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Roviditések jegyzéke

ACE Angiotenzin konvertdld enzim

ACTH Adrenokortikotrép hormon

ADH Antidiuretikus hormon, vazopresszin

ADP Adenozin difoszfat

ATP Adenozin trifoszfat

Bmax A ligandkot8helyek maximdlis széma

CK klérmetil keton (funkcids csoport)

cpm belitésszam x perc_
2 5 .

DALE (D-Ala -Leu )enkefalin

DALECK (D-Alaz-LeuS)enkefalin klérmetil keton
2 5 .

DADLE (D-Ala -D-Leu )enkefalin

DADLECK (D—Alaz—D—Leus)enkefalin kl6érmetil keton
2 4 5 .

DAGO (D-Ala - (Me)Phe -Gly -ol)enkefalin

DAMK Tyr-D-Ala~Gly- (Me)Phe klérmetil keton
2 5 .

DPDPE (D-Pen -D-Pen” )enkefalin

DRG csigolya kozti dic (dorsal root ganglion)
2 6 .

DSLET (D~Ser -Thr )enkefalin

EKC etilketociklazocin

FIT fentanil izotiocianat

GPI tengeri malac ileum

GppNHp 5'-guanililimidodifoszfat

GTP guanozin trifoszfat

ICI Imperial Chemical Industries

IC50 a specifikus koétés 50 %-os gatldsidhoz sziikséges

ligandkoncentracié
K disszocidciés allandd

LE Leucin enkefalin



LECK Leucin enkefalin kldérmetil keton
Mel Melfalé&n (amindésav)

MVD egér vas deferens

MSH melanofér hormon

Pen bisz-penicillamin

POMC pro-opio-melanokortin

RVD patkany vas deferens

SEM, S.E.M. a koOzépérték standard hibaja

Sb, S.D. korrigdlt széras, standard deviacié
SDS natrium lauril-szulfat

TPCK tozil-fenilalanin klérmetil keton

TLCK tozil-1lizil-klérmetil keton



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1 Bevezetés

A hetvenes években ismertté valt, hogy a morfin és a vele rokon
kémiai struktirék, amelyeket opidtoknak neveznek, receptor kdzvetitett
médon fejtik ki hatédsaikat. Erre az iddére tehetd ugyanis az opiat
receptorok létezését bizonyitd, a receptor kdézvetlen radioaktiv
jeldlésén alapulé technikdk megjelenése (1-4). A természetes opioid
peptidek, (enkefalinok, endorfinok és dinorfinok) felfedezésével pedig
az opiat receptor endogén ligandjainak azonositédsa tortént megq,
lényegében a biokémiai receptor mérési médszerek elterjedésével egy
idében (5-10).

Ma mar elfogadott, hogy az opiatok és az opioid peptidek
sokféleségébdl Onmagdban nem kdvetkezik farmakolégiai és biokémiai
hatadsaik sokfélesége. E hatdsok &sszetett jellege mdgdtt az opioid
receptor komplexitdsadt is feltételezniink kell. Ez a komplexitds a
receptor altipusok, mi-, delta- €s kappa receptorok létezésében
nyilvanul meg (11-14).

Jelen munkénkban vizsgélni kivanjuk a patkéany agyi opiat
receptorok, elsdésorban az enkefalinokat preferdltan kd6td delta

receptor altipus ligand kétési teszttel mérhetd sajatsagait.

1.2 Részletes irodalmi attekintés

1.2.1 Az opioid receptorok heterogenitésa

Az opioid receptorok heterogenitdsdra vonatkozé elsd adatokat



farmakocldgiai megfigyelések szolgdltattak. MARTIN és munkatarsai
krénikus spinalis kutyakon végzett kisérleteikben természetes és
szintetikus opidt agonistdk egymidst6l lényegesen ki{ildnbdzd hatésai
alapjédn héarom receptor altipust kidldnitettek el (11). A morfinra,
illetve egyéb fénantrén vazas szdrmazékokra érzékeny receptor a mi
elnevezést kapta. A mi receptor kdzvetiti az antinociceptiv,
analgetikus hatéasokat, ingerilete kutyan hipotermidt, bradikardiat és
pupillaszikiiletet okoz.

A szintetikus benzomorfan vegyidletcsalad ciklazocin szarmazékait
(ketociklazocin, bremazocin stb.) preferals, in. kappa receptor
altipus szedativ hatasokat medidl, pupillatdgulatot okoz valtozatlan
pulzusfrekvencia mellett.

A harmadik opidt receptor fajta;' a szigma receptor tipusos
agonistédja az N-allil-normetazocin, stimuldldsa a madnidra emlékeztetd
dllapotot eredményez, a vegetativ funkcidék ko6zdl pupillatégulat,
tahipnoe és tahikardia jellemzd. Mivel az N-allil-normetazocin
hatasspektruma hasonlé a dopaminerg agonista apomorfinéhoz,
feltételezhetd, hogy a szigma . hatdsok nem kiz&rdlagosan opioid
jellegtek.

A mli, kappa és szigma receptor altipus egyaradnt jellemezhetd
receptor kotési teszttel, a m{ és kappa receptorok
megkildénbdztethetbek izoldltszerv készitményeken is (12-22). Mindh&rom
receptor altipus mikddését gatolja az opidt antagonista naloxon és a
naltrexon, bar kildénb6zé mértékben. M{-, kappa- €és szigma hatasd
agonistdk krdénikus adagolasa egyarant drogfiggbéség (tolerancia és
dependencia) kialakuldsdhoz vezet. Ez utdbbi kozds jellegzetességek
miatt beszélhetlink egységesen opioid receptorokrdél, figyelembe véve

kildénbdzdségliket is.



A leucin- és a metionin-enkefalin felfedezése (6) utan
izolaltszerv prepardtumokon mutatott sajdtsdgaik alapjan KOSTERLITZ €és
munkatdrsai posztuldltdk az enkefalin szelektivitdst mutaté delta
receptorokat, amelyeket késébb a kdézponti idegrendszerben is
kimutattak. Az enkefalinok ugyanis kdzel egy nagységrenddel
hatékonyabb opiat agonisték egér vas deferens (MVD) tesztben, mint
tengerimalac ileum hosszanti simaizom (GPI) készitményen mérve (12).
Az enkefalin hatds ugyanakkor naloxonnal jobban antagonizdlhaté GPI-n,
mint MVD-n. Mindkét biolégiai teszt az elektromos ingerléssel
kivaltott izomkontrakcidk opidtokkal valé gétolhatésdgan alapul.

Patkdny vas deferens (RVD) tuléld készitményen béta-endorfinra
specifikus receptort irtak le, amelyet epszilon receptornak neveztek
el (14).

Eltekintve a viszonylag kevéssé jellemzett szigma és epszilon
altipusoktél, haérom, centrédlisan és a periféri&n is megtalalhats,
vegetativ és viselkedési reflexek alapjan tipizalhaté, izolaltszerv
készitményen és receptor kotési tesztben jellemzett opioid receptor
altipust kOlédnithetlink el, a mﬁ,_delta és kappa receptorokat (I.
tabléazat).

A receptor kotési technika elterjedésével, magas fajlagos
radioaktivitéasd ligandok hasznalatéaval a receptorok biokémiai
jellemzésére nyilt lehetdség. Receptor forrasként tébbnyire patkény,
egér, tengerimalac, ritké&bban sertés vagy marha agy homogenatumot,
illetve kildnb6z& mértékig tisztitott plazmamembrdn prepardtumot
haszndltak. Az els8ként alkalmazott jelzett opidt ligandok a
(3H)dihidromorfin, a (3H)naloxon és a (3H)etorfin voltak (1,4,23,24),
de hamarosan elkésziltek a radioaktiv enkefalin szarmazékok is

14 . p . . . .
(12,13,23,25). A C izotdéppal Jelzett vegyliletek a kis fajlagos



I.

téblézat

Az opioid receptorok felosztéasa
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Receptor altipus

Endogén ligand

Kbdzvetitett hatdsok

Jellemz8 eléfordulls

Béta-endorfin

analgézia

eufdria

katalepszia

légzés gatlas
Prolaktin release
tdplalkozas fokozésa

Nyidl kisagy
Tengeri malac ileum
Nydl falartéria

ICI-174,864
Leu-enkefalin
stressz-analgézia
letalitas
hipotenzid

GH release

leukocita kemotaxis

NG-108-15 sejtvonal
egér vas deferens

md delta kappa
Agonista prototipus Morfin Leu-enkefalin Etilketociklazocin
. Szelektiv agonista DAGO D-Penz-D-Pens-enk. U-50,488H
Morficeptin DADLE U-69,593
(Tyr-Pro-Phe-ProNHz)
DTLET

Szufentanil Deltakefalin (DSLET)
Antagonista Naloxon Naloxon Naloxon
Szelektiv antagonista Naloxon-azin ICI-154,129 MR-2266

Dinorfin-(1-13)

analgézia

szedacié

flexor reflex-gétlas
ADH release
pupillaszikilet

Nydl nagyagy

Nyuil vas deferens
Kecskebéka agy
Tengeri malac kisagy




aktivitas, a 125J izotdép a gyors bomlds miatt nem terjedhetett el

sugdrforrasként. Tricium beépitésével viszont megfeleldéen stabil €&s
nagy moléris radioaktivitasid (20-80 Ci/mmol) ligandok késziltek.

A tricidlt opioidokkal végzett kisérletek igazoltdk, hogy a
receptorok az opiat szenzitiv neuronok plazmamembranjaban
lokalizdlhatdk. Szubcellularis frakciondlaskor a koétdtt ligand a
szinaptoszéma-, vagy szinaptikus plazmamembran frakcidéban disul fel
(26-29), de van kotdékapacitdsa a mikroszdma frakcidnak is (29-32).

Az opiat ligandok megkotddése a receptorokon szigordan
sztereospecifikus (1). A morfin és a morfinan vazas struktirdk jobbra
forgaté enantiomerjei (+ morfin, dextrorfan) farmakolégiailag
hatastalanok és a receptorhoz sem k&tddnek.

Az opioid receptor protein természetét proteolitikus enzimekkel
végzett 1inaktivalasos kisérletekkel (33) és az amindsav oldallancokat
specifikusan médositd reagensek haszndlatdval (19) mutattdk ki. A
detergensekkel szolubilizdlt opiat receptorok k&étddnek lektinekhez
(34), s8t wheat germ agglutinin (WGA) kromatografidval tisztithatdk
is, teh&t a receptor, vagy valamelyik alegysége glikoprotein.

Mivel a receptor koétés detergens- (35-37) és foszfolipaz A

2

érzékeny (38), valdszinlisiteni lehet a membrénlipidek aktiv szerepét a

receptor ligandkoté konformdcidjanak kialakitaséban. Kilénféle
lipidek, igy cerebrozid szulfatok képesek narkotikumok
sztereoszelektiv kotésére (39,40), cerebrozid szulfatdz kezelés

gatolja az opiétok kotbdését szinaptikus membranokhoz (41). E
megfigyelések alapjdn LEE és SMITH olyan receptor modellt dolgoztak
ki, amelyben az alkaloid k&tdhely lipid természetd, mig az
enkefalinokat ko6té alegység fehérje lenne (42). A modell alapjén a

béta-endorfin kétpontosan kapcsoldédik a receptorhoz, az enkefalin



struktirat tartalmazé N termindlis rész az enkefalin k&tbhelyhez, a
peptid C termindlis végén 1évdé amindésavak hidroféb kdlcsdnhatédsok
révén a 1lipid alegységhez ko6tdédnek. Agonistdk kotddésére, illetve az
enkefalinok kot8désének naloxonnal tdrténd gatolhatdsdgara a modell
nem nydjt kielégitd magyarazatot.

Az opioid receptor 1ligandkotd sajatsagait az ionerdsség, pH
viszonyok és a hdémérséklet is befolyasolja (43-45). Egyéb
hormonreceptorokhoz hasonldéan az opiat receptor is nagyobb
affinitassal ko6ti az antagonistédkat, mint az agonista ligandokat. Az
agoﬁista k6tés kevésbé fstébilié, hé inaktivacidéra, proteolizisre,
szulfhidril reagensekre (19,33,46), guanil nukleotiddkra (47,48) és
Na+ ionokra (49,50) relative érzékenyebb. Antagonista k&tddése
viszonylagos védettséget biztosit a receptornak a fenti hatdsok ellen,
illetve a Na+ ionok, valamint a guanil nukleotiddk névelik az
antagonistdk affinitasit és a kdétdhelyek maximdlis szamat (Bmax)(45).
Ebbd1 arra kdvetkeztettek, hogy a Na+ ionok a receptor
termodinamikailag megszabott hatarkonformacids &llapotai kdzdtt
kialakult egyensiilyt az antagonistékat preferdltan ko&étd allapotba,
"antagonista" konformdcidéba toljdk el (51). E fenti agonista /
antagonista konformdciét (1. abra) feltételezd modell nem irja le az
agonista peptidek és az alkaloid narkotikumok kotddésének eltérd
jellegzetességeit. Bivalens kationok, vagy N-etilmaleimid kezelés
receptor kotésre gyakorolt hatdsai viszont.jél értelmezhetdék a modell
alapjén.

Opiat alkaloidédk és opioid peptidek Na+ ion mentes és Na+ ionokat
tartalmazé kézegben meghatdrozott in vitro affinitdsi &llanddinak
aradnya, az Un. Na index alapjén elddnthetd a ligand agonista, vagy

antagonista karaktere, igy SZaAmos djonnan szintetiz&lt analdg



tesztelhetdé gyors, egyszerd biokémiai médszerekkel.

Agonista Antagonista

Na*.
Receptor <— |Receptor
p

1. abra

A kinetikai kisérietek az opioid receptorok heterogenitésanak
tovabbi bizonyitékait szolgaltattdk. Igy a ligandkoncentracisé-fliggés
Scatchard analizisével nagy é€s kis affinitdsd 1ligandkdtdéhelyek
mutathaték ki agonisték, antagonistéak, valamint opioid peptidek
esetében (12;13) . A nagy affinitasd ko6tdhely jellemzésének
méréstechnikai okokra visszavezethetd nehézségei is vannak, ezért sok
esetben nem koénnyd a két kétbhely elkildnitése. Kis jelzett ligand
koncentrdciéndl az alacsony belitésszam, nagy ligandkoncentracidéban a
megndvekedett nem specifikus kdt8dés neheziti az adatok értékelését.

Ha elfogadjuk a k16nbdz8 affinitéassal és kotdkapacitéassal
jellemezhgté opioid ko&tdhelyek létezését, akkor azokat korrelaltatnunk
kell a farmakoldégiai receptor altipusokkal is. A jelzett ml-, és delta
ligandokkal felvett telitési gdrbék egyaréant illeszthet8k két
kdtbhelyes modell alapjan, ezért mind az alkaloida-, mind az enkefalin
receptor populédcidk heterogéneknek tekinthetdk.

PASTERNAK vetette fel, hogy a kildnbdzd ligandok nagy affinitasu



kdtShelyei azonos receptor tipust reprezentalnak, amelyet mﬁl
receptornak nevezett el. Sok kisérleti adattal alatamasztott
elképzelése szerint a mi receptort a nagy affinitéasd, kis

kotékapacitdsd mi, kotbhely, és a kis affinitdsd, nagy kapacitdsd md

1 2

k&étéhely alkotja, mig az enkefalin (delta) receptor mﬁl + delta
kotBhelybdél &ll1 (52). A delta komponens alacsony affinitdsdi de nagy
ligandkétd képességgel rendelkezd kdtdhely.

Az opiat  receptorockban  kdz0s mﬁl k6tdhely  szelektiven és

irreverzibilisen gatolhaté l4-hidroxi~-dihidromorfinon-hidrazonokkal

(53,54), valamint enkefalin klérmetil ketonokkal (55). A mi, k&tShelyen

1
nagy affinitassal (Kd<fl nM) koétédnek az alkaloiddk €s a peptidek is,
mig a mﬁz helyhez a morfin szédrmazékok, a delta kdétdhelyhez az

‘enkefalinok mutatnak szelektivitdst. A modell szerint a mﬁl receptor az
analgézia receptora, kozvetiti tovadbba a kataleptogén, hipotermiias,
acetilkolin turnovert ndveld és prolaktin release-t okozé hatdsokat. A
mﬁz receptorral az agyi légzdkdzpontok gatldsa, a bradikardia és a
bélmotilitas gatldsa hozhaté Osszefliggésbe. A k&6zds nagy affinitéasu
enkefalin és morfin (mﬁl) k6t6hely 1étét az irreverzibilis 1ligandok
{53-55) hasznalatan tdl egyéb biokémiai (56), tovadbba autoradiografiis
médszerekkel is aldtamasztottak (57).

A heterogén opioid receptorok  molekuléris szinten torténd
differencialasara is végeztek biztatd kisérleteket. A receptor
altipusokhoz nagy specifitdssal kotddd szelektiv ligandok (I. tédblazat)
szintézise, az 1idé kdézben kifejlesztett receptor szolubilizédlasi
eljarasok (36,58,59) és affinitdsjeldldk alkalmazasa (60), illetve
kombindlasa "hagyomanyos" biokémiai médszerekkel (egyensilyi gréadiens

ultracentrifugdlds, gélfiltralas) lehetdvé tették a receptor altipusock

szeparalasat. A kappa receptor altipus tengeri malac (61) és



kecskebéka (62) agyban kromatografidsan, €s szedimentédcidés koefficiens
alapjan 1is elkildénithetd a mi és delta receptoroknak megfeleld
molekuldris formdktél. Radidcids inaktivacés analizis alapjan is
taldltak méretbeli kilonbségeket a mi / delta illetve a kappa
receptorok kozdtt (63), mig masok azonos molekulatdmegl receptor
altipusokat mutattak ki ugyanezzel a technikaval (64).

Szolubilizalt receptor preparatum altipus-szelektiv oszlopon
(szefardz matrixon immobiliz&lt l14-brSmacetamido-morfin) végrehajtott
affinitds kromatografias tisztitasa is lehet8séget nyijtott a
receptorok moleku}éris szgparéléséra (65). Hybromet (cisz-/+)-3-metil-
fentanil—izotiécianét, mi specifikus ligand) affinitéas oszlop
alkalmazésaval is sikertlt md receptort tisztitani patkény agybsl
(66). A nativ gélelektroforézissel 300 kDa relativ molekulatémeglinek
meghatdrozott receptor aktivitas mérés alapjan kb. 500 szoros
tisztuldst mutatott a kiinduldsi membran frakcidhoz képest. Ujabban
6-szukcinilmorfin t&ltetl kromatogridfids oszlop, gélszilrés, lektin
kromatogréfia és izoelektromos fdékuszalds kombindlasdval tisztitottak
mi receptorokat, SDS elektroforézis utdn egy 58 kDa molekulatdmeggel

jellemezhetd polipeptid savot detektdltak (67,68).
1.2.2 Enkefalinok és enkefalin receptorok

GOLDSTEIN és munkacsoportja izolalt elsbként szarvasmarha
hipofizis kivonatébél"olyan peptid természetl anyagot, amely a
morfinéhoz hasonldé aktivitast mutatott GPI és MVD teszten, valamint
receptor ko&tési vizsgélat Soréan (7,69). A hatdanyag pontos

identifikdlasa azonban sikertelen maradt.

Sertés agykivonatb6él HUGHES és munkatdrsai (6) hatdroztdk meg az
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alébbi szekvencidkat tartalmazé opiat hatéasd peptidpar kémiai

szerkezetét:

Leu-enkefalin Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

Met-enkefalin Tyr-Gly-Gly-Phe-Met

A Met-enkefalin szekvencidja azonos a teve hipofizisbdl leirt
béta-endorfin N terminalis végének elsé 5 aminésavaval, a
béta-endorfin pedig megegyezik a béta-lipotropinnak nevezett
lipolitikus aktivitasd peptidhormon 60-91-es szekvencidjaval (8). A
lipotropin fragmensek, 1igy az endorfinok morfin szerd hatdsainak
kimutatasdt e fenti szerkezeti homoldgia felismerése, végsd soron az
enkefalinok felfedezése tetfe lehetdvé,

Az opiat aktivitds hordozdéja az enkefalin struktira az Osszes
opioid peptidben, beleértve a dinorfinokat (10) is, hiszen -a
dez-tirozin szarmazékok opiat hatdst nem mutatnak. Az opioid peptidek
hatasai ~ méretiknek és amindésav sorrendjiknek megfelelben -
kiloénbségeket mutatnak. Ugyancsak kidldnbdznek egymastél bioszintetikus
prekurzoraik, metabolizmusuk és eloszlasuk tekintetében. Az opioid
peptidek szerkezeti Osszeflggéseit a 2. dbra mutatja be.

Osszevetve a morfin réntgen krisztallografids adatokbdél nyert
térszerkezetét (70) az energetikailag kedvezd enkefalin
konformadcidkkal talalhatd olyan, a morfin strukturaval részben Aatfedd
enkefalin konformédcié, amely az opioid hatédshoz szikséges minimdlis
szerkezeti feltételeknek (71) megfelel. Az enkefalin struktirdban
legalébb négy amindsav jelenléte szikséges szamottevd opioid hatdshoz
(72) . Tetrapeptid-, tovébba 5-6s helyzétben prolint tartalmazé
analégoknal 1-4 tipusd kapcsolddds a termodinamikailag megengedett
allapot (73). Ebben a szerkezetben a molekulat a Tyr1 és a Phe4 kézdtt

kialakult hidrogén kotés stabilizalja. Ez a ko6tddés 1étrejdhet a



BETA LIPOTROPIN (1-91):
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beta MSH beta endorfin:
40 91
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1 31
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gamma endorfin Y L
delta endorfin Y K
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pentapeptid analdgoknal is, bizonyitott kristdlyos Leu-enkefalinra.
Energetikailag kedvezd 1lehet a 2-5 tipusd kapcsolédas is (2-5 béta
hajtd), amely pl. a Met-enkefalinra jellemz8 (3. &bra).

A természetes opioid peptidek harom, egymdstsl kidldénbdzd prekurzor
fehérjébdl szarmaznak (74). A pro-opio-melanokortinnak (POMC) nevezett
prekurzor a béta-endorfin szekvencidja mellett a melanofor hormon
(MSH) és az adrenokortikotrdp hormon (ACTH) szekvenciait is
tartalmazza.

A proenkefalin A-nak nevezett prekurzor 6 képia Met-enkefalint és
egy Leu-enkefalin képiat hordoz; A proenkefalin B, vagy prodinorfin 3
Leu-enkefalin szegmenst tartalmaz, e fragmentumok egyben dinorfin A és

B, wvalamint a neo-endorfinok amindésavsorrendjének részletei is (4.

dbra).

[PRO-OPIO-MELANOCORTIN; (265)

TMSH oK MSH (> Endorfin
M 3 | —
HN 22 $: $ +—t—t 'T_j —+COOH
——  pMmsH
ACTH
Oligoszaharidok (5 Lipotropin
[PROENKEFALIN A |  (263)
Peptid F BAM22
| S
HN T — ] —8—H—HcooH

— L ul
Oktapeptid PeptidE Heptapeptid

[PROENKEFALIN B |  (256)

Dinorfin B
1-8 1-29
mM (I 1
H'ﬁ W ﬂ 8 & S COOH 4. abra
L I
Neo- endorfinok 1-17  1-13
Dinorfin A
Szignal peptid l Met- enkefalin

[] Leu-enkefalin
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A prekurzor peptidekben az opiat hatésd peptid szakaszokat bazikus
aminésav parok, Lys-Lys, Lys-Arg, Arg-Arg stb. hataroljadk, igy a
biolégiailag aktiv fragmensek tripszin szert, proteolitikus
emésztésbl0l szarmazhatnak. A Leu-enkefalin proenkefalin A-bél és
prodinorfinbdl is keletkezhet (75), a Met-enkefalin kizardlag
proenkefalin A-b&l. A Met-enkefalin koridbban feltételezett és a
szerkezeti homolégia alapjan kézenfekvdnek latszdé
pro-opio-melanokortinbdl valdé eredete nem nyert megerdsitést. Mig a
POMC lokalizédcidéja meglehetb8sen egyedi, elsb8sorban a hipofizisre és a
nucleus arcuatusra korldtozédik, addig a proenkefalinok kimutathatdk
szdmos agyi régidban, és megtaldlhaték a periférias (mellékvese,
szimpatikus ganglion, gasztrointesztinalis traktus) szobvetekben is
(76). A proenkefalin A é&s B egylttes el6forduldsa pedig lehetdvé
teszi, hogy az enkefalinok bioszintézisének kidlénbdzd dtjai azonos
sejtekben, egymds mellett is létezhessenek.

A szisztémdsan adott, vagy agykamraba injektdlt enkefalinok
analgetikus aktivitésa szerény a morfinéhoz, de még a
béta-endorfinéhoz képest 1is (77). A csdkkent aktivitédst sokan az
enkefalinok gyors degradacidjaval magyarazzak, ezt latszik
alatamasztani az a tény, hogy enkefalinok intracerebroventrikuléris
addsa utan Jjelentdsebb analgetikus hatds mérhetd (77). A keringésbe
juttatott enkefalinok gyorsan metabolizalddnak (78), é€s nem, vagy csak
kevéssé penetréalnak a vér~-agy. gaton (79). Ma mindenesetre
megkérdbjelezik az endogén opioidok, kiiléndsen a csekély aktivitasd
enkefalinok tényleges szerepét az analgézia folyamatéban.

Az enkefalinok enzimes inaktivalasaban tobb enzim miikddhet kodzre
(80). Az N termindlis tirozint egy membrén ko&6tdtt aminopeptidaz

hasithatja le, mig Tyr-Gly dipeptidet eredményezhet egy
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aminodipeptid@z aktivitds. Az enkefalinok lebontasdban legnagyobb
szerepet jatszé "enkefalinaz" enzim hatédsara a Gly3-Phe4 peptidkotés

hidroliz4al, tehéat Tyr-Gly-Gly tripeptid keletkezik (5. a&bra). Az

1 2 3

Loy

TYR - GLY - GLY - PHE - LEU 5. abra
TYR - GLY - GLY - PHE - MET

1) aminopeptidéz N

2) dipeptidil aminopeptidaz
3) enkefalinéz

enkefalindz a metallo endopeptidézok kozé tartozik, tiorfénnal
specifikusan g&tolhaté, djabban elkildnitik a vele azonosnak tartott
€és az enkefalinok metabolizaléasara ugyancsak képes angiotenzin
konvertdlé enzimtél (ACE). Az enkefalinok receptorhoz valé kotddése
csdkkenti az enzimatikus inaktivalds hatékonysdgét (8l), ugyanakkor a
"szabad" enkefalinok gyorsan hidrolizdlnak enzimes kezelés hatéasira.
Ujabban SIMON és munkatarsai irtak le, egy az opioid receptorhoz
asszocidlt, és azzal szolubilizalds utan egyitt tisztuld enkefalinazt
(82).

Egyéb, az enkefalin, endorfin és dinorfin szerkezetével nem
homolég peptidek is rendelkezhetnek opiat hatassal, 1igy a kazein
eredetl kazomorfinok, vagy a szintetikus béta-kazomorfin analdg
morficepti; (83,84). Ismeretesek endogén, antiopiat hatasd peptidek is
(85).

Az enkefalinckat nagy affinitdssal és specifikusan koté delta

receptorokrél molekulédris szinten keveset tudunk. Ennek oka részben

az, hogy a koézponti idegrendszerben a receptor altipusok kevéssé
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kﬁiénﬁlnek el egymdstdl és sejtfrakciondlassal sem valaszthaték szét.
Az opiat receptorok denzitdsa egyébként is rendkiviil alacsony, pl. a
"dis" receptor forrdsnak szamitdé agyszdvetben is c¢sak néhdny szaz
fmol/mg fehérje a receptorok mennyisége. Tovabbi nehézséget okoz, hogy
még az Ujabban kifejlesztett nagy specifitdsd szintetikus ligandok (I.
tablazat) is adhatnak kereszt reakciét a nem adekvat receptor
altipussal.

Szelektiv kot8désli 1ligandokkal végzett  kisérletekben a delta
receptorok kotési sajidtsagai kildnbségeket mutattak, a md
receptorokkal &sszevetve. Igy pl. a delta receptor k&tés jobban
gdtolhaté alkoholokkal (86), Na-kolattal (35), nugyanakkor eltérd
kation és GTP requlaciét, valamint egyedfejlédést mutatott (35,87-91).
A sejtfelszinen a delta receptorok jellegzetes c¢soportosulasokat
alkotnak és nem internalizaldédnak (92).

Az NG-108-15 3jeld neuroblasztéma x glidma hibrid sejtvonal csak
delta receptorokat tartalmaz (13,95), igy modell rendszer lehet a
delta hatasok in vitro tanulményozdsdban. NIRENBERG és munkatarsai
mutattdk ki, hogy opiat agonisték koé6tédése a receptorhoz az adeniléat
ciklédz enzim gdtlasat eredményezi NG hibrid sejtekben (96). E hatdshoz
guanilnukleotidédk, GTP vagy Gpp(NH)p szikségesek, ugyanis a ciklaz
rendszer receptor medidlt gatlasa GTP-k6td fehérjén (Ni) keresztil
valésul meg. Az Ni fehérje alfa alegysége guanozintrifoszfataz
aktivitasi, az enzimet opiatok stimuléalhatjak (97). Pertussis
bgktérium toxin hatédsara az Ni fehérije alfa .alegysége
ADP-ribozil416dik, a kovalens médositds eredményeként megszlnik a
kapcsolat a receptor és az adenilcikléz enzim k6zdtt (98). Az opiat
receptorhoz kapcsolt adenilciklaz rendszer a drogfliggdség (addikcid)

egyik lehetséges modellje lehet. Opidatok krénikus adagolésa az
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adenilciklaz enzim  tartds gatléséahoz vezet (96). De novo
fehérjeszintézis miatt az enzim mennyisége ndvekszik, igy a cAMP
brutté mennyiége a korabbi szinten stabiliz&lddik (tolerancia).
Antagonista adédsa esetén (morfin elvonds) a sejtekben a cAMP produkcid
ugridsszerlien, megn8 az opiat gatlas megszinése miatt (megvondsi
tinetcsoport) (96) . Pertussis toxin kezelés az Ni fehérije
"kikapcsolasan" keresztil gétolja a tolerancia kifejlédését (98,99).

PERT és munkatdrsai a nagy affinitéasd, adenilcikldzhoz kapcsolt
mikddésli udn. I. tipusid opioid receptorokat definicié szerlen
elkidlénitik a nem adenilciklazhoz kapcsolt, GTP rezisztens II.
receptor tipustél (100). Modelljikben az I. tipus (GTP szenzitiv
receptor) mi és delta konformidciét egyarant felvehet (interkonvertils
receptorok), 1igy mi és dglta ligandokat is nagy affinitdssal kothet.
Valészinl, hogy az I. tipusi receptor megegyezik a PASTERNAK féle mﬁl
kétéhellyel.

A hibridéma sejteken tal az épiatok gatoljak a
prosztaglandinokkal, katekolaminokkal, vagy mas médon stimuléalt
adenilcikléaz aktivitast agy homogenatumban és szinaptikus
plazmamembranokban is (101-103), viszont az enzim alapaktivitasanak
valtoztatasira vonatkozdé irodalmi adatok ellentmonddak.

Az opidtok akut hatédsai nem értelmezhetdek csupdn az adenilciklaz
enzim gatlasa alapjédn. Az opidtok és opioid peptidek direkt hatésai,
Pl. a membrén hiperpolarizaciéja, acetilkolin felszabadulasa a
mienterikus plexusbdl, tovdbbad a neuronok tlizeld aktivitdsanak gatléasa
a kézponti. idegrendszerben, ink&bb a specifikus ioncsatornak
mikédésével hozhatdk Osszefliggésbe (104). Agonisték kdtdédése a  delta
receptoron, elektrofiziolsgiai adatok alapjan a Ca2+ ionok

)

+
mobiliz&lasadn keresztil a sejtmembran K ~konduktancia (IK/Ca/
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novekedéséhez vezet locus coeruleus és csigolya kozti dicsejtekben
(DRG sejtek) (105). Hibridéma sejteken az enkefalinoknak Go fehérjén
keresztlil medidléds hatasat is kimutattdk a sejtmembran kalcium
csatorndira (106).

Patkéany agybdl digitoninnal szolubiliz&lt receptor, delta
szelektiv ligand affinitéas kromatografia (D—Alaz—Leus-enkefalin
szefardz) wutdn mintegy 450 szeres tisztuldst mutatott aktivitas
alapjan szamolva, a kiinduléasi membran prepardtumhoz képest. A
tisztitds soran egy SDS elektroforézis alapjidn 62 kD molekulatdmegiinek
meghatdrozott polipeptid ddsult fel az aktiv frakciéban (107).

NG-108-15 sejtekbdl KLEE és munkatdrsai homogenitdsig tisztitottak
kovalensen k&t8d8, tricidlt liganddal eldjeldlt delta receptort lektin
kromatografia, és az elbjeldld ligand ellen termeltetett
anti-idiotipids immunoglobulin-affinitds kromatografia kombindlé&séval.
SDS elektroforézis utéan fluorografiaval €s ezlst festéssel is
kimutathaté Mr= 58 kDa fehérje savot detektaltak (108). Az 58000-es
polipeptid a mi (60,109,110) és kappa (111) receptoroknédl is
kimutathaté.

Kilénbdz8d agyi régidkban 125J—béta—endorfin és keresztkdtd reagens
alkalmazasaval a ml receptor (illetve alegységének) méretére 65 kDa-,
a delta receptoréra 53 kDa értéket hataroztak meg szelektiv jeldlési
korilmények ko6zdtt. Ez utdbbi az elsd adat a mli és a delta receptor
alegységek molekularis kﬁlénbéz@gégére (112,113).
Radiacidés-inaktivdlasos kisérletekben, az NG-108-15 sejtek delta

receptorainak (nativ) méretét 200 kDa-nak hatéroztdk meg (114).

1.2.3 Enkefalin szerkezet és opiadt hatds &sszefliggései

Szintetikus enkefalin analdgokkal végzett hatéstani vizsgdlatok
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kimutatték, hogy az N termindlis tirozin és a Phe4 jelenléte és
relativ pozicidéja (115,116) alapvetd fontossagd a receptorral valéd
kbélcsdénhatds, illetve az opioid karakter szempontjabsl. A Tyr1 kémiai
médositésa, cseréje vagy hidnya az opiat hatds markdns csbdkkenéséhez
vezet (72,117). Az 1l-es poziciéban szintetikus melfaldn amindsavat
tartalmazé analdgok opiat aktivitdsa a szubsztiticié utén is jelentds
maradt (118). Ugyancsak képes volt az N-terminalis tirozin
helyettesitésére a pirenilalanin (119).

A C termindlis amindsav (Leu/Met) viszonylag szabadon médosithaté,
észterifikalas, savamid képzés nem csdkkenti lényegesen az opiat
aktivitdst. A tetrapeptid enkefalinok szamottevd hatdsa ugyancsak a C
termindlis relativ médosithatdésdgdra utal (115). Az enkefalinok delta
szelektivitasa szempontjébél viszont lényeges az intakt pentapeptid
szerkezet és a C termindlis szabad karboxil csoportja: gylrls amindsav
vagy imindésav jelenléte, tovabba az amidalas, észterifikalas, illetve
a C terminalis poléarossaganak csOkkenése a delta hatésjelleg
elvesztését eredményezheti {120-123). Az enkefalin molekula C
termindlis feldli réviditése csdkkenti a keletkezett szdrmazékok opidt

hatasait, de még szintetikus dipeptidek is mutattak mérhetd hatdsokat

(124).
A C termindlison médositott enkefalinok koézil a
2 5 . . . 2 4
D~Met -Pro -enkefalinamid (125) és a D-Ala - (Me)Phe -Met (0)-o0l

enkefalin (126) Jjelentds analgetikus aktivitdssal és stabilitédssal
rendelkezik. i

A szintetikus tetrapeptid enkefalinok ko6zll a DAGO a morfinét
meghaladé mi szelektivitdssal +tilnik ki, igy érthetd, hogy az opiat
receptor kutatés egyik eredményesen haszndlhaté ligandja lett

(127,128).

A Gly2 és Gly3 klilon-klilon és egyidejlleg is szubsztitudlhats, de a
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kapott szarmazék hatdasai gyengébbek.a kiindulasi alapéndal. A Gly2
cseréje D amindsavra, D-Met, D-Ala, kedvezd a termékek viszonylagos
enkefalindz rezisztencidja miatt, D-Ser beépitése a 2-es pozicidba
jelentdsen fokozta a delta specifitast (129,130). A
D-Alaz—D—LeuS-enkefalin (DADLE) a természetes enkefalinokndl nagyobb
delta szelektivitassal és megndvekedett enzimrezisztenciédval
rendelkezik. Tricialt és jédozott forméit elterjedten alkalmazzdk a
delta receptor szelektiv jeldlésére.

Izoléaltszerv készitményen és receptor kdtési tesztben szamos egyéb
analdég mutat t&bb-kevesebb delta szelektivitast: DSLET, vagy
deltakefalin (130), DTLET (131), D—Pen2-D-PenS-enkefalin (132), sét
enkefalin dimerek (133) és ciklikus szarmazékok (134) is. A gylrlbe
zaras (132,134), vagyis a térszerkezet merevitése rendszeriﬁt- fokozza
a ligand szelektiv tulajdonsagait, néha azonban a szelektivitas
elvesztését eredményezi (135).

Fluoreszkdlé funkciés csoportok bevitele is lehetséges az
enkefalin molekuldkba, amint arrél tobb kézlemény 1is beszamol
(92,119,136).

Az eddig targyalt enkefalinok kizdrdlag agonista sajatsagokat
mutattak, peptid szerkezetl opioid antagonistdt a legutdbbi idékig nem
talaltak. Ujabban két ICI vegylilet, a 154129 és a 174864 delta
specifitdsd antagonisté@nak mutatkozott (137,138).

Elméleti és gyakorlati szempontbdl is jelentdsek azok a
prébalkozasok, amelyek az opiéat receptorok kovalens jeldlésére
alkalmas ligandok kifejlesztését célozzék. Az affinitésjeldlék
irreverzibilis k&6t8dése ugyanis lehetbvé teszi a receptor kovetését
pl. annak tisztitédsa sordn. Enkefalin klérmetil ketonok szintézisérél

irreverzibilis kot8désérd8l és analgetikus hatésarél tébb laboratdrium
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is beszamolt (55,60,109-111,139-142). Az enkefalin melfaldn
szé&rmazékai ugyancsak irreverzibilisen k&tbdhetnek az opioid
receptorhoz (118,144). Mivel az elektrofil funkcidés csoportok
(halometil keton, nitrogén mustdr) kialakit&sa tébbnyire az enkefalin
molekula C termindlis részén tdrtént, a ligandok delta szelektivitésa
kedvezétlenil valtozott az alap vegylletekhez képest. Fotoreaktiv
funkcids csoportck alkalmazdsdval enekfalin fotoaffinitds jeldlésre
képes szadrmazékokat is szintetizdltak (145,146).

Az enkefalin receptor szelektiv, irreverzibilis jeldlésére Jjelen
pillanatban egyedll a super-FIT nevi vegyllet alkalmas, ez a molekula

viszont nem enkefalin szarmazék (147).

1.3 Célkitlzés

Munkacsoportunk 1978~-t61 foglalkozik az opioid receptorok
biockémiadjaval. E témé&n bellil a patkany agyi opiat receptorock, illetve
receptor altipusok jellemzése és izolédlasa az egyik koézvetlen célunk.
Ehhez a munkdhoz specifikus radioligandok és megfelelden jellemzett in
vitro bioldégiai rendszer szikségesek. Az Szegedi BiolSgiai Kozpont
Izotdp Laboratdriumédban tobb, az opioid receptorok vizsgdlatdban jol
hasznosithaté jelzett ligandot allitottak eld (148-152).

Ebben a munkéban egy tricialt enkefalin szarmazék, a

(3H)D-Alaz-LeuS—enkefalin /(3H)DALE/ kdtb6dési sajdtsdgait vizsgaltuk

2 -

patkdny agybdl eldallitott sejtmembran preparatum delta receptoraihoz.
A receptor-ligand kd&lcsdnhatéas kdzvetlen tanulmdnyozasan tdl a
receptor kotési tesztet, mint mddszert kivantuk alkalmazni enkefalin
szdrmazékok szerkezet-hatastani vizsgalatdban. E célbsl az MTA

Kézponti ~ Kémiai Kutatéintézete Peptidkémiai - Laboratériuméban
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készitett enkefalin analdgok, kdézdttlk potencidlis affinitds jeldldk

specifitéaséat, affinitdsat és kotddésik reverzibilis vagy

irreverzibilis jellegét hataroztuk megq.
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2. ANYAGOK E S MGDSZEREHK

2.1 Anyagok

A specialis reagensek, puffer alkotdk, sék (ATP, GTP, Gpp(NH)p,
bacitracin, TRIS, NaCl stb.) SIGMA Chemical Co., (St. Louis, Mo. USA)

gyadrtmanydak voltak, kivéve néhany finomvegyszert: pl. MnSO (MERCK,

4
Darmstadt, NSzK), SDS (SERVA Feinbiochemica Heidelberg, NSzK).

Az opiat alkaloiddk ko6zidl a morfin €s a nalorfin az ALKALOIDA
(Tiszavasvari) terméke volt. A levorfanolt, levallorfant €és a
dextrorfant a Hoffman-La-Roche-tSl (Nutley, NJ. Usa) kaptuk. A
naloxont a Du Pont de Nemours cég (Endo Labs. Garden City, NY. USA)
ajandékozta. Az etilketociklazocint a Sterling Winthrop intézettdl
(Rensselaexr, NY. USA) vasaroltuk. A DAGO Dr.D RAmer (SANDOZ) ajandéka
volt.

‘Az enkefalin szarmazékokat Dr. Medzihradszky Kalmén
munkacsoportjdban (MTA KKKI és ELTE Szerves Kémiai Intézet) Dr.Szécsi
Judit, Hepp Joézsef, Dr. Di Gléria Katalin és Dr. Sili-Vargha Helga
szintetizaltdk. DADLE és DAGO mas forrasokbél (SIGMA vagy Bachen,
Bubendorf, Svéajc) is rendelkezéslnkre é@llt. A delta antagonista
(174864) az ICI-t6l szarmazott.

A DALE tricidldsat Dr. T6th Géza (SzBK Izotdp LaboratSrium)

végezte. A (3H)DALE specifikus aktivitasa 37,4 Ci/mmol volt.

2.2 Mdbdszerek

2.,2.1 Membran preparédléas



- 23 -

Kisérleteinkben mindkét nembeli, 2-300 g-~os, (kb. 5 hénapos) PVG/C
torzsbe tartozé patkdnyokat haszndltunk. Az agyi membradn frakcidt
PASTERNAK (19) médszere alapjan, kisebb médositasokkal készitettik. Az
dllatokat dekapitéaltuk, az agyakat azonnal jéghideg fizioldgiéas
s6oldatba helyeztik, a kisagyakat eltavolitottuk. A nagyagy féltekéket
és az agytdrzset egylitt homogenizaltuk 20-szoros térfogatd (g/ml)
jéghideg TRIS/HCl1 pH 7,4 pufferben, Potter-Elvehjem tuveg-teflon
homogenizatorban. A homogenéatumot 40000 X g-vel 20 percig
centrifugdltuk (Beckman J-21 B centrifuga, JA-20-as rotor), a
felliliszét .eldntdttik. Az Uledéket az eredeti térfoéatﬁ, friss
pufferben szuszpendaltuk, majd 37 ®c-on 30 percig inkubdltuk az
endogén ligandok eltavolitdsa céljabdol. A szuszpenzidt ezutdn ismét
centrifugdltuk (40000 x g, 20 perc), a pelletet 80-szoros térfogatd
pufferben vettik fel (0,4 mg fehérje/ml) és frissen felhasznaltuk.

A membranpreparatum tarolasa S5-szdrds térfogatd 50 mM TRIS/HC1 -
320 mM szaharéz, pH 7,4 pufferben tértént, a mintdkat folyékony
leveg8ben megfagyasztottuk és =70 ®c-on taroltuk (maximédlisan 6
hétig). Felhasznalasakor a felolvasztott mintdt szaharéz mentes
pufferrel higitottuk, és a szaharézos kdzegbdl a membran szuszpenzidt
kildlepitettdik (40000 x g, 20 perc), majd a pelletet 70-szeres
térfogatd cukormentes pufferoldatban homogenizalva azonnal

felhasznaltuk.
2.2.2 Receptor kotés mérés

A receptor kotés bedllitéasa a (3H)DALE izotdppal
laboratdériumunkban tortént (150). Az 1 ml térfogatud reakcidelegy 100
ul (3H)DALE-t, 100 ul tridesztillalt vizet (vagy wugyanilyen

térfogatban ‘ jeldletlen DALE-t, . a



- 24 -

nem specifikus kotést reprezentdld mintéakban), és 800 ul
membranszuszpenzidt tartalmazott (250-400 ug protein/minta).

A reakcibét a fehérje hozzdaddsaval inditottuk, 45 perces, 23 Cc-os
inkubédlds uté&n a mintdkat Whatman GF/C 1Uvegszdlas filteren vakuum
alatt szlrtik, a nem k6tdddtt radioligandot 2 x 10 ml.jéghideg 50 mM
TRIS/HC1 pufferes mosdssal tavolitottuk el. A szlirés és a mosas
mintanként kb. 5 masodpercet vett igénybe, 1fgy a receptor-ligand
komplex disszociaciéja és az ebbd1 szarmazé kisérleti hiba
elhanyagolhaté volt. Opioid peptidek kompeticids képességének
meghatérozdsa soréan a reakcidelegy 50 ug/ml bacitracint is
tartalmazott peptidaz inhibitorként.

A nem specifikus koétést 10 uM DALE je;enlétében hatdroztuk meg. A
megszdritott filteren maradt radioaktivitéist (fehérjéhez kotott
ligand) toluol alapd szcintillécids oldatban (5 ml/filter) LKB
Minibeta 1211 folyadékszcintillacidés spektrométerben mértik kb. 35
¥-0os mérési hatasfokkal. A specifikus (receptoridlis) kotést minden
esetben az Osszes, és a jeldletlen ligand jelenlétében mért nem
specifikus ko&tbdés kildnbségeként definidltuk.

A minték fehéfje tartalmadt triklérecetsavas precipitédlds utén
Folin reagenssel PETERSON médszerével (153), vagy kOzvetlen festék
(Coomassie BB) kotddési reakcval (BRADFORD, 154) hataroztuk meg. A

kalibracidés gdorbék felvételéhez marha szérum albumint haszndltunk.
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3. EREDMENYEK

3.1 (EH)DALE specifikus kotés mérése  patkédny agyi membrén

preparatumban

A receptor ligand komplex (specifikusan kotott ligand)
mennyiségének mérésére tébbféle eljaras kinalkozik. Valamennyi
meghatarozasban ko6z8s a receptor ligand komplex és a szabad 1ligand
feleslegének szeparédlasa. Két fiuggetlen médszerrel (membrdn filteren
keresztil torténd szlréssel és centrifugidlasos eljarassal) mértik a
reakcié sordn képzd8dott (3H)DALE—receptor komplex mennyiségét (II.
tablazat). A két szepardlas 1lényegében azonos eredményt adott. A
filtréciés'imédszer egyszerlUsége és gyorsasiga miatt a tovabbiakban ezt

alkalmaztuk.
3.1.1 Filter kotés meghatarozasa

A k0Ulonbozd pérusméretl é€s vastagsdgu udvegszdlas membran-filterek
adszorbcidé révén kothetnek radioizotdpot. A jelzett 1ligand filter
kotddését a lehetdség szerint minimalizalni kell. Osszehasonlitottuk
hédrom Whatman gyartményd filter jelzett ligand kotési kapacitdsat (6.
abra). 2 x 10 ml pufferes moséds elegendbnek bizonyult a lemoshatd
frakcisé eltéavolitdsdra, mig a (3H)DALE mennyiségének kis hanyada (a
reakcidelegyben eredetileg lev® mennyiség 0,1 - 1 %-a) a filtereken
maradt (filter "hattér"). Az aktudlis filter kdtést a tovabbiakban
(kGlondsen a nagyobb izotdp koncentréacidk hasznalata esetén)
kisérletenként meghatdroztuk és mérési eredményeinket szikség esetén a

hattér levonédsaval korrigaltuk.
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II. tablazat

Receptor kétés meghatdrozdsa kilénbdzdé médszerekkel

Szlirés Centrifugalas
(GF/C filter) (Eppendorf)
cpm

Osszes kotés (Tb) 2250 1731
Nem specifikus
kotés (Nsb)

a/ DALE jelenlétében 890 587

b/ levallorfan jelen- 1274 -

létében mérve
Specifikus kotés (B )
spec
a/ - 1360 1144
b/ 976 -

v — . = — ——— T — - —— — " — — T — " . o . —— —— Y — —  —— - — S —— —— —— —— —— —— ——

A patkédny agyi membran mintdkat 10 nM (3H)DALE jelenlétében
inkubaltuk 23 oC—on 45 percig, majd Whatman GF/C filteren wvakuum
alatt szlrtidk, vagy 10 percig Ulepitettik Eppendorf asztali
centrifugdban. A szaritott filterek és a membrén tUledék
radioaktivitasat toluolos oldatban ..mértik. A nem specifikus
kétést 10 uM DALE vagy 10 uM levallorfédn jelenlétében hataroztuk

meq.
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6. abra. Whatman GF filterek ligandkdtd kapacitésa.
Membranfehérje mentes inkubdcidés elegyek 1 - 1 ml-es alikvotjait
szlUrtik GF/B, GF/A és GF/C filtereken. Az inkubalas 23 OC-on, 5 nM
(3H)DALE jelenlétében tortént. A filter kotés é&rtékeket (cpm) a
mosépuffer térfogat (V) flggvényében abrdzoltuk. A mosdsok 5 - 5 ml-es
alikvotokkal torténtek. (o): Osszes kodtés, (A ): 10 uM DALE

jelenlétében mért nem specifikus kotés.
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Megvizsgaltuk a filter korongok membran szuszpenzié visszatartd
képességét 1is, hiszen 1lényeges, hogy a sejtmembr&n partikulumok a
filteren maradjanak. A 6. abran bemutatott kisérlet alapjén
legalacsonyabb héatteret addé Whatman GF/C filter szlirletében nem
talaltunk mérhété mennyiségli fehérjét, igy a filter alkalmasnak

bizonyult a receptorhoz kotdtt ligand mérésére.
3.1.2 WNem-specifikus kotés

A receptor-ligand komplex kvantitativ meghatérozédsa  pontos
kézvetlen mérdémédszer hidnydban indirekt dton t3rténik, az alabbi

formula alapjéan:
=T - N (1)

ahol, Bspec a specifikusan kétdétt ligand mennyisége, Tb az Osszes

kotdétt ligand mennyisége, NSb a nem specifikusan (tehdt nem a
ligandkété helyekhez) kotott ligand mennyisége. Adott jelzett
ligand-koncentréciéhoz tartozdé nem specifikus kotést jeldletlen ligand
mintegy ezerszeres feleslegében hatédrozzuk meg. Hasznalhatjuk a
radioaktiv ligand jeldletlen ("hideg"”) formadjat, vagy a kérdéses
receptor egy kémiailag eltérd ligandjat is (II. tablazat).

Az aspecifikus kdtdhelyek nem telithetdek, a kotbhelyszam
linedrisan noévekszik a jelzett ligand koncentracié filggvényében.
Allandé 1ligandkoncentraciét hasznélva a nem specifikus kotés
kialakuldsa pillanatszer(i, az idé figgvényében gyakorlatilag nem

valtozik. A nem specifikus kotéhelyek adszorbtiv, hidroféb stb.

kdlcsdnhatdsok révén kotik a ligandot, de ez a kotbédés is ellenall pl.
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a szlréses szeparaldsnal alkalmazott pufferes mosdsnak, vagyis
kisérletesen nem klszébdlhetd ki. Csdkkentésére pl. tisztitott

‘'sejtmembran frakcidk haszndlatdval nyilik lehetdség.

3.1.3 A specifikus kotés figgése a szbveti fehérje

koncentracisjatdl

A receptor kotés mérés egyik feltétele (a telithetéség,‘
gatolhatésdg és a reverzibilitds mellett), hogy a Jjelzett ligand
koétddése 1linedrisan valtozzon a szdveti fehérje koncentrécidjaval. A
7. @&bradn bemutatott kisérlet eredményei szerint a (3H)DALE kotddése
50-800 wug/ml agyi fehérje koncentrdciéig linedris, 1 mg érték utdn a
fehérjegdrbe "letdrik™.

5 nM (3H)DALE-t inkubdltunk valtoz& fehérje tartalmi membréan
szuszpenzidkkal (23 oC—on, 45 perciqg), majd a specifikus kotést (cpm)
a Mbédszerekben leirtak szerint meghataroztuk. A fehérje mennyiségét az
egyes mintdkban Folin reagenssel hatéroztuk meg. A pontok egyedi
kisérlet 3 - 3 parhuzamos mintdjanak szamitott ko&zépértékeit (+/-
standard devidcid) tilntetik fel. Az egyenest linedris regresszidval

illesztettik.

3.2 A (EH)DALE k&6t8dés kinetikai jellemzése

3.2.1 Asszocidciés kinetika

A receptor 1ligand kOlcsdnhatdst, reverzibilis kémiai reakcidét

feltételezve az alabbi egyenlet irja le:
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7. abra. A 3H—DALE specifikus koétés fliggése a membranpreparatum
fehérje koncentraciéjatsl.
5 nM “H-DALE-t egydtt inkub&ltunk (45 perc, 23°C) vAltozé fehérje
tartalmi membrén-szuszpenzidkkal, majd a specifikus koétést (cpm) a
Médszerekben leirtak alapjan meghataroztuk. A  mintak fehérje
koncentraciéjat Peterson eljarasaval (153) mértik. A pontok egyedi
kisérlet péarhuzamos mintdinak szamitott koézépértékeit (+/- standard

devidcid) tlntetik fel. A korrelécids koefficiens r = 0,97.
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R+ L — RL (11),

ahol R a receptor szdveti koncentrédciéja, L a ligand-, LR pedig a
receptor 1ligand komplex koncentracidéja. A k+1 konstanst asszocidcids

sebességi A&llanddnak, a k_l—et disszocidcidés sebességi &allandénak
nevezzik. Formailag a (II) egyenlet alapjdan a reakcié masodrendd.
Mivel a koétési kisérletek kivitelezése soréan a szabad ligand
koncentraciéja 4&allanddénak tekinthetd (egyensilyban a ligand legfeljebb
3 = 5 %-a van RL formdban), az asszocidcidé sebességét az R hatarozza
meg (pszeudo-elsSrendl reakcid).

A 8. abréan tlntettik fel a (3H)DALE kotddés idéfluggését 23 °c-on.
A specifikus kotés 30 perc utén éri el az egyensilyt, a nem specifikus
ko6tés nagysaga fliggetlen az inkubdlas idejétdl.

Az asszocidcid sebessét, pszeudo-elsdrendd reakcidé korulményeket
feltételezve az alabbi egyenlet irja le:

B, = Be(l-e'kOb x5 (111),
ahol Be az egyensidlyban koétdtt ligandot, Bt a t idében kotétt ligandot
kOb pedig a latszdlagos sebességi dllandét jelenti. A
pszeudo-els8rendll sebességi &llandd (kob) grafikus meghatarozas (8.
dbra) és szamitdégépes kiértékelés alapjén 0,1 perc-l-nek adédott.

A (3H)DALE asszocidcibé sebessége hémérséklet figgd (9. abra).
Olvadoé jégb;n végrehajtott inkubaléskor a reakcié sebessége lecsdkken,
a sebességi 4&llandé értéke 0,05 perc-l—nek addédott. Equilibriumot
ebben az esetben a 60. perc kdérnyékén értink el.

Vizsgaltuk az asszocidcid sebességét a jelzett ligand koncentracié

figgvényében. A kinetikai gdrbéket a 10. &brédn mutatjuk be. A
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8. &bra. A (3H)DALE asszociaciéja patkany agyi membran frakcidban.
A membrédn prepardtumot 10 nM (3H)DALE jelenlétében inkubaltuk 23
oC-on. Az inkubacids elegyekbdl a meghatdrozott iddpontokban 1 ml-es
alikvotokat szlrtink. A feltlntetett pontok 3 - 3 parhuzamos minta
kozépértékeit jelentik. (A): Osszes kotés, (o) : 10 uM DALE
jelenlétében mért nem specifikus kotés, (o): a szamitott specifikus

kotés.
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9. abra. A (3H)DALE asszocidcié sebességének hdémérséklet figgése.
Az asszocidcidés kisérletet olvadd jégben (A) és 23 OC--os termosztatban
inkubdlva (o) végeztik ugyanabbdl a membran prepardtumbsl, a 8. 4&bra
magyarazatdban leirt mdédon. Csak a specifikus kotést &brazoltuk. A

(3H)DALE koncentréaciéja 10 nM volt.
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10. &bra. A (3H)DALE asszocidcidé sebességének fliggése a ligand
koncentraciséjatdl.
A kisérleteket a 8. &bra magyardzatdban leirt médon, 23 oC—on végeztik
(3H)DALE kildénbdzé koncentracidéinak jelenlétében. Csak a specifikus

kotést abrazoltuk. (m): 0,5 nM, (X): 1 nM, (A): 3 nM, (0): 5 nM
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latszdlagos sebességi allandé (kob) ligandkoncentracid fliggését a ITII.

tdblazatban tintettik fel.

ITI. tablazat

A latszdélagos sebességi allandd ligandkoncentracié fliggése

0,5 0,15
1,0 0,10
3,0 0,10
5,0 0,14
0,0 0,10

- —— T —— T . ————— T . S — —— T - S — Y S " — " T T S —— —————— — - ——

Minthogy bimolekulds, pszeudo elsdrendl reakcidban a 1latszélagos

sebességi dllandés (k ) értéke lineédrisan figg a

ob
ligandkoncentraciétsl, és a III. tabléazatban k6z6lt adatok nem
mutatnak linearitést, a (3H)DALE kot8dése tObbféleképpen értelmezhetd.
Feltételezhetjik figgetlen ligandk6td helyek létezését,

kooperativitdst, vagy 1ligand-induké@lt konformacidé valtozast is. A

kérdés megvalaszolasara tovabbi kisérleteket végeztink.
3.2.2. Disszociacidés kinetika

A receptor ligand komplex disszociéciéja elsdrendli reakcid,

amelyet a disszocidcids sebességi &llandé (k—l) jellemez:
RL—> R + L (Iv)

A disszocidcié sebességének mérésére két médszer kinalkozik. Az



- 3 =

t (perc)
30 60 90 120 150 180

kotott PH] DALE (cpm)

60 120 180
t (perc)

11. a&abra. A (3H)DALE disszociacidja patkany agyi membréan

preparatumban.

A membradn szuszpenziét 10 nM (3H)DALE jelenlétében inkubaltuk az

egyensily eléréséig (23 oC, 45 perc), majd 10 uM DALE hozz&dadasaval

elinditottuk a disszocidcidét (0 perc). A kisérletben kdzds inkubacids
elegyeket hasznaltunk, és a Jjelzett idépontokban 3 - 3, 1 ml-es
uM DALE

alikvotot szlrtlink. A nem specifikus kotést (o) 10

jelenlétében mértik. (o): Osszes (3H)DALE kotés
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ekvilibrium elérése utdn a receptor-ligand komplexet jeldletlen ligand
hozz&aadasaval (11. abra), vagy a reakcidelegy térfogatanak
megndvelésével (12, abra) disszocidltathatjuk. A t iddpontban
specifikusan kotétt ligand (Bt) mennyiségét a kdvetkezd Ssszefliggéssel

hatadrozhatjuk meg:

B, =B, (I-e 1) (V)

ahol Be az egyensilyban  kotodtt ligand. Abrazolva az ln(Bt/Be)

figgvényt olyan egyenest kapunk, amelynek k_. a meredeksége.

1

A 11, &brén a (3H)DALE disszocidciés kinetikdjét tintettik fel. A
membranpreparatummal 23 Oc-on ekvilibralt (3H)DALE—t 10 uM jeldletlen
DALE hozzaaddsaval (0 perc) disszocidltattuk. A nem specifikus kotés
(u) mértékét a rendszerhez adott "hideg" anyag nem valtoztatta meg. Az
egyensuilyi receptor-ligand komplex mennyiségének 50 %-a
szobahémérsékleten a 20. perc kdrnyékén mar disszocialt (t1/2= 19
perc). A disszociacids gdrbe matematikai analizise alapjan (11. abra,
ipzert) két, kotési paramétereikben kildénbdzé ligandkétd helyet

feltételezhetlink. A logaritmizdlt kinetikai gdrbe ugyanis felbonthatd

két egyenesre, amelyek egy "gyors" (k_.= 0.025) és egy "lassi" (k_.=

1 -1
0,009) disszocidcidés komponensnek felelnek meg.
A 3.2.1. fejezetben, a latszdélagos sebességi &llandé (kob)

ligandkoncentrédcidé fuggése alapjén _ felvetettik, hogy a (3H)DALE
esetleg heterogén receptor populdcidhoz kotddik, de a kooperati?ités
lehetbsége 1is fenn&dll. A kérdés megvalaszoldsidra megismételtlik a
disszocidcidés kisérleteket a higitdsos médszerrel (155). Az inkubédcids
elegyeket az ekvilibrium elérése utén 50 mM Tris/HC1 (pH 7,4)

pufferrel, wvagy 1 uM 1levallorfant (opidt antagonista) tartalmazé
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log (B%)

20

kotott [HIDALE (%)

]

12. &bra. A (3H)DALE disszocidcié sebessége P. Meyts szerint,

higitasos médszerrel mérve.
A membran készitményt, és 10 nM (3H)DALE-t jeldletlen DALE jelen- vagy
tavollétében tartalmazd 1 ml-es reakcidelegyeket az egyensuly
eléréséig 23 oC--on, 45 percig inkubdltuk. A mintékat ekkor szazszoros
térfogatira higitottuk valtozatlan hémérséklet mellett (0 perc), majd
a feltintetett id8pontokban az 100 ml-es reakcidelegyeket leszlirtik. A
nem spécifikus kétést 10 uM DALE jelenlétében hatdroztuk meg. Csak a
specifikus koOtést 4abrazoltuk (az egyensilyban mért specifikus kotést
tekintettik 100 %$-nak). (o): higitds 50 mM TRIS/HCl pH 7,4 pufferrel,
(#): higitds 1 uM levallorfant tartalmazé 50 mM TRIS/HC1 pH 7,4
pufferrel.
A szemilogaritmikus &brédzolast az &bra B részén tlntettik fel. A
regresszids egyenesek egyenletei azonosak voltak:

log(B%) = 1,98(+/-0,01) - 0,01 x t
A korrelacidés koefficiensek: R = 0,95 a (o) pontokra, és R= 0,93 a

(o) pontokra illesztett egyeneseknél.
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pufferrel szazszoros térfogatra higitottuk, majd a mintakat a
meghatéarozott id8pontokban szlrtik (12. adbra). A kisérleti
eredményekb8l 1lathatéd, hogy a levallorfan Jjelenlétében, illetve
hidnyadban a disszociécié mértéke hibahataron beldl azonos, vagyis az
opioid 1ligand hozz&addsa nem befolyésolta a (higitasos) disszociécioé
sebességét. A ligandkétd helyek kooperativitésa esetén a disszocidcid
sebessége kildnbdzne a két vizsgéalt esetben. Mivel a
szemilogaritmizalt &brazolasban (12. &abra B) a pontokra lineéris
regressziéval illesztett egyenesek gyakorlatilag nem kiGldnbdznek, a
kooperativ kdélcsdnhatédsokat kizéarhatjuk.

A disszocidcidés sebességi allandé (k) (k_l) ismeretében (10. a&bra
adatai)_ lehetéség nyilik a redlis asszocidcidés sebességi konstans

(k+1) meghatdrozidsdra a kdvetkezd Osszefiiggés alapjan:

k+1 = (kob - k_l) / L (VI)
A (VI) egyenletben kob a pszeudo elsbérenddi reakcidban szerepld
latszdélagos sebességi allandd, L a jelzett ligand koncentracidja.
A k+1 allanddkat a "gyorsan" és "lassan" disszocialé k6t6helyekré

kilén-kildn meghatdroztuk. A k+1 ismeretében a

(VII)

formula segitségével a kinetikai disszocidcids konstans (K'd) értékét
szamithatjuk ki. A két disszociacids sebességi allandé

felhasznalasaval kapott disszocidciés konstansok rendre 1,0 és 3,3 nM.

A kinetikai &allandékat a IV. tablazatban foglaltuk Ossze.
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Iv. tablazat

A (3H)DALE kotés fontosabb kinetikai

—— . o ——————— i —— —— — —— —— ——— — — T T > TP . = D = G S — ——————— A ——— o

0 C 0,05 -
23 ¢ 0,10
n gyorsll
° komponens 0,025
23 C

"lassi”
komponens 0,009

- — — ——— — —— " —— . > ——————————— - o " o o B o ————————— ——— Y Ty A T — —————

paraméterei
14
t1/2 k+1 Kd
-1

(perc) perc M 7) (nM)
6

28 7,5 x 10 3,3
6

77 9,0 x 10 1,0

kisérletekben a (3H)DALE

A téablazat alapjaul szolgaléd

koncentraciéja 10 nM volt.

3.3. A (3H)DALE kotddés koncentraciéd fliggése

A receptor 1ligand kd&lcsbnhatés

specifikus kétdhelyek véges

egyik lényeges

szama,

masképpen a

tulajdonsaga a

receptorok

telithet8sége. A ligand k&6t8helyek maximélis szé&mat (kapacitds, B )

a kovetkezbkeppen fejezhetjik ki:

(VIII)

ahol RL receptor 1ligand komplexet, R pedig

a

szabad

max

receptorokat

jelenti. Mivel a (II) és (VII) egyenletek alapjan nyilvanvald, hogy

(RxL) /RL =k, /k

+1

(IX)
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behelyettesités és atrendezés utdn a kdvetkezd Ssszefiiggést kapjuk:

RL =B xL/ (L+K),) (X)

n
o

amely formailag a Michaelis-Menten egyenletnek felel meg. RL

helyettesités és transzformdlds utén a
= - XI
B/L Bmax/Kd l/Kd X B (XI)

6sszflggést kapjuk, amely a SCATCHARD egyenlet (156). Ha a B/F
értékeket a B flggvényében abrdzoljuk, olyan egyenest kapunk, amelynek
meredeksége 1/K., abszcissza metszete pedig a Bmax (Scatchard
abrazolas). Az l/Kd a4llandét szokads affinitdsi konstansnak (Ka) is
nevezni. Ha a Scatchard gérbe linedristél valdé eltérése heterogén
kStdhelyek, vagy kooperativitds létezésére utalhat.

A specifikus (3H)DALE kotés ligandkoncentracié fliggését (telitési
vagy szaturdciés gdrbe) a 13. abradn mutatjuk be. Lathatsé, hogy a
Scatchard szerinti transzformdcidval hiperbolat kaptunk, amelynek
aszimptot&i két fliggetlen kotbhelyet: 1) nagy affinitasd, kis
kapacitésd, és 2) Kkis affinitéasd, nagy ligandkdtd kapacitéssal
rendelkezd helyet hatdroznak meg. A kisérleti adatok kiértékelése
computeres gorbeillesztéssel t6rtént (Dr. Gadl Jbézsef, Enzimoldgiai
Intézet). A szdmitégépes szimuldcid alapjan meghatérozott egyensulyi
disszociaciés konstansok (K_.) 0,8 és 3,0 nM-nak, a kétéhélyek

d

maximalis szama (Bmax) 46 és 183 fmol/mg proteinnek addédtak. A
szdmitbégépes gdrbeillesztésnél két figgetlen ligandkotd helyet
feltételeztink. Megjegyezzik, hogy egy koétbhelyet (homogén receptor

populaciét) feltételezve a program szignifikdnsan nagyobb hibaval
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13. abra. A specifikus (3H)DALE k6t6dés ligandkoncentracié fliggése

patkény agyi membran preparatumban.
A membran frakcidt 23 oC-on, 45 percig inkubaltuk (3H)DALE
jelenlétében. Az izotdép koncentracidjat 1-50 nM tartoményban
valtoztattuk. A nem specifikus kotést 10 uM DALE jelenlétében mértik.
Csak a specifikus kotés értékeket (B, fmol/mg fehérje) &brazoltuk. Egy
pont A&brazolasandl 3 parhuzamos minta kozépértékét vettik figyelembe,
amelynek hiba&ja 5 % k&rul mozgott. A fehérje koncentricidja a

reakcidelegyben 0,6 mg/ml volt. Az inzert a Scatchard gorbét mutatja.
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kdzelitette adatainkat.

Harom flggetlen kisérlet alapjan szamitott Kd €s Bmax értékeket
tintettink fel az V. tablazatban. Az egyensilyi disszociécids
konstansok j6é kozelitéssel egyeznek a kinetikai kisérletekbdl nyert
K'd értékekkel.

V. téblazat

14
Bmax Kd Kd
(fmol/mg fehérje) (nM) (nM)
"Nagy affinitasad"
koét8hely 54+7 0,7+0,25 1,0
"Kis affinitasd"
k6tShely 161+21 5,0+2,6 3,3

—— — - — — — — —— —— ——— — —— —— — ———— T ————— — T — ————

Meghatéaroztuk a (3H)-DALE kot8dés koncentréacis figgését 10 nM
DAGO (mli receptor szelektiv opioid peptid) jelenlétében, 23 °c-on. A
kisérleti adatok Scatchard transzformaciéjat a 14. abran lathatjuk.
DAGO jelenlétében eqgy kdtdhelyet észleltink, amelyet 3,6 nM
disszocidciés 4&dllandé és 244 fmol/mg fehérje kétékapacités’ jellemez.

a1t

Ez a kotbhely a "kis affinitasid" kdétbhelynek felel meqg, mig a "Nagy
affinitasi" ko&tdhely a mi szelektiv ligand jelenlétében nem mutathatd

ki.

3.4. Kationok és guanil nukleotidik hatdsa a (3H)—DALE kotddésére

3.4.1. A (3H)-DALE koétodése kationok jelenlétében
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14, Aabra. (3H)DALE specifikus k&tés koncentracisfliggése patkény
agyi membrdn preparadtumban, 10 nM DAGO Jjelenlétében. Scatchard
szerinti &brazolés.
A kisérleti koérilmények megegyeztek a 13. dbran bemutatott kisérlet
kdérilményeivel, azzal a kildnbséggel, hogy az inkubdciés elegyek 10 nM
DAGO-t is tartalmaztak. A jelzett ligand koncentrédciéja 0,1 - 25 nM
ko6zdtt valtozott. Az adatok kiértékelése a KINETFIT szamitdgépes

program segitségével tortént.
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Vizsgaltuk a (3H)DALE egyensulyi kotddését kilénbdzd egy- és
kétértékli kationok jelenlétében. Az endogén ionokat a membran frakcid
preparidlasa sorin tdbbszdri mosassal tavolitottuk el a rendszerbdl. A
15. &abran alk&alifém- (100 mM) és alkalifdldfém (2 mM) kationok,
valamint ezek kombindciéinak haté&sdt tilntettik £861. Az egyértéki
kationok Na+> K+>Li+ sorrendben gatoltdk, mig a Mg2+ és a Mn2+ ionck
fokoztak a (3H)DALE kétést. Ez a kdtésndvekedés Na+ ionokkal gatolhaté
volt.

A Na+ és a Mg+ hatds ionkoncentréacié fliggését a 16. abran mutatjuk
be. A Na+ ionok mar 20 mM-os és a fizioldgids koncentrdcidban 1is
gatoltak a (3H)DALE kotést. A Mg+ ionok gatlést csak 50 mM-ndl nagyobb
koncentracidban mutattak, mig a fizioldgids koncentracidé tartomdnyban

szignifikansan névelték a receptor koétést.

3.4.2 A (3H)DALE kdt8dése guanin nukleotiddk jelenlétében

A guanozin trifoszfat (GTP) és eqgy hidrolizis rezisztens GTP
szarmazék, az 5’-guanilil-imidodifoszfat (GppNHp) , valamint
kontrollként az adenozin trifoszfat (ATP) hatdsat vizsgdltuk a
(3H)DALE k6t8désére. A kisérleti eredmények a 17. dbran 1lathatdk. A
guanil nukleotiddk mikromélos koncentracidkban gatoltak (GppNHp> GTP,
ATP nem!) a jelzett ligand kotddését. Na® ionok jelenlétében a gatlés
ndvekedését észleltiik.

A GppNHp hatds mechanizmusénak részletesebb elemzése céljabdl
mértik a guanin nukleotida hatasat a (3H)DALE asszociacidé és
disszociacid sebességére (18. abra). A kinetikai kisérletek
eredményébdl a koévetkezdket &llapithatjuk meg: 1) 50 uM GppNHp

csOkkentette a tricidlt peptid egyensilyi kotését, a latszdlagos
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15. &bra. Kationok hatésa a (3H)DALE egyensilyi koétddésére
A patkany agyi membréan frakcidét 3 nM (3H)DALE jelenlétében inkubéaltuk
23 OC-—on, 45 percig, kildénbdzd kation kdrnyezetben. A kisérletben
klorid sdékat haszndltunk, a Mn2+ ionokat kivéve, amelyeket szulfat
formédban haszndltuk. Az egyértékl ionokat 100 mM-os, a kétértékl
kationokat 2 mM-os koncentrdcidéban alkalmaztuk. Csak a specifikus

kotés értékeit (£ S.E.M.) tlntettik fel.
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16. é&abra. A (3H)DALE receptor koétés figgése a Na - é€s Mg ionok
koncentréaciséjatdl.
Az 5 nM (3H)DALB—t és a patkény agyi membrén prepardtumot egyltt
; = o + 2+ .
inkubaltuk (23 C, 45 perc) Na vagy Mg ionokkal, majd a receptor
koétést a szokésos médon meghataroztuk, €s az ionkoncentréacid
fliggvényében &brazoltuk. A TRIS/HCl1l pufferben mért dsszes (Tb) és a 10
uM DALE jelenlétében mért nem specifikus (Nsb) kdétést (+SD) vizszintes

+
vonalakkal reprezentdljuk. (t1): Na , A): Mg2+
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17. a&bra. Nukleotidak hatésa a (3H)DALE egyensuilyi kétésre patkény

agyi membran készitményben.
A membran preparadtumot nukleotiddk és (3H)DALE jelenlétében inkubaltuk
23 OC-on, 45 percig. A tricidlt ligand koncentrédciéja 3 nM volt. A nem
specifikus koétést 10 uM DALE jelenlétében mértilik. A specifikus koOtés
értékeket a nukleotida koncentréacidé fliggvényében abrazoltuk. (@m): ATP,
(A): GTP, (o): GppNHp. "Ures" jelek: Na+ mentes kdrnyezetben
végrehajtott mérés, "to1ltdtt" Jjelek: 100 mM Na+ jelenlétében mért

adatok.
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18. &bra. GppNHp hatésa a (3H)DALE kotés kinetiké&jara patkény agyi
membran frakcidban.
A Jjelzett 1ligand koncentracidéja 3 nM volt. Az asszocidcidés és
disszociacids kisérleében a korédbbiakban leirtak szerint egyesitett
reakcidelegyeket hasznédltunk, amelyekbdl az adott idépontokban 1 - 1
ml-es alikvotokat vettink. A mintavételeket hédrom parhuzamosban
végeztik. A nem specifikus k&tést (A) 10 uM DALE jelenlétében

hataroztuk meg. Az inkubalds 23 CC-on tértént.
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sebességi 4allandék azonban nem kildénbdztek szignifikédnsan. 2) Ha a
jelzett liganddal ekvilibralt rendszerhez adtunk 50 uM GppNHp-t,
disszocidciét észleltink. 3) Guanin nukleotida jelenlétében novekedett
a jeldletlen DALE hozz&adasdval inditott disszocidcié sebessége. A
disszocidcidés sebességi 4&llandé (k_l) értékek GppNHp nélkidl 0,07,
GppNHp jelenlétében 0,12 perc-1 voltak.

Meghatédroztuk a jeldletlen DALE affinitasat a patkany agyi opiat
receptorokhoz 10 uM GppNHp Jjelenlétében (19. 4&abra). A ko&tdhelyek
affinitaséra jellemzd ICSO-érték (a jeldletlen ligand azon
koncentraciéja, amely a (3H)DALE ko6tés 50%-os gatlasat eredményezi) a
kompeticiés gdrbébdl meghatidrozhaté. A GppNHp gatolta ugyan a (3H)DALE
egyensilyi kotdédését (a leszoritdsi gdrbék lefutdsa kildnboézik), de
nem valtoztatta szignifikénsan a receptor affinitasat. Az IC50 értékek
a két vizsgalt esetben 3 nM kordl voltak (19. abra).

Tanulmdnyoztuk a GppNHp (10 uM) hatédsat a (3H)DALE kotés
ligandkoncentrécié flggésére. A telitési- és a megfeleld Scatchard
gorbéket a 20. abran mutatjuk be. Ebben a kisérletben a jelzett ligand
delta szelektivitasanak ndvelése céljabdl DAGO-val gatoltuk a
keresztreakciét. A kisérleti adatok kiértékelésére a KINETFIT computer
programot haszndltuk (Dr. Bagyinka Csaba, Biofizikai Intézet). GppNHp
jelenlétében a Bmax értékek csdkkenését tapasztaltuk (290 fmol/mg
fehérjérdl 267 fmol/ mg-ra, 8 %-os valtozds), egyidejilileg a receptor
affinitdsa 1is csdkkent (a Kd érték 4,5 nM-ré61 5,1 nM-ra 12 $%-o0s
eltérés) novekedett. 50 uM GppNHp jelenlétében a Bmax csdkkenése
kifejezettebb (15 %), a K, megvaltozdsa a nukleotida hatéaséra 4,8

d

nM-r6l 7,7 nM-ra pedig mar szignifikéns volt.

3.5 Opiatok és opioid peptidek hatéasa a (EH)DALE k6tbdésére
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19. &bra. 10 uM GppNHp hatésa a (3H)DALE egyensilyi ko&t8désére
kompeticiés kisérletben.
A membréan preparatumot 5 nM (3H)DALE és jeldletlen DALE kiilénbozd
koncentraciéinak (0,01 - 10000 nM) jelenlétében inkubaltuk 23 oC—on,
45 percig. A Jjelzett 1ligand ko6t8dését (cpm), a jeldletlen DALE
koncentracié fliggvényében tilntettik fel. (o) : pufferes kontroll,

(#): 10 uM GppNHp hatésa
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20, é&bra. GppNHp hatésa a (3H)DALE kotés 1ligandkoncentriacid

fliggésére patkdny agyi membrén preparatumban.
A 14. abra szbvegében leirt mdédon mértik a (3H)DALE kotés
ligandkoncentréacié figgését 10 uM GppNHp jelen- (d), &€s tavollétében
(o). A nem specifikus ko&tést 10 uM DALE jelenlétében mértidk. Csak a
specifikus kotést 4&brazoltuk. Az inkubalas (23 oC, 45 perc) sorédn 10
nM DAGO volt jelen a reakcidéelegyekben. Az inzert a Scatchard
transzformacidét mutatja. Az adatok kiértékelése a KINETFIT

szamitSgépes program segitségével tdrtént.
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3.5.1 Természetes és szintetikus opiédtok hatésa

A felhaszndlt vegyiletek ko&zdétt morfinan vazas (levallorfan,
levorfanol, dextrorfan), fenantrén vazas (naloxon, nalorfin és a
természetes Spium alkaloid morfin), valamint benzomorfan

(etilketociklazocin, EKC) és fenilpiperidin (szufentanil) szdrmazékok

talalhaték. A 21. dbran bemutatott kompeticiés kisérletben harom opiéat
ligand és -~ Osszehasonlitds céljabél - a DALE hatasat vizsgdltuk a
(3H)DALE egyensilyi k&étésre. Valamennyi ligand koncentracié £uggd
médon gatolta a tricidlt enkefalin kotését (leszoritdsi gbrbék). A
hatds mértékét itt 1is a specifikus kotés 50 %-os gatlasat okozé

ligandkoncentracié értékkel (IC5 ) jellemezhetjik. Az affinitéas

0
sorrendje DALE 1levallorfan EKC dextrorfan volt. Tovabbi kisérletek
sordn meghataroztuk egy sor opiat ligand IC50 értékeit a (3H)DALE
kotS8helyekhez. A receptor kotést 0,5 és/vagy 5 nM  tricidlt ligand
jelenlétében mértik (VI. tébléazat). Az antagonista naloxon é€s
levallorfan wvoltak a 4(3H)DALE kdtés leghatékonyabb inhibitorai. A
levorfanol és Jjobbra forgaté sztereoizomerje, a dextrorfan IC50

értékei ko6zdtti mintegy szdzszoros kildnbség az opidt kotdhelyek

sztereospecifitasat igazoljak.
3.5.2. Opioid peptidek hatésa

Az e fejezetben bemutatdsra kerild peptidek zdmét az MTA  KKKI

peptidkémiai munkacsoportja dllitotta eld szerkezet-hatéastani
vizsgalatok céljabdsl. Referens ligandokként néhany kereskedelmi
2

terméket 1is felhasznaltunk. A szerkezeti valtoztatdsok a Gly

-

szubsztiticiéjéra, a C és az N termindlis kémiai mdédositéasara,
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21. A&bra. Opidt 1ligandok hatéasa a (3H)DALE egyensilyi kOtésre
pépkény agyi membran készitményben.
A membrén prepardtumot 23 OC—on, 45 percig inkubaltuk opiadtok és 3 nM
(3H)DALE jelenlétében. A vizsgdlt anyagok koncentriacidéjat 0,1 - 100000
nM kozdétt valtoztattuk. A specifikus kétést szazalékosan tlntettik
fel. (e): DALE, (o) levallorfan, (V): etilketociklazocin, (A):

dextrorfan
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VI. Tablazat

_Opiatok hatédsa a (3H)DALE egyensilyi kot6désére

patkény agyi membrédn preparatumban

IC50 értékek (nM)
Ligandok Specifitéas (3H)DALE (3H)DALE
(0,5 nM) (5 nM)
Morfin }J -agonista 70+20 -
Levorfanol }J -agonista 40+ 6 -
Dextrorfan hatéastalan 3500 10000
Szufentanil }A -agonista - 200
Etilketo-
ciklazocin 1<l -agonista - 200
Levallorfan antagonista 20+ 7 40+7
Naloxon antagonista 15+ 3 30+5
Nalorfin agonista/
antagonista 60+20 100
A jeldletlen 1ligandokat 0,01 - 100000 nM k&6zdtt haszndltuk. Az
inkubdlasokat szobahémérsékleten, 45 percig végeztik a membréan
preparatum (0,4-0,6 mg fehérje) és a (3H)DALE jelenlétében. A
leszoritasi gdrbék alapjan meghataroztuk az IC értékeket (+ standard

50

devidcié, ahol legalabb hérom kisérlet volt).



- 56 -

100

° Specifikus kdtés
n
o

S

af—

"/ =B =B = 4
10 10 10 10
Ligandkoncentrdcié (M)

22. A&abra. 0Oioid peptidek hatéasa a (3H)DALE egyensilyi kotésre
patkany agyi membran készitményben. )

A membra&n prepardatumot 23 OC—on, 45 percig inkubdltuk jeldletlen

enkefalin szé&rmazékok és 3 nM (3H)DALE jelenlétében. A vizsgélt

anyagok koncentraciéjat 0,1 - 100000 nM koézdtt valtoztattuk. A
specifikus ko&tést szdzalékosan tlntettik fel. (o): DALE, (D)
Leu-enkefalin, (@) : DALECK (y): enkefalin pikolil észter, (n)

karbamoil enkefalin.
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valamint a pentapeptid szekvencia meghosszabbitdsdra irdnyultak. A C

termindlis klérmetil keton szdrmazé€kokat a kovetkezd fejezetben

targyalijuk.

A 22, 4&bran Ot enkefalin szadrmazék reprezentativ kompeticids
gdrbéit tilntettik fel. A legnagyobb affinitdst a DALE mutatta, de
szédmottevé géatlast okozott a Leu-enkefalin és a DALECK is. Az N
terminélisoﬁ médositott karbamoil enkefalin viszont hatastalan volt a
(3H)DALE kotési tesztben. A tovabbi kisérletek eredményeit a VII. és a
VIII. téablazatban foglaltuk &ssze. Az endogén, €s a delta szelektiv
enkefalinock nagy affinitédssal (DALE > DADLE > DSLET > Leu-enkefalin
Met-enkefalin > DPDPE >ICI174864) kdétédtek a (3H)DALE k6tbhelyekhez. A
C termindlis észterifikdlasa metilészter formdba némiképpen, pikolil
észter kialakitadsa jelentékenyen csOkkentette az affinitdst. A C
termindlis amindsavakkal torténd meghosszabbitdsa utdn 3jé1 mérhetd,
bdr az enkefalinokéhoz képest kisebb affinitds é&rtékeket talaltunk
(Mel6 és ArgG-Arg7 = dinorfinlu7 peptidek). Az N termindlis -tirozin
médositéasa (karbamoil enkefalin) vagy eltavolitéasa
(Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg = dinorfin2_7) hatdstalan  szarmazékokat
eredményezett, viézont a melfalan képes volt a Tyr1 helyettesitésére
jelentbsebb affinitds csdkkenés nélkil. A pentapeptid szekvencia
polaritésanak megforditasaval (C - N termindlis cseréje,
retro-enkefalin) az opioid aktivitds megsziint. A mﬁl ‘receptor
szelektiv, szintetikus 1ligandja, a _.DAGO mintegy 16-szor kisebb
affinitdst mutat a Leu-enkefalin szarmazékokhoz (DALE, DADLE) kébest,
igaz viszont, hogy mds delta szelektiv ligandokhoz (DPDPE, ICI174864)

viszonyitva a kiildnbség csupan kétszeres.

3.6 Enkefalin klérmetil ketonok vizsgdlata




VII. Tablazat

Enkefalin sz&rmazékok hatdsa a (3H)DALE egyensilyi kdtédésére

patkdny agyi membrén preparitumban

IC értékek (nM)

50

Szekvencia Specifités Név (3H)DALE (BH)DALE

(0,5 nM) {5 nM)
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu cf -agonista Leu-enkefalin 6 +3 16 +7
Tyr-D-Ala~Gly-Phe-Leu cf -agonista DALE 3,741 5,5+1,5
Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu <§ -agonista DADLE - 4
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met M c§ / -agonista Met-enkefalin 8 +3 21 45
N,N-diallil-Tyr-Aib-Phe~Leu ~antagonista ICI 174864 - 40
Leu-Phe~Gly-Gly-Tyr inaktiv Retro-enk. 2000 20000
H2NC0-Tyr-G1y-G1y-Phe-Leu inaktiv Karbamoil-enk. 4500 15000
Tyr-D-Pen-Gly-Phe-D-Pen ' -agonista DPDPE - 30
Tyr-D-Ser-Gly-Phe-Leu-Thr cf -agonista DSLET - 4
Tyr-D-Ala—Gly-(Me)Phe-Gly-ol}L-agonista DAGO (DAMGE) - 80

A jeldletlen peptideket 0,01 - 100000 nM kdzdtt haszndltuk. Az inkubdlasokat
szobahémérsékleten, 45 percig végeztik a membran prepardtum (0,4-0,6 mg fehérje)
és a (3H)DALE jelenlétében. A leszoritdsi gbrbék alapjan meghatdroztuk az IC50
értékeket (+ standard devidci6, ahol legaldbb hdrom kisérlet volt).
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VIII. Tablazat

. . - . - 3 v
Szintetikus enkefalin szarmazékok hatdsa a ( H)DALE egyensilyi

kotbdésére patkdny agyi membran preparédtumban

50
. 3 3
Szekvencia ("H) DALE ("H)DALE
(0,5 nM) (5 nM)

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu~0O- (2-pikolil)

(Enkefalin pikolil észter) 40+20 260+60
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Lys-Lys-Gly-Gln 22+ 4 36+ 3
Tyr-D-Ala—Gly—Phe-Leu—Mel—OCH3 8+ 2 20+ 4
Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-OCH, 10 -
Mel—Gly—Gly-Phe-—Leu—OCH3 20 -
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg - 120
Mel-Gly-Gly-Phe~Leu-Arg-Arg - 150
Gly-Gly-Phe~Leu-Axrg-Arg - 5000

A jeldletlen ligandokat 0,01 - 100000 nM k&zdtt hasznaltuk.
Az inkubalédsokat szobahdémérsékleten, 45 percig végeztlik a
membran preparatum (0,4-0,06 mg fehérje) és a (3H)DALE
jelenlétében. A leszoritdsi gdrbék alapjan meghatdroztuk az IC50

értékeket (i standard devidcié, ahol legaldbb héarom kisérlet

volt).
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3.6.1 Kompeticids kisérletek

Bizonyos amindsavak halometil keton szdrmazékait (pl. TPCK, TLCK)
a hatvanas évek O6ta haszndljéak kildénbdzd pfoteolitikus enzimek
irreverzibilis inhibitoraiként. Az enkefalinok hasonlé szarmazékai -
elvileg -~ ugyancsak képesek lehetnek az opioid receptorok
irreverzibilis (affinités-) Jjeldlésére.

A KKKI peptidkémiai csoportja altal szintetizdlt enkefalin
klSérmetil keton szdrmazékok (IX. tdblazat) receptor kdtésben mutatott
sajéatsagait ~a X. tablazatban hasonlitottuk Ossze. A delta agonista
(3H)DALE mellett a ml agonista (3H)dihidromorfint ((3H)DHM) és az
antagonista (3H)naloxont is haszndltuk a kisérletek sordn. A klérmetil
keton szirmazékok tulajdonsdgait a megfeleld "alapvegyiilettel" is
Osszevethetjik. Megdllapitasaink a k&vetkezdk: Az enkefalin alapvazat
hordozé 06t kldérmetil keton molekula nem veszitette el opiéat
aktivitadsat. A (3H)naloxon jelenlétében meghatarozott IC50 értékek
nem, vagy c¢sak kevéssé kiGldonbdztek a nativ szarmazékok hasonléd
értékeitdl. Az affinités vdltozatlansaga a DAMK esetében a
legkifejezettebb. Ugyanakkor az amindsav szdrmazékok (TPCK, TLCK) és a
dipeptid klérmetil keton inaktivak voltak a receptor koétési tesztben.
A kl6rmetil keton funkcids csoport tehdt megfeleld struktidra nélkil
nem reagdl az opiat receptorokkal. A Na+ index alapjdn valamennyi
vizsgdlt enkefalin klérmetil keton agonista sajatsdgot mutatott in
vitro. A mi és delta szelektiv ligandokkal mért IC50 értékekb8l és
ezek aranyaibdél (X. tablazat, wutolsd oszlop) a 1ligandok receptor
altipus szelektivitédsédnak valtozédsaira kovetkeztethetiink.

Mig az enkefalinok (a DAGO nem!) az opiat receptor delta altipusa

felé mutatnak preferencidt, addig az enkefalin klérmetil ketonok
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IX. tablazat

Enkefalin- és enkefalin klérmetil keton szarmazékok ( )

aminosav sorrendjei

H,N-Tyr-Gly - Gly - Phe - Leu-COOH LE

—+— D-Ala —t—— 4— COOH DALE

~——t—D-Ala $ $ D-Leu-COOH DADLE
—t —t — COCH,0 LECK™

—4—D-Ala — 4 +— cocHtt DALECK™

——t—D Ala — +— D-Leu-COCH,Ct DADLECK™
———f—D-Ala =+ MePhe-Gly-ol BAGO

——+—D Ala =—+— MePhe - CH,Cl DAMK™



X. tabléazat

Enkefalin klérmetil keton sz&rmazékok vizsgilata opidt receptor k&tési tesztekben

ICSO {nM) ICSO (nM)

Jeldletlen peptid (3H)naloxon Na+ index (3H)DHM (3H)DALE mu/delta

pufferben  +100 mM NaCl (mu) (delta) arany
Leucin enkefalin (LE) 120 2000 17 70 6 12
DALE 100 2000 20 20 3 10
DADLE 90 1500 17 50 4 12
DAGO 8 200 25 2 80 0,025
LECK 60 3000 50 20 20 1
DALECK 50 1000 20 10 15 0,7
DADLECK 60 2500 40 20 20 1
DAMK 10 200 20 2 80 0,025
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-NH-NH-CO-
—(CH2)2-NH-CO-NH-(CH2)2-C1 2000 20 32 45 0,7
TPCK 30000 20000 - - - -
Phe-Leu-CK 100000 - - - - -
TLCK 80000 80000 25 2 - -

Meghatdroztuk a jeldletlen klérmetil keton szarmazékok IC50 értékeit kilonféle tricidlt

opioid 1ligandokkal (2 nM (3H)naloxon, vagy 3 nM (3H)DHM, vagy 3 nM (3H)DALE). A vizsgdlt
koncentracié tartomény 0,01-100000 nM~-ig terjedt.

+ +
Na® index: Ic,, Na' jelenlétében / IC, Na' nélkil

Mi/delta ardny: (°H)DHM 1c,, / CH)pate Ic,

- 29



- 63 -

szelektivitdsi mutatéi a mi specifitds irdnydba mozdultak el (DAMK -
DALECK > DADLECK = LECK). A DAMK kivételével az IC50 értékek
nagyséagabél Oonmagdban nem kovetkeztethetink ezen ligandok mi
szelektivitdsara, hiszen a két rendszerben (3H)DALE-nal és (3H)DHM—nal
mért affinitadsok szamértékei gyakorlatilag azonosak. Ugyanakkor a
nativ enkefalinokhoz képest bekdvetkezett mintegy nagysagrendnyi
valtozds a mi/delta ardnyban (X. tablazat) kifejezi az enkefalin

klérmetil ketonok mli szelektivitdsdnak ndvekedését és/vagy a delta

preferencia csdkkenését.

3.6.2 A klSrmetil keton szarmazékok irreverzibilis kdétddése

Mivel kisérleteinkben az enkefalin klérmetil ketonok jeléletleﬁék
voltak, az irreverzibilitasi vizsgalatok indirekt mdédon, "hideg"
klérmetil ketonockkal és radioaktiv opiat 1ligandok felhaszn&laséaval
torténtek. Ugy Jjartunk el, hogy a patkdny agyi membrdn preparatumot
eldinkubdltuk a tesztelendd anyagokkal, majd a ligand feleslegét
centrifugalassal (25000 X g) eltavolitottuk. Az Gledék
reszuszpendidldsa és pufferes higitdsa utdn a ligand reverzibilisen
kotdtt formadja&t 15 perces, szobahdmérsékleten végrehajtott inkubdlas
sordn disszocidltattuk. Az elsd centrifugdlasi / disszocidciés 1épést
haromszor megismételtik. A végs8 1ledék pufferben torténd
homogenizaldsa wutén, tricidlt ligandokkal mértik a prepardtum opidt
receptor kotését (maradék aktivitas visszamérése) . Pufferrel
eldinkubdlt membran készitmény szolgdlt kontrollként. A reverzibilisen
kotétt ligand-frakcié eltavolitéasara az alkalmazott médszer
megfeleldnek bizonyult, mert reverzibilis ligandokkal és csak

pufferrel eldinkubdlt receptor preparatum a négy mosdsi 1épés utéan
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azonos receptor kotést mutatott.

Az enkefalin kldérmetil ketonok irreverzibilisen gatoltdk a nagy
affinitéasad (3H)naloxon kdtdéhelyet (23. abra). A (3H)naloxon telitési
gdorbék Scatchard analizise alapjan nyilvanvals, hogy 10 uM DAMK
elbinkubalds "eltinteti" a pufferes eldkezelés utdn egyébként 361
detektalhaté nagy affinitasad kotbéhelyeket. Hasonlé eredményeket
kaptunk a LECK €s DADLECK (141) valamint a DALECK (55) esetében is.

A kompeticidés kisérletben mli specifikusnak taldlt DAMK 1 uM
koncentracidéban szignifikansan gatolta a (3H)DHM kotbdését, de nem
volt szamottevé hatasa a (3H)DALE kotd8désére (24. &bra). A (3H)DHM
kétés gatlasa a kétbkapacitas mintegy 40 %-0s csOkkenésével
értelmezhetd, a Kd értékek valtozatlanok maradtak.

A 25. abrdn a LECK és a DALECK kot8dés irreverzibilitdsat mutatjuk
be mi& szelektiv (3H)DAGO és delta szelektiv (3H)DALE peptidekkel
végrehajtott mérések alapjan. A klérmetil keton affinitas jeldldket 50
uM-os koncntrécidkban alaklmazva a (3H)DAGO kotés 50 %-o0s, a (3H)DALE
kotés 10-15 %-0s gatlasat észleltik. A klérmetil ketonok
koncentraciéjanak tovabbi névelése nem fokozta a gatlé hatdsokat.

A 26. abran Osszefoglaltuk a kldrmetil keton-, €s az ugyancsak
kovalensen kotdds, mustdrnitrogén  funkciés csoportot tartalmazé
melfalan szarmazékok irreverzibilis hatésdt a (3H)DALE egyensuilyi
kotédésére. Az alkildlé csoportot nem tartalmazé ligandok (naloxon,
DADLE), és a reaktiv funkciét opioid ligand struktira nélkil hordozd
vegyliletek (melfaldn, Phe-Leu~CK) sem mutattak irreverzibilis receptor
kotést. Az enkefalin klérmetil ketonok is csak viszonylag nagy (50)
uM-os koncentracidéban gatoltédk a (3H)DALE kot8dését, szemben a mar 5
uM-ban hatékony Mell—DALE—OMe-rel. Az enkefalin klérmetil keton

< 3 e Has < < ”
szarmazékok a (3H)DHM és ( H)DAGO koO6tddését szamottevdéen nagyobb )
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23. A&bra. Specifikus (3H)naloxon koétés koncentracié flggésének

Scatchard analizisei DAMK jelen- és té&vollétében.
A membranfehérjét 30 ®c-on 60 percig eldinkubaltuk TRIS/HCL pufferrel
(e) vagy 10 uM DAMK-nal (m), majd a prepardtumot négyszer mostuk.
Minden mosdsos 1épés 25000 x g-vel torténd centrifugdldst, pufferes
reszuszpenddlast, és 23 OC—os 15 perces inkubdlast foglalt magadban. A
(3H)naloxon kotés mérése O OC—on, 60 perc utan tdértént. A (3H)naquon
koncentraciéjat 0,05 - 25 nM kézott valtoztattuk. A nem specifikus
kétést 10 uM naloxon Jjelenlétében hatadroztuk meg. B: kotdott, F:
kdtésben nem 1évé (szabad) ligand. A pontok hérom parhuzamos inkubéalés
k6zépértékeit reprezentaljak. A fehérje koncentracidkat Bradford

médszere alapjan mértik (154).
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24. A&bra. DAMK hatéasa a (3H)DHM és a (3H)DALE kotés
ligandkoncentréacié fliggésére patkédny agyi membrén prepardtumban.
A 23. abra szdvegében leirt médon inkubdltuk €s mostuk a membréan

o

frakcidét, majd a mintdkban mértik a (3H)DHM (20 perc, 23 C) és a

Coypate (45 perc, 23 %, 10 nM DAGO jelenlétében) kotés
ligandkoncentracié flggését. A nem specifikus ko&tést 10 uM morfin,
illetve DA;E segitségével hatédroztuk meg. Csak a specifikus kotést
abrazoltuk. Az inzertek a Scatchard transzformdcidkat mutatjdk. B:
kotdétt, F: koOtésben nem 1évé (szabad) ligand. (o) : pufferes kontroll,
(#): 1 uM DAMK-nal végrehajtott el&inkubalas. A pontok héarom

parhuzamos inkubéaléas koézépértékeit reprezentaljak. A protein

meghatdrozéds Bradford médszerével tortént.
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25. a&abra. Enkefalin klérmetil ketonok irreverzibilis hatasa a

(3H)DAGO és a (3H)DALE egyensilyi kotddésére.
A patkany agyi mémbrén frakciékat (5 ml térfogat, 4-6 mg/ml protein)
23 °c-on 90 percig eldinkubaltuk az enkefalin klérmetil ketonokkal (50
uM), majd a 23. a&brédn leirt médszerrel mostuk a prepardtumot. A
kovetkezdbkben a mintdkat 3 nM (3H)DAGO (35 OC, 40 perc) vagy 3 nM
(3H)DAL§ (23 oC, 45 perc, 10 nM "hideg" DAGO jelenlétében) inkubaltuk
és szlrtik. A nem specifikus ko6tés meghatdrozésa levorfanol, illetve
DALE Jjelenlétében tortént. A specifikus (3H)ligand kotést a fehérje
koncentradcidkkal torténd korrekcid utéan a (pufferes) kontroll
szdzalékdban fejeztlik ki. A fehérje meghatarozés Bradford mddszerével

toértént. Az adatok 5 - 5 parhuzamos minta atlagat (+ SD) jelentik.
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26. &bra. Reverzibilis és irreverzibilis ko&t8dést mutaté ligandok
hatédsa a (3H)DALE kotbdésére.
Az el6z8 4&bran ismertetett médon meghatdroztuk a rendelkezésre &llé
affinitasjeldlék, €és néhany referens vegylilet irreverzibilis (moséas
rezisztens) gatléd hatdsdt. A maradék (3 nM (3H)DALE jelenlétében
visszamérhetd) opiat aktivitasokat a kontroll (pufferes eléinkubalas +

4 moséas utédn mért) specifikus kotés szdzalékaban adtuk meg.



- 69 -

mértékben gatoltdk, mint a (3H)DALE kotését (141,14 , és 25. abra).
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4. MEGVITATAS

4.1 A (3H)DALE k6tbdés jellemz8i patkany agyi membrén prepardtumban

Vizsgdltuk a patkdny agybdél prepardalt partikuldris sejtmembréan
frakcié és egy tricidlt enkefalin analdg, a (3H)DALE kdlcsbnhatésait
opidt receptor kotési tesztben. A jelzett 1ligand viszonylag nagy
fajlagos aktivitadsa (37,3 Ci/mmol) és tisztasaga (150) megfelelt a
ko6tési kisérletekben megkdvetelt elvarasoknak. A méréstechnikai
szempontbSl lényeges, a szabad és a koététt ligand szeparalaséat
lehetdévé tevd mbédszerek (157) kozidl a szliréses elvalasztast
alkalmaztuk sikeresen. Ez a tény sorozatmérések kényelmes elvégzését
is lehet6vé tette. Orvendetes volt, hogy a haszndlt GF/C Uuvegszilas
szlrbkorong kis ligandvisszatarté  képességgel, ennek megfelelben
alacsony hattér aktivitdssal rendelkezett (6. dbra). Kis beltésszam
értékekkel dolgozva a tényleges aktivitdsok meghatdrozédsa sorédn a
filter hatteret figyelembe vettik. A szcintilllcidés mérésekben a
mintdk Onabszorpciéja és quenchelése elhanyagolhatd volt.

A (3H)DALE reverzibilisen ko6tbdott a patkany agyi opiat
receptorokhoz. Mind az asszocidcidé, mind a disszocidcidé sebessége
viszonylag lassi volt, egyéb az irodalombél ismert peptid 1ligandhoz
hasonléan (23,158). A receptor ligand komplexet 23 oC-on 20 perces
félélet iddvel jellemeztik (11l. &bra). A disszocidcids kisérletekben a
ligandk6t6 helyek heterogenité&sat figyeltik meg. A heterogén receptor
populaciéban két, kotési sajatsdgaiban kiilénbdzé ligandkdétd helyet
talaltunk (11. abra). A két kotdbhely létezése egyensilyi kOrilmények
kézdtt is  kimutathaté (13. &bra). Az egyik (3H)DALE kdtéhely nagyobb

affinitdssal kotdotte a jelzett 1ligandot (nagy affinitésd, vagy a
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kinetikai kisérletekben "lassan" disszocialés kdtbhely) , mig a
kotbhelyek masik csoportja kisebb affinitdst mutatott a tricialt
ligandhoz (alacsony affinitasd, vagy "gyorsan" disszocidlé kotdhely).
Itt kell megjegyezniink, hogy a disszocidcidés gorbe bifazikus Jjellege

és a latszdlagos asszocidcids sebességi allandé (k _,) koncentracié

ob
figgése (III. tablazat) alapjidn a kdtdhelyek esetleges kooperativitdsa
is felvethetd. Ezt a lehetdséget a 12. &bran bemutatott disszociaciés
kisérlet nem erdsitette meq, igy rendszerinkben kooperativ
kélcsdnhatasck 1étezését kizarhatjuk (155). A kinetikai és egyensilyi
mérések alapjadn szamitott Kd értékek igen j6 egyezést mutatnak (V.
tablazat).

Két fliggetlen enkefalin kotShely detektdlidsdra szdmos irodalmi
adatot taldalunk (13,35,159), de ismerink ennek ellentmondd
eredményeket is (21). A homogén receptor populédcié vagy két flggetlen
kdtbhely  kérdésének megvalaszolasahoz els8sorban nagy moléris
aktivitasd ligand, masodsorban megbizhaté, lehetdleg szamitdgépes
analizis szlikséges. A telitési gbérbéket minden esetben kiértékeltlik az
egy €és a két flggetlen k&tbhelyes modelleken alapulé programmal is, és
a kézeliteét gorbék korreldcids egyidtthatdi alapjén allapitottuk meg
az 1illeszkedés pontossigit, ebbdl pedig meghatdroztuk a kisérleteknek
legjobban megfeleld modellt. A (3H)DALE esetében ez a két kotdhelyes
modell volt.

DAGO jelenlétében végrehajtott kisérletek értékelése sorén

linedaris Scatchard gbrbéket észleltiink, ennek megfelelden a (3H)DALE
kotédése a mil szelektiv  ligand jelenlétében homogén receptor
populécidhoz térténik (14. 4&bra). A Pasternak és munkatdrsai 4&ltal

felvetett hipotézis értelmében a kGlonbdzd opidt 1ligandok és az

enkefalinok nagy affinitasd koétbhelyei azonos receptor populdciét
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jelentenek. Ezt a k&tdhelyet tekintik az analgézia, antinocicepcid
kozvetitésében szerepet jatszd receptor struktirdnak (52,160). A DAGO
mﬁl szelektivitéasaval és a md receptorokhoz mutatott nagy
affinitasaval (127,128) értelmezhetjﬁk a (3H)DALE ko6tbdés
megvadltozdsadt. A ml receptorok DAGO-val tdrténd blokkoldsa ugyanakkor
a mérési korilményeket teszi szelektivebbekké. Ezt a lehetbéséget a
tovéabbi kisérletekben felhasznaltuk a receptor altipusok és a
mérésikre haszndlt ligandok kdzdtti kereszt reakcidk csdkkentésére.

Kivilr8l a rendszerbe vitt kationokkal requldlni tudtuk a (3H)DALE
ekvilibrium ko&t8dését (15. és 16. abrak). Az‘endogén ionkérnyezetet a
membranprepardtum tdbbszdri elbzetes kimosasaval szilntettlik meg, igy a
lehet8ségekhez képest "tiszta" hatasokat detektdlhattunk. A megfigyelt
ionhatédsok Jj& egyezést mutatnak az irodalmi adatokkal (35,49,88,i61).
A Na+ ionok jelenlétében kapott kapott koétésgatlast valamint a Mg2+
ionok ezzel ellentétes hatasait a bevezetésben kdrvonalazott
allosztérikus kd&lcsdnhatdsokat feltételezd konformacidés modell (1.
dbra) illetve annak tovabbfejlesztett valtozatai (162,163) alapjan
értelmezhetjldk. Annak a kérdének a megvalaszolasdra, hogy a Na+ ionok
jelenlétében tapasztalt gatlas a kotdhelyek maximdlis szaménak és/vagy
a receptor ligand komplex disszocidcidés &llandéjdnak megvaltozasabdl
adédik-e, sajat kisérleteket nem végeztlnk. A legtdbb irodalmi adat a
Kd és a Bmax értékek egyidejll megvaltozdsara utal.

A guanin nukleotidak (3H)DALE kotésre gyakorolt hatéaséanak
mechanizmusa, valamint a kotés gatlasanak hatdéanyag koncentracié
fiiggése az eldzbektdl eltérd. Vizsgdlatainkban a metabolikusan stabil
GTP analdgot (GppNHp) alkalmaztunk a bomlékony guagozintrifoszfét

helyett. A GppNHp egyrészt ndvelte a ligand indukédlta disszociacié

sebességét, masrészt valészinlleg a Gi fehérjén keresztlil &nmagdban is
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indukalta a receptor ligand komplex disszocidciéjat (18. abra). A
disszocidcidés 4&llandé (Kd) GppNHp jelenlétében mérhetd nodvekedését
(azaz a receptor affinitésdnak csdkkenését), igaz, csak viszonylag
nagy GppNHp koncentrédciékndl, egyensilyi mérésekkel is kimutattuk. A
GppNHp a Na+ ionok hatésaval szinergizmust mutatott az egyensilyi
mérésekben, sét a 17. dbrin bemutatott kisérleti adatok alapjdn a
gatlds additivitdsanak lehetb6sége is felmerdGl. Mind az additivités
ténye, mind pedig a (3H)DALE kdtés azonos mértékli gatldsdhoz szikséges
koncentracidk kozétti nagysdgrendnyi kildnbség az egyértékll kationok
és a guanil nukleotiddk k{il6nbdzd tamadaspontjaira utalnak. Az eltérd
hatasmechanizmust az irodalmi adatok is megerdsitik (164).‘

Lényeges informacidékat nydjtanak a kompeticids kisérletek
eredményei a (3H)DALE k6t6hel§ék szelektivitasaval kapcsolatban. A

ligandok affinitdsat jellemzd mérdszamok (IC értékek) Osszevetésébdl

50
az enkefalinok antagonistak morfin etilketociklazocin hatdserdsségi
sort @&llapithatjuk meg (21. abra). Masképpen fogalmazva ez a (3H)DALE

kotbhelyek delta > mii > kappa szelektivitdsat jelenti. A mért
affinitasi értékek j6 kOzelitéssel megegyeznek az irodalombdl ismert
értékekkel (pl. 162). A (hatékony) delta ligandok pl.DALE €s a morfin
affinitdsa kozdtti kildnbség kérulbeldl egy nagysagrend. Annak
megitélése, hogy ez sok-e, avagy kevés, meglehetdsen viszonylagos. Az
irodalom az opioid receptorok és a szelektivligandok vonatkozasdban a

telitési gbrbékb8l szamithaté K €s a kompeticibés kisérletekbdl

a’
nyerhetd IC50 értékek kozotti legaldbb tizszeres kildnbséget tekinti
szignifikdnsnak (165). A kisérleti adatok értékelése soran nem
haszndltuk az irodalomban a kompeticié  mértékének jellemzésére

elterjedt Ki inhibitor 4&llandét, mert az annak meghatdrozéaséra

haszndlt Cheng-Prushoff egyenlet (166) formailag eleve egy homogén
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ligandk6td helyet feltételez.

3 P - -
4.2 A ("H)DALE receptor kotési teszt alkalmazdsa szerkezet - hatés

Osszefliggések vizsgdlataban

A receptor koOtési teszt Ujonnan szintetizdlt 1ligandok (hormon-,
neurotranszmitter- analégok, gyégyszerek) vizsgalatéaban ma mar
nélkildézhetetlen, &s sok tekintetben mas médszerekkel nem is
helyettesithetd.

Ebben a dolgozatban az enkefalin molekula kémiai szerkezeti
médositdsainak a bioldgiai hatas (opidt aktivitds) megvaltozasaban
jelentkezd kdvetkezményeit két szempontbdl vizsgaltuk: 1) Hogyan
befolyéédlja a struktira megviltozésa a ligandok affinitéasat a
(3H)DALE ko6t8helyekhez ? 2) Taldlunk-e az opiat receptorhoz
irreverzibilisen k6td8d8 enekfalin analégot ?

Az els® kérdés megvédlaszolasdra megallapitottuk, hogy a legnagyobb
affinitdsa a (3H)DALE kdt6helyekhez magdnak a jeldletlen DALE-nak és a
DADLE-nak volt. Kisebb affinitdst mutatott mind a két természetes
enkefalin, valamint az Osszes egyéb vizsgdlt széarmazék. A nativ
enkefalinok viszonylag alacsonyabb affinitasa taladan az enkefalinaz
hatasanak kodévetkezménye lehet, bar a reakcidelegy minden esetben
tartalmazott bacitracint 1is (167). Ha eltekintink a D-aminosav
tartalmi peptiddz rezisztens enkefalinoktél, akkor az Osszes kémiai
médositds végsd soron az enkefalin hatédsok csdkkenését eredményezte
(VII. és VIII. tablazatok). A C termindlis észterifikdléasa (O-metil és
pikolil észterek), aminosavakkal (Arg-Arg, Lys-Lys-Gly-Gln, Mel stb.)
tdrténé meghosszabbitdsa, az opidt aktivitds mérsékelt csdkkenését

okozta. Ugyanakkor az N-termindlis tirozin modifikédciéja (karbamoil
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enkefalin) és a forditott polaritéasi pentapeptid szekvencia
(retro-enkefalin) kialakitasa drasztikusan csdkkentette az aktivitéast.
Ugyanezen szarmazékok kidldnféle periférias szervi- szbveti
preparatumokon a receptor - k&tési kisérletekben 1l&tottakhoz igen
hasonlé relativ hatasvaltozdasokat produkaltak farmakoldégiai
kisérletekben (168).

A masik kérdés elddontése c€ljabsl kdzvetett médszert dolgoztunk ki
az irreverzibilis kotédés mérésére. A médszer alkalmazasakor a
membranprepardtumot el&inkub&ltuk az irreverzibilis 1liganddal, ezt
kévetden a ligand feleslegét, illetve a csak reverzibilisen kotétt
hédnyadat a prepardtum "mosasa" sordn a rendszerbdl eltdvolitottuk. Az
irreverzibilis 1ligand altal elfoglalt opioid k&6tShelyek meghatdrozésa
ugy tortént, hogy a maradék aktivitidst reverzibilisen ké6t8d4é, tricialt
liganddal visszamértuk.

In vitro irreverzibilis ko6tddési sajatsdgokat az altalunk vizsgalt
enkefalin szarmazékok két csoportja mutatott: 1) a szintetikqs
melfaldn aminosavval szubsztitudlt struktirdk, és a 2) halometil keton
szarmazékok. Ezen hely specifikus irreverzibilis 1ligandok koézidl a
legnagyobb delta receptor szelektivitasi mutatéval a Mell-DALE-OMe
rendelkezett. A C termindlis aminosav szabad karboxil csoportjénak
klSérmetil ketonnd t&rténd konvertdldsa viszont rontott az enkefalin
jellegen, azaz a delta specifitdson. Mindkét molekulétipusra igaz,
hogy az alkilalé funkcids csoportok (nitrogénmustdr vagy klérmetil
keton) csak a megfeleld opioid peptidhez kapcsolva mutattak
irreverzibilis kot8dést az opidt receptorokhoz. A melfaldn OSnmagaban,
vagy a Phe-Leu-klérmetil keton még nagy koncentrédciéban sem okozott
irreverzibilis gatlast (26. abra). Ugyanakkor a funkciés csoportokat

nem hordozé szerkezetanaldg peptidek csak reverzibilis kotési
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sajatsagokkal rendelkeztek.

A peptid affinitdsjeldl8k kézil az enkefalin klérmetil keton
szdrmazékait vizsgdltuk részletesebben. Kimutattuk, hogy mikromdlos
koncentrécié tartoményban alkalmazva irreverzibilis médon gatoltdk a
nagy affinitésd (3H)naloxon kdtbhelyet, amelyet gyakran az
analgézidért felelds receptor aktiv helyének tekintenek (160).
Ugyanakkor a kis affinitéasd naloxon kotbhelyek 1ényegében
vadltozatlanul maradtak a kldérmetil ketonokkal végrehajtott el8kezelés
utan (23, abra). A receptor kotési kisérletekben kimutatott
irreverzibilis ko6tdédést a mﬁl receptorhoz megerdsiteni 1latszanak az
enkeefalin klérmetil ketonok in vivo analgetikus (55), és in vitro
izolaltszerv készitményeken mutatott hatdsai (142).

A radioaktivan Jjelzett, klérmetil keton hatécsoportot tartalmazé
peptid szarmazékokkal végzett egyéb kisérletek (fluorogréafia, pH
figgés vizsgdlata, N-etil-maleimid kezelés hatésa a klérmetil ketonok
ko6tb8désére, stb., 109) és az irodalmi adatok is alatémasztjak az
irreverzibilis k&tés kovalens természetét, tovabba valdszinlisitik egy
nukleofil centrummal, feltehetden szulfhidril csoporttal tdrténd
kémiai reakcidét a receptor affinitédsjeldlése sordn. E feltételezett
reakcidcentrum €és a receptor ko6tShely minden bizonnyal térbelileg
kbézel esnek egymdshoz, mert a funkcids csoport tédvolitdsa az enkefalin
alapvaztél (Tyr—Gly—Gly-Phe—Leu—NH—NH—CO—(CHZ)2-NH-CO—NH-(CH2)2C1)

jelentékenyen csdkkentette az irreverzibilis k&tédés hatékonysagat.
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Ebben a dolgozatban jellemeztik a (3H)D-Alaz-LeuS—enkefalin
kot8dését patkany agyi membran frakcid opioid receptoraihoz. A jelzett
ligand kotédése megfelelt a receptor kétés elfogadott kritériumainak:
telithetd, sztereospecifikus és reverzibilis volt (150).

Kinetikai €és egyensdilyi méréseink alapjan is két ligandkotd helyet
mutattunk ki a prepardtumban, amelyek 0,7 nM-os és 5,5 nM-os
disszocidcidés Allanddékkal jellemezhetdk (150). Az Osszes opioid
kd6tbhelyek mintegy 25 %-a tekinthetd a nagy affinitdsd 1ligandkétd
helynek.

A (3H)DALE kétédése kation- és guanil nukleotida fiiggd regulaciét
mutatott. Az egyérték{ kationok, a guanozin trifo%zfét, valamint az
5'-guanililimidodifoszfat gatoltdk a ligand egyensilyi kotddését
(169) . A kétértékl kationok hatdsa ezzel ellentétes volt.

Az enkefalinok viszonylag jobban gatoltdk a (3H)DALE kotést
patkany agyi membran prepardtumban, mint a morfin vazas alkaloidédk. A
tricialt peptid_ a mi (morfin) receptorok egyidejl szupresszialasa
mellett alkalmas ligand a delta (enkefalin) receptorok mérésére.

A vizsgdlt enkefalin analégok kozil a melfaladan, illetve a
klérmetil keton funkcids csoportokat tartalmazd szarmazékok in vitro
irreverzibilis médon kotddtek  a sejtmembran preparadtumhoz.
Eredményeink alapjdn udgy tlnik, hogy az irreverzibilis (kovalens)
kdlcsénhatds kialakitdsdban a mi receptor altipus vesz részt, mig a
delta receptorok szelektiv affinités-jeldlésére ezen ligandok nem

alkalmasak (141,143).
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