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Bevezetés:

A opioid receptorok (L, & és Kk, valamint azok feltételezett altipusai) hét transzmembran régioval rendelkezd,
heterotrimer G-fehérje kapcsolt membranfehérjék, melyek endogén, illetve exogén ligandumaikkal egytitt
kulcsfontossagu szerepet toltenek be a fajdalomérzet molekularis szintli szabalyozasédban. A nagyszamu természetes
és szintetikus eredetli ligandumnak, valamint a receptor-klonozasi, tisztitasi, farmakoldgiai mérési technikaknak,
illetve a "knock-out" allattorzsek fejlédésének koszonhetden oOridsi mennyiségii informacid halmozddott fel a
fajdalomérzet szabalyozasaval, illetve a tartos opioid adminisztraciot kisérd kedvezétlen mellékhatasok, a tolerancia
¢és dependencia molekularis jelenségeivel kapcsolatban.

A hetvenes évektdl kezdddden az intenziv kutatdsoknak koszonhetéen egymas utan izolaltdk és
azonositottak az opioid receptorok természetes ligandumait (endorfin, dermorfin - p, enkefalin, deltorfin - 3, dinorfin
- ¥). A molekularis biologiai és farmakoldgiai technikak fejlédésének eredményeként az opioid receptorokat kodold
géneket egymds utan azonositottak, a receptor fehérjéket klonoztak, mutaltdk, valamint endogén ligandumaik
prekurzor fehérjéit azonositottak. Habar az enkefalinok és dermorfinok p-receptor specifikusnak bizonyultak,
egészen a mult szdzad végéig nem talaltak kellden nagy affinitast és szelektivitasii endogén, p-opioid specifikus
ligandumot. A kilencvenes évek elején Zadina és munkatarsai a Tyr-W-MIF (H-Tyr-Pro-Trp-Gly-NH,)
kombinatorikus szerkezetmodositasa soran két olyan tetrapeptidet azonositottak, melyek nagy affinitast és
szelektivitast mutattak a p-opioid receptorokhoz. Négy évvel kés6bb, 1997-ben mindkét peptidet izolaltdk el6bb
marha, majd azt kovetden human agymintakbol €s endomorfin-1-nek (H-Tyr-Pro-Trp-Phe-NH,), valamint
endomorphin-2-nek (H-Tyr-Pro-Phe-Phe-NH,) nevezték el Oket p-receptor preferencidjuk és morfinszerQ
analgetikus hatdsuk eredményeként. Annak ellenére, hogy az endomorfinokat szamos fajbol izolaltak, in vivo
keletkezésilk mindmaig ismeretlen €s vitatott. Minthogy, az endomorfinok figyelemre méltdo farmakologiai és
szerkezeti sajatsagokkal rendelkeztek gyorsan az 0j generacios, kevés mellékhatassal rendelkez6 fajdalomcsillapito
tervezés célpontjaiva valtak, mint potencialis "lead" vegyliletek. Az elmult évtizedben tobb szaz/ezer endomorfin
analogot szintetizaltak — tobbet mint barmely mas peptid-tipusi opioid ligandumboél — jelezvén e tetrapeptidek
farmakologiai relevanciajat. E nagyszamu szintetikus és farmakologiai méréseken alapuld kutatomunka az

endomorfinok aldbbiakban leirt kedvezd és kedvezotlen tulajdonsagaira vezethetd vissza:

e Kémiai és szintetikus szempontbol, rovid, természetes aminosavakat tartalmazd tetrapeptidek melyek
szarmazékait joval konnyebben ¢és gyorsabban lehet eldallitani a hagyomanyos szilard-fazisu
peptidszintetikus modszerekkel, mint barmely mas, hosszabb lanci opioid peptideket (pl. dinorfin,
nociceptin), peptidszarmazékokat.

e  Gazdag, aromas aminosav- (Tyr, Phe), illetve prolintartalmuknak koszonhetéen dehalogénezéses, valamint
telitéses reakciok segitségével konnyen juthatunk, nagy fajlagos aktivitasu, nyomjelzett (CH, '*I)
szdrmazékaikhoz.

e  Prolintartalmuk és szokatlan aminosavszekvenciajuk eredményeként in vivo fél-élettartamuk a leghosszabb

az Osszes eddig ismert endogén opioid peptidek kozott.



e Affinitdsuk nanomolos, p-opioid receptor szelektivitasuk tobbszordsen nagyobb mint az eddig ismert mas
p- receptor ligandumokeé.

e  Funkcionalis biokémiai kisérletekben kisérletekben, valamint GPI (guinea pig ileum) és MVD (mouse vas
deferens) tesztekben agonistaként viselkednek csakugy mint a legrégebben alkalmazott
fajdalomcsillapitoszer, a morfin.

e l.c.v. (Intracerebroventrikularis), illetve i.t. (intratekalis) injektalast kovet6en hosszan-tartd supraspinalis,
illetve spinalis eredetii analgéziat idéznek eld.

o Kismértéki vér-agy-gat permeabilitas

e Kedvezobtlen abszorpcios sajatsagok

OH

e Kronikus kezelések hatdsdra megjelend tolerancia illetve dependencia
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(H-Tyr-Pro-Trp-Phe-NH,) (H-Tyr-Pro-Phe-Phe-NH>)

A fentiek alapjan az endomorfinok szerkezetmodositasai a kdvetkezé okokra vezethetSk vissza: Egyrészt, a
kiilonboz6 szerkezettel rendelkezé ligandumok szazainak elméleti és gyakorlati kisérletekben kapott
eredményeinek Osszehasonlitisaval tovabbi infomaciokat kaphatunk a p-opioid receptor-ligandum
kolcsonhatasok természetére vonatkozéan — a p-receptor ligandumok képezik a klinikai gyakorlatban
alkalmazott fajdalomcsillapitok legnagyobb részét — masrészt, lehetévé teszik specifikus jelatviteli utak,
receptor-receptor kolcsonhatasok feltérképezését, melyek 0j utakat nyithatnak a tolerancia és dependencia

kialakulasaval kapcsolatos ismeretekhez.



Ceélkituzeés:

Vizsgalatainkat a fenti valamint a kdvetkezokben felsorolt megfontolasok alapjan végeztiik:

e Célul tuztik ki, hogy aliciklikus B-amino savak és/vagy metilcsoporttal diszubsztitudlt tirozinszarmazék
beépitésével noveljilk az endomorfinok félélettartamat tigy, hogy az ne jarjon a p-receptorral szembeni
affinitas és szelektivitas csokkenéssel.

e Racém, aliciklikus B-amino savakbol szintetizalt peptiddiasztereomerek (16 db) elméleti (szamitogépes
modelezés) és gyakorlati (receptorkotéses technikak, 'H-NMR mérések) kisérletes vizsgalataval receptor-
ligandum valamint szerkezet-hatds Osszefiiggéseket keresni az endomorfinok Iehetséges ‘bioaktiv”
konformaciodira vonatkozoan, figyelembe véve az eddig ismert irodalmi adatokat.

e Receptor specifikus radioligandumok ([PHJDAMGO, [*H]lle*®-deltorfin-2) és kompetitiv leszoritasi
kisérletek alkalmazasaval megvizsgalni azt, hogy az aliciklikus B-aminosavak kiralitdsanak, valamint az
altaluk generalt konformacioknak milyen hatdsa van a peptid analogok receptor affinitasi és szelektivitasi
tulajdonsagaira.

e  Funkcionalis [*°S]GTPyS mérésekkel meghatirozni az eldzetes kisérletek alapjan igéretesnek bizonyuld
ligandumok "efficacy" profiljat, mely informaciot szolgaltat a ligandumok agonista/antagonista
természetére nézve.

® In vitro proteolitikus stabilitast vizsgalni néhany, a receptorkdtéses vizsgalatok alapjan igéretesnek
bizonyul6 ligandumon.

® A fenti in vitro receptorkotési mérések és stabilitas vizsgalatok alapjan igéretesnek bizonyuld ligandumok
koziil kivalasztani kett6t triciumos nyomjelzés céljabol.

® A tricialt endomorfin szarmazékok koziil egynek a teljes farmakologiai profiljanak feltérképezését, in vitro
radioligand kotési kisérletek alkalmazasaval (asszociacids, disszocidcios, telitési és kompeticios kisérletek),

valamint a radioligand kereskedelmi termékkeé fejlesztését.

Alkalmazott Kisérleti Modszerek:
e  Szilard fazist peptidszintézis
e  Forditott fazisa, UV/lathato és radiodetektoros HPLC-s technikak
e  Vékonyréteg kromatografia
e Folyadék scintillacios mérési technika
e  Tomegspektrometria
o Telitéses és dehalogénezéses nyomjelzési modszerek

e Receptorkotési technikak



Eredmények:

A farmakologiai vizsgalatokhoz sziikséges peptideket hagyomanyos, szilardfazisu peptidszintézissel, Boc-
stratégiaval allitottuk eld. A racém aliciklikus B-aminosavak keverékébdl kiinduld peptidszintézisek soran
nyert diasztereomer parokat forditott fazisi HPLC segitségével elvalasztottuk, a beépitett aliciklikus -
aminosavak konfiguracidit meghataroztuk. A szintézis soran hasznalt nemtermészetes aminosavak kémiai
szerkezetét az 1. abra mutatja.

Patkanyagyhomogenizatumon végzett stabilitdsvizsgalatok azt mutattdk, hogy mind a kivalasztott
monoszubsztitualt Dmt-t (H-Dmt-Pro-Trp/P
he-Phe-NH, t;, = 0.5-2 h,), illetve aliciklikus [-aminosavakat (ACPC/ACHC) tartalmazd
endomorfinszarmazékok (H-Tyr-ACPC/ACHC-Trp/Phe-Phe-NH, t;, > 12 h,) felezési ideje jelentds
meértékben megndvekedett a nativ peptidek félélettartamahoz képest.

A tizenhat ACPC/ACHC-t tartalmazd diasztereomer peptidszarmazék receptorkdtéses, molekula
modellezéses és 'H-NMR-es vizsgalata azt mutatta, hogy a hosszabb peptidlanccal rendelkezd,
konformacidosan gatolt analdgok szamos lehetséges konformacio felvételére képesek, habar a hajlitott,
kompaktabb szerkezeti strukturaval rendelkezd peptidek mutattak nagyobb bioldgiai aktivitast a p-opioid
receptorokon. Kimutattuk, hogy az aliciklikus 3-aminosavakkal szubsztitualt szarmazékokban a kiralitasnak
nagyobb szerepe van a bioldgiai aktivitasra nézve, mint a beépitett aminosavszarmazékok (ACPC/ACHC)
gylriméretének.

A leszoritasos receptorkotési kisérletek alapjan tricidlasra kivalasztott ACPC/ACHC-t tartalmazd
szarmazékok  ([*H][(1S,2R)ACPClendomorfin-2, [*H][(1S,2R)ACPClendomorfin-2 ) nagy fajlagos
aktivitasti (38 Ci/mmol, 1,4 TBg/mmol, 64 Ci/mmol, 2.4 TBg/mmol) és az autoradiolizissel szemben
meglehetdsen ellenalld radioligandumokat eredményeztek.

A radioligandum hideg -, 8- és k-ligandumok jelenétében torténd részletes farmakologiai karaterizalasa
megerdsitette a hideg ligandumokkal végrehajtott kisérletekb6l szarmazo affinitasra és szelektivitasra
vonatkozo  kisérleti adatokat, vagyis az ACPC/ACHC-vel szubsztitualt szarmazékok, az
aminosavszarmazékok kiralitasatol fiiggden megbrzik vagy elvesztik p-receptor affinitasukat, altalaban
jelentds mértéki szelektivitasvesztés mellett.

A leszoritasos kotésvizsgalatok alapjan kivalaszott endomorfinszaramzékok funkcionalis ligand-stimulalt
[**S]GTPyS mérései azt mutattik, hogy az aminosavszubsztiticioknak nincs jelentés hatisa az
agonista/antagonista sajatsagokra, vagyis a vizsgalt ligandumok tobbsége megtartotta parcialis agonista

tulajdonsagat.



2,6-dimetiltirozin (Dmt)
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2-aminociklopentén/hexénkarbonsav (AACPC/AACHC)

L COOH | o COOH
. ,,,// . 2.,,,,,
NH, NH,
cis-(1S,2R)- cis-(1S,2R)-

2-aminociklopentankabonsav (ACPC)

1 ~COOH 1 JOOH 1 COOH

2"
NH, 2 NH,

cis- (1S,2R)- cis- (1R,2S)- trans- (1S,2S)- trans- (1R,2R)-

2-aminociklohexankarbonsav (ACHC)

1 COOH 1 JOOH 1 COOH
2"
NHZ 2 H, H,
cis- (1S,2R)- cis- (1R,2S)- trans- (1S,2S)- trans- (1R,2R)-

1. abra. Az endomorfinszarmazékok szintéziséhez hasznalt nemtermészetes aminosavak kémiai szerkezete.
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