloxon kotés irreverzibilis gatldsa-
ban azonban jelentésen eltérnek az azonos oximorfon és dihidromor-
finon szarmazékok.

Adataink alapjdn megdllapithaté, hogy a C-14-es helyen levd
hidroxil csoportnak valdsziniileg nincs a receptoron felismerd
helye, hiszen a C-14-es hidroxil csoport megléte nem befolyésolta
kovetkezetesen a szarmazékok irreverzibilitdsat. Példdul a dinitro-
fenilhidrazon szarmazékok esetében a C-14 OH-csoportot tartalmazo
vegyilet irreverzibilitisa sokkal jelentésebb, mas esetben (pl
szemikarbazon) épp az OH-csoportot nem tartalmazé dihidromorfinon
szdrmazék gdtol hatékonyabban.

A kiilonbozd szubsztituensek egyméshoz viszonyitott affinitdsa
és irreverzibilitdsa sem Allithatéd parhuzamba az oximorfon szArma-
zékok esetén.

A S3H-naloxon kotést legnagyobb mértékben (76-80 %) az oximorfon-
dinitrofenilhidrazon gatolta, de teljes kotés gatldst ennél a
vegyiiletnél sem tapasztaltunk. Ennek az lehet a magyarazata, hogy
ezek a ligandok csak az egyik naloxon kotShelyhez (m1) kotSdnek,
ugyanugy ahogy ezt mar a naloxazonnal és oximorfazonnal kapcsolatban
megéllapitottak (54).

Ez egybevag azzal a ténnyel, hogy a kodeinon szdrmazékok a naloxon
nagy affinitdsi kotShelyéhez (u1) csak kis mértékben kotSdnek és
kisérleteinkben a dihidrokodeinon és oxikodon szdrmazékok irrever-

zibilis kotése is igen csekély.



A vegyiiletekkel el8inkubslt, majd mosott membranon végzett 3H-
naloxon telitési kisérletekbdl is egyértelmiien ldtszik, hogy mind-
harom vizsgilt esetben (dihidromorfinon-oxim, -s8zemikarbazon,
-fenilhidrazon) az anyagok a naloxon nagy affinitdsi kotShelyéhez
(n1) kot8dnek irreverzibilisen. A vegyiiletekkel elckezelt membrianban
a naloxon szamira "megkozelithetetlenné" valnak az eredetileg oly
"vonzd" kotShelyek.

A kisérletekben vizsgalt szarmazékok egyike sem alkalmas dime-
rizdciés reakcidra, hiszen a hidrazon csoportjuk a tovdbbi helyet-
tesités miatt védett (fenilhidrazon, denitrofenilhidrazon). A
szintén vizsgdlt oxim nem tartalmaz hidrazon csoportot. Mivel
mindegyik szarmazék képes volt a naloxon kotést irreverzibilisen
gatolni, ugy latszik, a "kettSs elfoglalds" elve - ha bizonyos
esetekben igaz is lehet - semmiképpen sem fogadhatd el a receptor-
ligand kolcsonhatas irreverzibilitdsdnak magyarazatiul.

A vizsgalt szubsztituensek egyikében sem taldlhatd szabad amino-
csoport, igy egy esetleges Schiff-bazis kialakuldsa is valdsziniitlen.
Az osszes altalunk vizsgalt vegyiiletben egy kozos vonas volt, a C-
6 helyen a C=N kettSs kotés, amelyet egy viszonylagosan elektrofil
csoport kovet. A tajékozdéds kisérletben alkalmazott 6-amino-dihidro-
morfin nem tartalmaz C=N kettSskotést a C-6-os helyen, viszont az
amino-csoport alkalmas lehetne Schiff-bdzis létrehozésara. Mivel ez
az anyag nem gatolta irreverzibilisen a naloxon kotSdését valdszinii,
hogy az irreverzibilis kotés nem Schiff-bdzis képzdés ntjin alnkul ki.

Kisérleti adataink a Koman-féle (67) elméletet latszanak alati-
masztani. A C=N kett&skotés, mint Michael-acceptor reagdlhat a

receptor nukleofil részletével.
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A merkaptdnok iminekkel torténé reakcidjahoz (68) hasonlé mdédon
elképzelehtd, hogy a C=N kettdskotéast tartalmazé molekularészlet a
receptorfehérje egyik szulfhidril-csoportjaval képez addiciés

terméket.

Ez a feltételezés kivadldan egybecseng azzal a NEM-mel végzett
kisérletekbdl (11, 13) kovetkezd feltevéssel, hogy a receptor
felismerShelyén vagy annak kozvetlen kozelében SH-csoportnak kell
lennie (lsd. 12. old.).

Kisérleteink alapjin is valdsziniisithetd egy kovalens receptor-
ligand kapcsolat kialakuldsa, amelynek gyakorlati jelent&sége
abban allna, hogy egy ilyen kovalensen kot8dd irreverzibilis ligandot
az opioid receptor altipusok szelektiv elkiilonitésére és tisztitdsara

lehetne fehasznalni a tovabbiakban.
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