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BEVEZETES

A mu opioid receptor (MOR) agonistdk a klinikumban
leggyakrabban hasznalt gyogyszerek a stlyos fajdalom
enyhitésére. Azonban a dézis-fiiggd karos mellékhatasaik miatt Uj
fajdalomcsillapitok fejlesztésére van sziikség. A kannabinoid (CB)
receptor agonistak befolydsolhatjak a hiperalgéziat és hatékony
terdpids hatast mutatnak a gyulladdsos ¢és kronikus fajdalom
kezelésében, beleértve a neuropatias fajdalmat. Kimutattak, hogy a
MOR ¢s a CB receptor agonistak egyiittes alkalmazasa fokozza az
antinociceptiv hatast, csokkent opiat-fiiggé mellékhatasok mellett.
Az opioid és kannabinoid ligandumok szinergizmusat egerekben,
patkanyokban, rhesus majmokban széles korben tanulmanyoztak,
valamint alkalmazott kisérleti fajdalom modellben is Onkéntes
tesztalanyokon. Az opioid és kannabinoid receptorok lehetséges
receptor dimerizacios kolcsonhatasabol — kiindulva  bivalens
vegyitiletekkel, azaz tavtartokkal dsszekapcsolt farmakoforokkal az
opioid mellékhatasokat csokkentheték. A MOR agonista fentanil
¢s a CB1 antagonista / inverz agonista rimonabant konjugalasa
MOR-CB antagonistakat eredményezett. EQy enkefalin-szarmazék
peptid és a rimonabant Osszekapcsolasa a fajdalomcesillapito
hatasok elvesztés¢hez vezetett a ,,hot plate” (forro lap) é€s ,tail

flick” (farokvisszahuzas) tesztekben. Ezzel szemben az MOR
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agonista o-oximorfaminbol és a rimonabant analogbol eldallitott
bivalens vegyiiletek fajdalomcsillapité hatast mutattak ,,tail flick”
tesztben, 24 o6ran belili tolerancia kialakulasa nélkial. A
kombinacios kezelések masik fontos célja az opioidok hatasos
dozisanak csokkentése, kiilonosen sulyos kronikus fajdalmak
kezelésében. Ez potencialisan az opioid agonistak és a kannabinoid
agonistak kombinaciojaval érheto el.

Annak érdekében, hogy a MOR ¢és a CB-receptorokat egyetlen
vegyiilettel lehessen célozni, bivalens ligandumokat allitottunk elo,
amelyek MOR és CB-agonistabol alltak. Az egyik csoportban a
stulyos fajdalom kezelésében széles korben alkalmazott MOR
agonista oxikodont alkalmaztuk. A masik csoport az enkefalin
analog Tyr-D-Ala-Gly-Phe tetrapeptidet tartalmazza, mint opioid-
farmakofort. Mindkét opioid agonistat a teljes CB-agonista
naftalen-1-il-(1-pentil-1H-indol-3-il)-metanonnal (JWH-018)
kombinaltuk. Ez az indol tipusu kannabimimetikum mind a CBI,
mind a CB2 receptorokhoz alacsony nanomolaris affinitassal
kotodik, és in vivo kannabinoid farmakologiai hatasokat mutat.

A nemrégiben felfedezett a-hemoglobinbdl  szadrmazd
hemopresszinekrél —megallapitottdk, hogy endogén negativ
alloszterikus modulatorai és agonista / inverz agonista ligandumai.
a CB1 receptoroknak. Ezen peptidekrél in vitro és in vivo

koriilmények kozott is Kimutattak, hogy a prototipikus endogén és
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szintetikus kannabinoid ligandumokhoz hasonlé farmakolédgiai
hatassal rendelkeznek, azonban kevesebb mellékhatast mutatnak.
Ennek megfelelden a hemopresszinek kivald vezérvegyiileteknek
tiinnek az endokannabinoid rendszer vizsgalatira szolgald peptid
tipusu kutatési eszk6zok kifejlesztéséhez.

Ezen kedvezd tulajdonsagok €s az a tény, hogy a csonkitott
Hp(1-7) peptid in vitro és in vivo vizsgalatokban ugyanolyan
hatasosnak bizonyult, mint a Hp(1-9), a Hp(1-7) heptapeptidet
kivalasztottuk radioaktiv jelolésre. A kapott 01j radioligandumot
kiilonb6z6é radioligandum kotddési vizsgalatokban vizsgaltuk a

Hp(1-7) és a CB receptorok kolcsonhatasanak jellemzése céljabol.



CELKITUZESEK

A MOR agonistak a leggyakrabban hasznalt fajdalomcsillapitok
stulyos fajdalmak enyhitésére. Ugyanakkor a dozis-fliggd
mellékhatasaik, mint a 1égzési depresszid, szedaciod, székrekedés,
tolerancia és a fliggdség korlatozzak a hasznalatukat, ezért az uj
fajdalomcsillapitok fejlesztése sziikséges. A kombinacios terapia
bizonyitottan hatékony a fajdalomesillapité hatdsok javitdsara a
mellékhatasok additiv emelkedése nélkil. A MOR és a CB
receptor agonistak egyiittes adagolasanal fokozott antinociceptiv
hatast mutattak Ki, csokkent opiat mellékhatas profil mellett, és az
opioid és a kannabinoid ligandumok szinergizmusat széles korben

tanulmanyoztak az antinociceptiv hatas novelésének céljabol.

Kutatasaink soran a kovetkezo célokat tiiztiik ki:

Két kiilonbozo tipust bivalens ligandum sorozat tervezése és
eldallitasa, melyek kolcsonhatasba 1épnek mind a MOR, mind a
CB receptorokkal.

A bivalens ligandumok kannabinoid farmakoforjanak (JWH-018)
¢és a csonkitott hemopresszin heptapeptidnek (Hpl-7) triciummal
valo jelolése direkt in vitro receptorkotédésiik jellemzésére

patkany és egér agy membran homogenizatumon.



A Kklasszikus CB ligandumok és a hemopresszinek kotési
helyeinek Osszehasonlitasa kompeticios kotési vizsgalatokban
[*H]JWH-018 és [*H]Hp(1-7) alkalmazasaval.

Az eléallitott bivalens ligandumok és a hemopresszinek
receptorokhoz ~ valé  affinitasanak  és  szelektivitasanak
tanulmanyozasa kotési vizsgalatokban.

A bivalens vegyiiletek és hemopresszinek agonista / antagonista
tulajdonsagainak és MOR, CB1 / CB2 altal kozvetitett jelatviteli
folymatainak tanulméanyozésa ligand stimulalt [*S]GTPyS
funkcionalis mérésekkel.

Kivalasztott bivalens vegyiiletek vér-agy gaton torténd
Az in vitro mérések alapjan leghatékonyabb bivalens ligandumok

In vivo antinociceptiv hatasainak vizsgalata.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Monomer- és bivalens vegyiiletek eléallitasa

Az oxikodon - JWH-018 (10-12) és a peptid-JWH-018 (18-21)
bivalens vegyiileteket konvergens modon allitottuk eld, és az
opioid ¢és kannabinoid farmakoférok konjugalasat kiilonb6zo
hosszasagu és polaritasu tavtartokkal (2-13 atom) valdsitottuk
meg. Az 1-25 vegyiiletek eléallitasanak és analitikai jellemzésének
részletei a Ph.D. értekezés mellékletében talalhatok.
Hemopresszinek eléallitasa szilard hordozon

A Hp(1-7), APro*-Hp(1-7), Hp(1-9) és az RVD-Hp(1-9)
peptideket szilard fazisu peptidszintézissel allitottuk e¢lé Boc / Bzl
vagy Fmoc / t-Bu kémia alkalmazasaval.

JWH-018 és hemopresszin(1-7) radioaktiv jelolése

A JWH-018-at és a APro'-Hp(1-7) prekurzor peptidet triciummal
jeloltiik heterogén katalitikus koriilmények kozott.

Az @j CB receptor radioligandumok [*H]JJWH-018 és
[*H]hemopresszin(1-7) jellemzése

A [PHJJWH-018 és [*H]hemopresszin(1-7) radioligandumokat
kompeticios vizsgalatokban vald alkalmazasuk el6tt kiilonb6zo in
vitro receptor kotési kisérletekben jellemeztiik. Asszociacios és
disszociacidés kinetikai kisérleteket végeztiink patkany agy

homogenizatumon a [*HJJWH-018 és a [*H]hemopresszin(1-7)
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membran receptorokkal valé kolcsonhatdsdnak jellemzésére.
Ezutan telitési kisérleteket végeztiink patkany és CB1 KO egér agy
homogenizatumon a disszociacios egyensulyi allando (Kg) és
receptor slrliség (Bmax) értékek meghatarozasahoz.

Radioligand kotési tesztek

A monomer- ¢és bivalens vegyiiletek szerkezeti valtozasainak a
biologiai aktivitisra gyakorolt hatasat radioligand kotési
tesztekben vizsgaltuk és értékeltiik az 0 szintetikus vegyiiletek
receptor affinitasat és szelektivitasat.

Radioligand kompeticios kotési tesztek

A szintetikus vegyliletek opioid receptorokhoz vald affinitasat
MOR ([*H]DAMGO), DOR ([*H]lle*®-deltorphin-2) és KOR
([*H]HS-665) szelektiv radioligandumokkal szemben vizsgaltuk,
illetve a CB receptorokhoz valé affinitasuk meghatarozasahoz a
[PHJJWH-018 ¢és [°H]JWIN-55,212-2 specifikus kotéseinek
valtozasat vizsgaltuk patkany- vagy tengerimalac agy membran
homogenizatumon. Ezutan a klasszikus CB receptor ligandumok
és hemopresszinek (Hp(1-7), Hp(1-9), RVD-Hp(1-9)) affinitasat
vizsgaltuk [*H]Hp(1-7) radioligandummal szemben patkany és
CB1 KO egér agy membran homogenizatumon.

Ligand stimulalt [*°*S|GTPyS funckcionalis kotési teszt

A bivalens vegyiiletek és hemopresszinek jelatviteli tulajdonsagait

ligandum-stimulalt [3SS]GTPyS funckcionalis kotési tesztekben
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vizsgédltuk patkdny ¢és CB1 KO egér agy membran
homogenizatumon.

A 11 és 19 vegyiiletek altal aktivalt MOR és/vagy CB1/CB2
receptorok altal kozvetitett jelatvitel meghatarozasa céljabol a G-
fehérje aktivaciot antagonistdk jelenléte nélkiil vagy jelenlétében
vizsgaltuk (10 uM naloxon, 10 uM rimonabant vagy 10 uM AM

630) patkany agy membran homogenizatumon.



EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA ES KONKLUZIO

Két kiilonb6z6 tipusu opioid (oxikodon vagy Tyr-D-Ala-Gly-Phe)-
kannabinoid (JWH-018) bivalens ligandum sorozatot terveztiink,
szintetizaltunk és in vitro radioligandum kotési vizsgalatokban
jellemeztiink, majd funkcionalis [*°S]GTPyS kotés tesztekben és in
VivO antinociceptiv tesztben vizsgaltunk.

Két ) CB radioligandumot, [PHJJWH-018 és [*H]Hp(1-7)
allitottunk el6 és validaltunk.

Azt tapasztaltuk, hogy a [*H]JWH-018 nagy affinitassal (Kg = 6,5
nM) és gyors kinetikaval kotddott a CB receptor kotdhelyhez, és
magas receptor-stiriséget mutatott (Bmax = 1120 £ 89 fmol / mg
protein). A leszoritasos receptorkotési vizsgalatokban a [*HJJWH-
018 wversengett a klasszikus ortosztérikus CB  receptor
ligandumokkal a kotéhelyért, viszont a hemopresszinek és opioid
ligandumok esetében nem volt megfigyelhetd ez a kompeticio.
[*H]Hp(1-7) telitési kotddést mutatott patkany- és CB1 KO egér
agy membran homogenizatumon is. A receptorhoz kotédott
[*H]Hp(1-7)-t nem tudta egyik kannabinoid ligandum (JWH-018,
rimonabant, AM251) sem leszoritani a kdtéhelyérol.

Az oxikodon C-6 szubsztitucidja nem befolyasolta szignifikansan
a MOR kotodést és a MOR szelektivitast, de a KOR affinitas

elvesztéséhez vezetett. A novekvd hossziisagu és polaritasu
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tavtartok bevezetése kissé csokkentette a MOR affinitast ¢és
szelektivitast.

A terminalis karboxil, amino és acilamido funkciés csoportok
beépitése a JWH-018 pentil-lancahoz 73-szoros, 55-szeres és 43-
szoros CB-receptor affinitasvesztést eredményezett.

A funkcionalis kotési vizsgalatok azt mutattak, hogy az oxikodon
C-6 szubsztitucioja €s a tavtartok konjugaldsa az emlitett pozicidoba
csokkentette a G-fehérje aktivalas hatékonysagat, és gyenge
részleges agonistakhoz vezetett.

A teljes agonista JWH-018 karboxil, amino vagy acilamido
csoporttal torténd modositdsa inverz agonista vagy antagonista
ligandumokat eredményezett.

Leszoritasos receptorkotési vizsgalatokban a 10 és 12 bivalens
vegyliletek MOR affinitdsa ¢és szelektivitasa kismértékben
csokkent, a CB receptor affinitasuk alacsonyabb volt.

A 18, 20, 21 bivalens vegyiiletek MOR affinitdsa és szelektivitasa
csokkent, és ugyanigy a CB receptor affinitasa is.

A funkcionalis kotési vizsgalatokban a 10 és 12 bivalens
vegyiileteket antagonistdknak talaltuk, mig a 18, 20 és 21 részleges
agonistaként miikodtek.

A kompeticios mérések alapjan a 11 (K; (MOR)= 34 nM; K; (CB)=
34 nM) és a 19 (Ki (MOR)= 2.1 nM; K; (CB) = 251 nM)

10



vegyliiletek mutattak a legnagyobb affinitast mind a MOR, mind a
CB receptorokhoz.

Funkcionalis kotési vizsgalatokban azt talaltuk, hogy az 11-es
agonista bivalens vegyiilet a G-fehérje aktivalodasat a MOR és
CB2 receptorokon keresztiil fejtette ki, mig az 19-es agonista
bivalens vegylilet a G-fehérje aktivaciojat a MOR ¢és CBI
receptorokon keresztiil fejtette ki.

Két agonista dimerizacidja in vivo aktiv agonista bivalens
vegyiiletet (11 és 19) eredményezett antiallodinias hatéassal.
Spinalis szinten patkdny Kronikus osteoarthritis fajdalom
modellben a bivalens 11 és 19 vegyiilet 20 pg dozisban a
kiindulasi hatoanyagokkal azonos hatékonysagunak bizonyult.
Mivel a MOR ¢és a CB receptor agonistdk hatékonyan
alkalmazhaték a kronikus fajdalom kezelésében, beleértve a
neuropatids  fajdalmat, ezek az eredmények segithetnek
tobbcélpontu fajdalomesillapitd gyogyszerek kifejlesztésében.

A jovében a hemopresszin peptid csaladot bivalens molekulakban
alkalmazhatjuk CB receptort célzo6 molekularészként, valdsziniileg

kannabinoid mellékhatasok nélkiil.
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